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E. Physiologie und Okologie der Bakterien des biologischen Siureabbaus

Wie bereits ausgefiihrt, ist der biologische Sdureabbau die einzige durch
Bakterien bewirkte Verdnderung im Wein, die hdufig erwlinscht ist. Dieser
Sédureabbau ist natiirlich ein rein chemischer oder besser enzymatischer Vor-
gang. Die Kenntnis der Apfelsdure-abbauenden Enzyme allein geniigt jedoch
nicht zum Versténdnis dieser Erscheinung, da der Apfelsdureabbau
im Wein von lebenden Bakterien durchgefiihrt wird. Es
ist daher erforderlich, auch die Faktoren zu kennen, die die Lebenstédtigkeit
oder genauer das Wachstum dieser Bakterien beeinflussen. Traubenmost ent-
hélt ja nur so wenige Milchsdurebakterien, dafi sie darin gewohnlich nicht nach-
weisbar sind (vgl.Seite 146). Voraussetzung fiir die enzymatischen Umsetzungen
ist daher zunichst das Wachstum bzw. die Vermehrung der Bakterien. Nur
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von den lebenden Bakterienzellen kdnnen im Wein die
Enzyme gebildet werden, die schliefilich die Apfel-
sdure in mehreren Reaktlon schritten zu Milchsédure
und Kohlensdure abbauen. Das Wachstum der Milchsdurebakterien
im Wein wird durch chemische und physikalische Faktoren und durch die An-
wesenheit weiterer Mikroorganismen beeinflufit.

1. Chemische Faktoren (Ndhr-, Wuchs-und Hemmstoffe)
a) Stoffwechsel von Kohlenstoffverbindungen

Fiir alle Wachstums- und Lebensvorgénge ist Energie notwendig. Da die
Bakterien des biologischen Sdureabbaus Apfelsdure zu Milchsdure und Kohlen-
sdure umsetzen, war zunichst angenommen worden, da die Apfelsidure die
Kohlenstoff- und Energiequelle dieser Bakterien darstellt. Diese Annahme ist
jedoch nicht zutreffend, worauf zuerst von ScuanperL (1943) hingewiesen
wurde. Er stellte fest, daBl die Verbrennungsenthalpie der Milchsédure
326 cal. mol-! und die der Apfelsdure nur 321 cal. mol-! betrdgt (vgl. jedoch
Scumipt 1959). Die Umsetzung der Apfelsidure zu Milchsdure erbringt also fiir
die Bakterien keinen Energiegewinn.

Die Frage der Energiequelle der Bakterien des biologischen Sidureabbaus wurde
lebhaft diskutiert. Von ScuanperL (1943) wurde angenommen, daf3 stickstoffhaltige
oder eiweiflhaltige Verbindungen den Milchsdurebakterien als Energiequelle dienen
wirden, eine Auffassung, die auch von PeyNnaup und DemERcQ (1961) vertreten wird.
RirpEL (1943, 1950) vermutete dagegen, ebenso wie BourINGER (1955), daB Apfelsdure
von den Bakterien nicht nur zu Milchsdure und Kohlensdure dekarboxyliert wird,
sondern daB ein Teil der Apfelsdure zur Energiegewinnung vollstdndig zu Wasser
und Kohlenséure veratmet wird.

Von ScsmipT (1959) ist die thermodynamische Berechnung des Abbaus der
Apfelsiure durchgetiihrt worden. Dabei wurde gefunden, dal der Apfelsdure-
abbau bei Berticksichtigung der Ionen und nicht der Verbrennungsenthalpie
der Salze eine exergonische Reaktion ist und nicht wie friiher an-
genommen wurde, eine endergonische Reaktion. Der Apfelsiureabbau kann
also ohne Energiezufuhr erfolgen. Der Energiegewinn ist allerdings sehr gering;
er betrigt A Q=+1,78kcal/Mol. Der Apfelsdureabbau erbringt
auch nach dieser Berechnung keinen Nutzeffekt fir
die Bakterien.

Die biologische Bedeutung des Apfelsdureabbaus ist unklar. Nach HoCHSTRASSER
(1955) fordert Apfelsdure die Schleimbildung bei Milchsdurebakterien, da Apfelsdure
aber zu mindestens 95 %o zu Milchsdure und Kohlensidure abgebaut wird, ist unver-
stdndlich, worauf diese Wirkung beruht. 14C-~markierte Apfelsdure wird praktisch
nicht in die Bakterienzellen eingebaut, Apfelsdure spielt also keine Rolle beim Bau-
stoffwechsel (Scumipt 1959). Wahrscheinlich wird das Bakterienwachstum durch die
Verminderung der Wasserstoffionenkonzentration beglinstigt, die der Abbau der
Apfelsdure bedingt. Allgemein wird angenommen, da3 von den Apfelsdure-abbauen-
den Bakterien zum Wachstum zusétzliche Energiequellen bendétigt werden (LiThr
1957¢, RapLER 1958a, WEBB und INGRAHAM 1960, PEYNAUD und DoMmERrcQ 1961). Apfelsdure
allein ermdéglicht kein Bakterienwachstum, sie wird nur zu Milchsdure abgebaut,
wenn andere Kohlenstoffquellen vorhanden sind (Dupuy 1957).

Von Raprer (1958d) konnte durch Kultur in synthetischen Ndhrmedien
nachgewiesen werden, daBl Apfelsiure-abbauende Bakterien zum Wachstum
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ein vergidrbares Kohlenhydrat bendtigen, das ihnen als Energiequelle dient.
Ohne Zusatz eines vergirbaren Kohlenhydrates zum Ndhrmedium erfolgte in
einem Zeitraum von 10 — 14 Tagen kein nennenswerter Abbau der Apfelsiure.
Fir das Wachstum der Bakterien erwies es sich auch bei Gegenwart von
Kohlenhydrat als unerheblich, ob Apfelsiure anwesend war oder nicht;
durch Apfelsdure wird das Wachstum der Bakterien
nicht gefdordert*). Es konnten quantitative Beziehungen zwischen dem
Bedarf an Glucose zum Wachstum und dem Abbau der Apfelsidure aufgezeigt
werden (RabLEr 1958d). Zur Dekarboxylierung von 1 g Apfelsdure in Trauben-
most innerhalb von etwa 10 Tagen geniigt bereits die Entwicklung von etwa
0,01 g Bakterienmasse**). 0,01 g Bakterien bendétigen zum Wachstum etwa
0,1 g Glucose oder ein anderes vergidrbares Kohlenhydrat. Glucose wird von
heterofermentativen Milchsdurebakterien zu je einem Molekiil Milchséure,
Athylalkohol und Kohlensdure und von homofermentativen Bakterien zu zwei
Molekiilen Milchsdure umgesetzt.

An sich ist es nicht weiter liberraschend, dall die aus Wein isolierten Milch-
sdurebakterien Kohlenhydrat als Energiequelle verwerten. Es sind ndmlich nur
wenige Milchsdurebakterien bekannt, die auf anderen Stoffen als Kohlenhydrat
(z. B. Zitronensdure) wachsen kénnen (TirrsLer und Mitarb. 1952); allerdings
wird diesen Stoffen unter natiirlichen Bedingungen keine wesentliche Bedeu-
tung als Energiequelle zugesprochen.

Ohne Zweifel ist Zucker die wichtigste Energie-
quelle der Apfelsdure-abbauenden Bakterienim Wein.
Da die Milchsdurebakterien unter den Bedingungen des erwiinschten biolo-
gischen Sdureabbaus nur ein geringes Wachstum zeigen, ist der Zuckerver-
brauch im Wein ebenfalls gering. RiBEreau-Gaven (1938) konnte nachweisen,
dal} gleichzeitig mit der Sdureabnahme eine Erniedrigung des Zuckergehaltes
um 0,4-0,8 g je Liter erfolgt, was in guter Ubereinstimmung mit den Beobach-
tungen an synthetischen Néhrlsungen steht (RapLEr 1958d). MELAMED (1962)
fand, daB Weine vor dem bakteriellen Apfelsdureabbau einen hoheren Gehalt
an Zuckern aufweisen als nach dem Saureabbau.

Beim Wachstum von Apfelsdure-abbauenden Bakterien in Traubenmost entsteht
mehr Milchsdure als dem Abbau der Apfelsdure entspricht, was auf eine gleichzeitige
Milchsduregidrung des Zuckers deutet (FLescn und JercHEL 1960). PEynauDp (1955) be-
obachtete, dafl das Vorhandensein von Zucker den Sdureabbau sehr erleichtert und
ein Zusatz von Glucose zum Wein — bei Bedingungen, unter denen Hefen nicht
gédren und wachsen — bereits am zweiten oder dritten Tag eine deutliche Gasentwick-
lung bewirkt. Vaucun (1955) berichtete, dal in trockenen Weinen (weniger als 0,1 %o
Zucker) das Wachstum von Milchsdurebakterien gehemmt ist, wihrend sich in
Weinen mit Zuckergehalten von 0,5 —1 %, diese Bakterien entwickeln kbnnen. Duruy
(1957a) konnte ein aus Wein isoliertes Milchsdurebakterium in Hefewasser nur bei
Gegenwart von Kohlenhydrat kultivieren, ohne Zucker erfolgte auch nach 30 Tagen
kein Wachstum. Auch ein Milchsdurebakterium, das in Wein Schleim bildet, konnte
nur bei Gegenwart von Glucose kultiviert werden (Hocustrasser 1955). — Wie bereits
erwihnt, wird Glucose von Lactobacillus plantarum zur adaptiven Bildung des Apfel-
sdureenzyms benétigt (BLancHarp und Mitarb. 1950).

*) Die Notwendigkeit von Glucose fiir das Wachstum von Lactobacillus plantarum
wurde von Duruy und MEeLaMED (1959) und MELAMED (1962) bestdtigt

**) JercHEL und Mitarb. (1956) fanden einen nur wenig geringeren Apfelsiureumsatz;
»B.gracile“ setzte in einem Birnensaftmedium taglich zwei- bis dreimal soviel
Apfelsiure um wie Bakterienmasse vorhanden war
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Wenn auch feststeht, dafl Kohlenhydrat fiir das Wachstum und fiir die
Enzymbildung von Milchsdurebakterien wesentlich ist, so gibt es Hinweise, dal3
der Abbau der Apfelsiure bei Abwesenheit von Kohlenhydrat erfolgen kann.
Fir diereinenzymatischen Reaktionen des Abbaus der
Apfelsdurezu Milchsdureund Kohlensidureist Kohlen-
hydrat nicht erforderlich. Wenn in Modellversuchen eine groflere
Einsaatmenge von Bakterien verwendet wird, kann man auch bei Abwesenheit
von Kohlenhydrat einen Apfelsdureabbau beobachten. FLEscH und JERCHEL
(1960) fanden, daf} von ,,B. gracile“ auch in einem kohlenhydratfreien Medium,
das 1 g Caseinhydrolysat je Liter enthélt, 30 — 50 %/v der vorhandenen Apfel-
sdure (1,2-2 g) abgebaut werden. Forxachon (1957) verwendete sogar zur Isolie-
rung von Apfelsdure-abbauenden Bakterien ein kohlenhydratfreies Medium.
OLSEN (1948) benutzte zum Nachweis des Apfelsdureabbaus ein zuckerfreies
Medium mit Zusatz von 1% Apfelsdure, deren Dekarboxylierung allerdings
nur durch Titration bestimmt wurde. Aus eigenen Versuchen (RADLER, unver-
offentl.) geht hervor, dafl einzelne Stimme Apfelsdure-abbauender Milchsdure-
bakterien in einem synthetischen, kohlenhydratfreien Medium ein schwaches
Wachstum zeigen und ca. 4 g Apfelsiure je Liter vollstindig abbauen kénnen,
wenn das Medium einen erhohten Gehalt an Glutaminsédure aufweist.

In Fischmarinaden vermogen Milchsdurebakterien auch bei Abwesenheit von
Kohlenhydraten zu wachsen und Aminosduren (vor allem Arginin, Glutaminsiure,
Histidin, Lysin und Tyrosin) zu dekarboxylieren. Diese Keime sind mit den Milch-
sdurebakterien des Weines nahe verwandt (MEYER 1956, 1959). Es ist daher moglich,
daB3 auch die Apfelsdure-abbauenden Bakterien des Weines beim Fehlen von Kohlen-
hydrat unter Verwertung von Aminosduren oder hoher molekularen Verbindungen
als Energiequelle wachsen kénnen.

Auf sehr interessante Beziehungen zwischen der Zucker- und Zitronen-
sdurekonzentration und dem Bakterienwachstum und Apfelsdureabbau haben
Lirnr und VerscH (1959a) hingewiesen. Bei Abwesenheit von Glucose erfolgt
wahrscheinlich kein Bakterienwachstum und kein Apfelsiureabbau; beim
Fehlen von Zitronensdure ist das Bakterienwachstum bei niedrigem Zucker-
gehalt (1 g je Liter) besser als bei hoherer Zuckerkonzentration (10 g je Liter).
Bei hohem Zuckergehalt verschwindet zuerst die Zitronensdure restlos aus der
Nihrlésung, bevor der Zucker oder gar die Apfelsidure in stirkerem Male an-
gegriffen oder zerlegt werden. Bei geringem Zuckergehalt wird die Apfelsdure
abgebaut ehe die Zitronensdure aus der Ndhrlosung verschwindet. Es wird an-
genommen, dafl die Bedeutung der Kohlenhydrate als Energiequelle sehr stark
von den Konzentrationsverhéltnissen verschiedener Milieu-Faktoren, wie Zuk-
ker, Zitronensdure, pH-Wert abhangt und Kohlenhydrate nicht die einzige
wesentliche Energiequelle darstellen.

Peynaup und DoMERCQ (1961) konnten durch Kultur verschiedener Apfelsdure-
abbauender Bakterien in verdiinntem, mit Hefeextrakt angereichertem Trau-
benmost zeigen, daB3 der Abbau von Apfelsdure und die Vergirung von Kohlen-
hydrat sehr stark vom pH-Wert abhidngen. Grollere Mengen von Zucker werden
erst bei hoheren pH-Werten (pH 3,6) von den Bakterien vergoren. Apfelsdure
kann dagegen von einigen Stdmmen auch bei pH 3 abgebaut werden. Das pH-
Intervall, in dem Apfelsdure abgebaut werden kann, Zucker aber noch nicht in
nennenswertem Umfang vergoren wird, ist bei den einzelnen Bakterienstidm-
men sehr unterschiedlich und vielleicht im Hinblick auf die technische Brauch-
barkeit der Bakterien von Bedeutung.



Milchs&urebakterien des Weines und biologischer Sdureabbau 211

Bei Untersuchungen iiber die Energiequelle der Apfelsidure-abbauenden
Bakterien sollte vielleicht die Moglichkeit berticksichtigt werden, dafl nicht
nur reduzierende Kohlenhydrate sondern auch Polyalkohole den
Milchsdurebakterien als Substrat dienen kénnen. Von PEyNAUD und LAFOURCADE
(1955) wurde festgestellt, dal der Inositgehalt des Weines durch die alkoholische
Géarung kaum verdndert wird. In Weinen, in denen Milchsdurebakterien zur
Entwicklung kamen, kann er stark abnehmen. Die Abnahme des Inosits soll
aber erst nach dem Abbau der Apfelsidure erfolgen. Stoffwechselprodukte des
Inositabbaus wurden im Wein noch nicht nachgewiesen.

Neben Apfelsdure kommen in Traubenmost, Wein und Obstsidften noch
eine Reihe weiterer Carbonséduren vor. Einige dieser Sduren kénnen von den
Milchsdurebakterien verdndert werden, jedoch bestehen gro3e Unterschiede im
Verhalten der verschiedenen Bakterienarten und Stdmme gegeniiber diesen
Siduren. Ein von Barre und Gavrzy (1960) isoliertes Bakterium vermochte keine
andere Siure als Apfelsdure abzubauen. Lampion und Mesku1 (1957) untersuch-
ten bei 16 Stimmen von Milchsdurebakterien den Abbau von Apfel-, Zitronen-,
Milch-, Bernstein- und Weinsdure und konnten unter anaeroben Bedingungen
allenfalls nur ein geringes Wachstum bei einigen Stdmmen feststellen.

Der Abbauder Zitronenséadaure istim Wein von einiger Bedeutung,
wenn auch ihr Gehalt meist gering ist. Zitronensdure wird hauptséchlich von
heterofermentativen Milchsdurebakterien angegriffen, aber es gibt darunter
auch Stdmme, die diese Sdure nicht abbauen konnen (Wess und INGRAHAM 1960).
Als alleinige Kohlenstoffquelle ist Zitronensdure fiir Milchsdurebakterien so
wenig geeignet, dafi sie zur Einleitung des Wachstums nicht geniigt (CHRISTENSEN
und Peperson 1958). In Tomatensaftmedium wird Zitronensidure von ,B. gra-
cile“ abgebaut, jedoch unterbleibt der Abbau, wenn 6 %o Apfelsdure zugesetzt
werden (ZickrLer 1956). Scumipt (1959) beobachtete, daf B. gracile auch nach
5 Wochen nur wenig *COq aus 1,5-'*C-dimarkierter Zitronenséure bildet.

Als Endprodukte des Abbaus von Zitronensdure durch ,B. gracile“ (und
auch Brenztraubensdure) wurden von CHARPENTIE und Mitarb. (1951) Butylen-
glykol, Acetoin und Diacetyl gefunden. Auf Grund von Bilanzversuchen ist von
Peynaup (1955) ein Schema fiir den Abbau von Zitronensédure angegeben wor-
den. Von Harvey und Coirins (1961) wurde der Abbau von Zitronensdure mit
zellfreien Extrakten von Streptococcus diacetilactis und Leuconostoc citrovo-
rum durchgefiihrt. Die erste Reaktion ist eine Spaltung zu Essigsdure und
Oxalessigsdure, dann folgt die Dekarboxylierung von Oxalessigsédure zu Brenz-
traubenséure, die dann zu Acetoin und Kohlensdure umgewandelt wird. Als
Cofaktoren sind Magnesium oder Mangan und Thiaminpyrophosphat er-
forderlich.

Brenztraubensdure wird von zellfreien Extrakten ebenfalls zu Acetoin und
Kohlensdure umgesetzt. Die Dekarboxylierung von Brenztraubensdure durch
intakte Zellen von Lactobacillus plantarum hat ein scharfes Maximum bei
pH 3-4, die Reaktion wird — wahrscheinlich infolge einer Verdnderung der
Zellpermeabilitat fiir Brenztraubensdure — durch geringe Mengen von Glu-
cose gefordert (Moat und LicHsTEIN 1953). Von CarLes und Mitarb. (1958) wurde
Citramalsédure (2-Hydroxy-2-methyl-bernsteinsdure) im Wein gefunden und
die Moglichkeit diskutiert, ob diese Sdure von Bakterien aus Zitronensédure ge-
bildet werden kann, entsprechend den Vorgédngen bei der Umwandlung von
Apfelsdure zu Milchséure.

In Apfelsaft kann bis zu 30 °/v der Gesamtsdure als Chinasdure enthalten
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sein. Diese Sdure kann von Milchsdurebakterien, die Lactobacillus brevis nahe-
stehen, zu Shikimisdure umgesetzt werden (Carr und Mitarb. 1954). Lacto-
bacillus pastorianus reduziert Chinasdure zu Dehydroshikimisdure, wobei
wahrscheinlich Shikimisdure als Zwischenprodukt gebildet wird. Chlorogen-
sdure kann von Lactobacillus pastorianus zu Chinasdure und Kaffeesdure
hydrolisiert werden. Kaffeesdure kann zu Dehydrokaffeesdure reduziert und
schlieBlich zu Athylcatechol dekarboxyliert werden (Carg 1959).

Als noch nicht geklért gilt die Frage, ob und in welchem Umfang Wein -
sdure von Milchsdurebakterien im Wein abgebaut oder umgewandelt wer-
den kann. Bekanntlich soll der Abbau von Weinsédure zu Essigsdure typisch fiir
die Bakterien sein, die das Umschlagen des Weines (tourne) bewirken (RIBEREAU-
Gayon 1937). Nach OsterwaLper (1952) entsteht bei der Zusetzung von Wein-
sédure fliichtige Sdaure, ohne daf sich der Gesamtsiduregehalt verdndert. Stdimme
von Lactobacillus plantarum vermogen unter giinstigen Bedingungen Wein-
sdure zu zersetzen, wobei liberwiegend Milchsdure und Kohlensdure entstehen
sollen (VauGHN 1955). Wie bereits erwéhnt, besteht auch die Moglichkeit, daf3
die Zersetzung von Weinsidure und Glycerin durch Propionsdurebakterien be-
wirkt wird.

b) Stickstoffverbindungen, Purine

Milchsdurebakterien stellen im Hinblick auf ihre Versorgung mit Stick-
stoffverbindungen besondere Anspriiche; die Bakterien des Weines bilden in
dieser Hinsicht keine Ausnahme. Durch einen Zusatz von organischen Stick-
stoffverbindungen in Form von Caseinhydrolysat, Fleischextrakt oder Hefe-
autolysat wird in der Regel das Wachstum von Milchsdurebakterien in Wein
oder Most begiinstigt. Die Zusammenhénge zwischen dem Gehalt des Weines
an Stickstoffverbindungen und der Bakterienentwicklung sind schon vielfach
diskutiert worden. Als Stickstoffquelle kommen fir die
Milchsdurebakterien vor allem Aminosduren und viel-
leicht EiweiBe und Peptide in Betracht. Einige Arten konnen
Eiwei hydrolysieren und Peptide verwerten. In Traubenmost und Wein kom-
men Proteine vor, jedoch ist bisher nicht bekannt, welche Bedeutung diese Sub-
stanzen unter natiirlichen Bedingungen fiir die Bakterien des biologischen
Sédureabbaus haben.

Von ScuanserL (1943) wurde angenommen, daf3 der Sdureabbau immer mit einem
Abbau von hoher molekularen Stickstoffverbindungen gekoppelt ist; ohne den Abbau
solcher Verbindungen soll der Apfelsdureabbau ,nicht funktionieren“. ZickLEr (1956)
beobachtete, daf3 ,,B. gracile”“ in einem Most wachsen kann, aus dem durch Behand-
lung mit Austauschern die Aminosduren entfernt worden waren. Es wurde daraus
gefolgert, dal3 Eiweifle zur Deckung des Stickstoffbedarfs verwendet werden konnen.
Liti und Verscu (1959a) fanden, daB3 fliir das Wachstum von ,,B. gracile” ein Partial-
hydrolysat von Casein weit besser geeignet ist als ein Totalhydrolysat, woraus
ebenfalls abgeleitet wurde, daf} Eiweille oder Peptide flir das Wachstum Apfelsdure-
abbauender Bakterien wichtig sind. Allerdings konnte die geringere wachstums-
fordernde Wirkung des Totalhydrolysates auch darauf beruhen, daf3 bei der langeren
Hydrolyse essentielle Aminosduren oder Wuchsstoffe zerstort werden. Bacto-Trypton,
ein tryptisches Proteinhydrolysat fordert — vor allem bei hoheren Konzentrationen
(5°%0) — das Wachstum von Lactobacillus plantarum bei niedrigem pH-Wert und
Gegenwart von Alkohol. Auch von Frescu und JercHEL (1960) wird angenommen, dal3
Apfelsidure-abbauende Bakterien — wenn Kohlenhydrate fehlen — Eiwei3e verwer-
ten konnen.
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Sicher werden die Eiweifle und Peptide des Weines einen glinstigen Ein-
fluB auf das Wachstum der Apfelsidure-abbauenden Bakterien ausiiben; zum
Wachstum dieser Bakterien sind diese Verbindungen aber nicht unbedingt
erforderlich. Dies konnte durch Kultur dieser Bakterien in einem synthetischen
Medium nachgewiesen werden, das als organische Stickstoffquelle nur Amino-
sduren enthielt (RapLERr 1958¢).

Bereits von OrLAa-JENSEN und Mitarb. (1936) war gezeigt worden, dafli Milchsdure-
bakterien verschiedene Aminosduren zum Wachstum benétigen. Von HuTtcHiNGs und
PeTERsON (1943) wurde der Aminosdurebedarf von Lactobacillus casei ndher unter-
sucht. 10 Aminosduren (Leucin, Serin, Phenylalanin, Glutaminsiure, Valin, Asparagin-
sédure, Cystin, Arginin, Tryptophan, Tyrosin) waren zum Wachstum unbedingt erfor-
derlich, sechs weitere Aminosduren (Threonin, Methionin, Alanin, Isoleucin, Lysin,
Histidin) férderten das Wachstum und vier Aminosduren (Glycin, Norleucin, Prolin,
Hydroxyprolin) waren ohne EinfluB3.

Aus Wein isolierte Bakterien bendtigen zum Wachstum und Abbau der
Apfelsidure folgende Aminosduren: Arginin, Cystin-Cystein, Glutaminséure,
Histidin, Leucin, Phenylalanin. Serin, Tryptophan, Tyrosin, Valin; weitere
zwoOlf Aminosduren waren im Auslassungstest ohne Einflul oder zeigten nur
eine fordernde Wirkung (Raprer 1958c). Zwischen den einzelnen Bakterien-
stdmmen bestanden Unterschiede in ihrem Aminosdurebedarf.

Von Koser und Thoamas (1955) ist der Aminosdurebedarf von oralen Milch-
saurebakterien untersucht worden. Unabhéingig von Art- oder Stammunter-

Tabelle 5
Die Mengen von Aminosduren (in mg je Liter), die von Milchsdurebakterien
der Gattung Lactobacillus zum maximalen Wachstum bendtigt werden
(nach Koser und THoMAS 1955)

. . Homofermentative Heterofermentative
Aminosaure . ..
Stdmme Stdmme
D,L-Alanin 100 | 40 — 100
L-Arginin - HC1 20 20— 40
L-Cystein - HCI 40 — 100 40
L-Glutaminsédure 100 — 200 100
D,L-Leucin 40 40
D,L-Isoleucin 20 — 40 10
D,L-Phenylalanin 20— 40 20 — 40
D,L-Threonin 20— 40
L-Tryptophan 5— 10 5
L-~Tyrosin 10— 20 10— 20
D,L-Valin 40 — 100 40 — 100

schieden waren — neben 3-6 weiteren, nur fordernd wirkenden Aminosduren
fiir die meisten Bakterien notwendig: Arginin, Cystein-Cystin, Glutaminséure,
Leucin, Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin, Valin; also die gleichen Amino-
sduren, die auch von den aus Wein isolierten Organismen bendétigt werden. Die
fir ein optimales Wachstum erforderlichen Mengen an Aminosduren gibt Ta-
belle 5 an. Der optimale Bedarf liegt also zwischen 5 mg je Liter (fiir Trypto-
phan) und 100 — 200 mg je Liter (fiir Glutaminsdure).
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Aminosduren sind ein normaler Bestandteil des Traubenmostes (siehe
Seite 163). Von den Hefen werden bereits 24 — 28 Stunden nach Beginn der
Géarung 70 — 95 °/o der Aminoséduren aufgenommen, vor allem Arginin, Gluta-
minsédure, Valin, Isoleucin, Leucin, Histidin, Asparaginsdure, Tryptophan, Ty-
rosin, Phenylalanin und Methionin (Castor 1953a, b, Castor und ARCHER 1959).
Der Gehalt an Glycin, Lysin und Cystin wird durch die Hefe kaum veréndert.
Nach der Géarung werden Valin, Isoleucin, Leucin, Tryptophan und Tyrosin
wieder an das Medium abgegeben. Durch die Garung wird die Aminoséure-
zusammensetzung verdndert und der Gehalt erniedrigt; Wein enthélt also
geringere Aminosduremengen als Traubenmost, aber noch etwa 1 —15 %o der
Aminosduremengen wie sie flir Testmedien fiir Milchsdurebakterien ver-
wendet werden.

Uber den tatsichlichen, mengenmiBigen Bedarf der Apfelsidure-abbauen-
den Bakterien an einzelnen Aminosduren liegen noch keine Untersuchungen
vor. RADLER (1958d) gibt an, da3 die Entwicklung von 50 mg Bakterienmasse je
Liter Traubenmost fiir einen vollstindigen Abbau der L-Apfelsdure geniigt.
Bei der Annahme, daf3 die Bakterien zu 80 % aus Eiweil} bestehen, genligen zu
ihrer Entwicklung insgesamt etwa 40 mg Aminoséduren, sofern diese nur zur
Bildung von Zellmaterial benétigt werden. Da die Bakterien aus mindestens
17 verschiedenen Aminosduren bestehen, sind also je Aminosdure nur 1 — 5 mg
je Liter Most oder Wein fiir das Wachstum notwendig. Diese Aminosdure-
mengen diirften in der Regel im Traubenmost oder Wein vorhanden sein, so
daf} die sédureabbauenden Bakterien die erforderlichen Stickstoffverbindungen
stets vorfinden. In Apfel- und Birnenmost liegen die Verhéltnisse jedoch an-
ders. Diese Moste sind viel drmer an Stickstoffverbindungen als Traubenmost;
ZicxLER (1956) konnte in Apfel- und Birnenmost nur je sechs Aminoséduren
nachweisen. In Ubereinstimmung damit wuchs ,B. gracile“ in diesen Sub-
straten im Vergleich zu Traubenmost nur spérlich oder gar nicht.

Neben der Untersuchung des Aminosdurebedarfs der sdureabbauenden
Bakterien im Auslassungstest, dessen Nachteil in der Moéglichkeit der Verfal-
schung der Ergebnisse infolge synergistischer und antagonistischer Wirkungen
verschiedener Aminoséuren liegt. ist versucht worden. die Umsetzungen von
Aminosduren in Traubenmost oder komplexen N&dhrlosungen zu verfolgen.
LitHr und VeTscH (1952) hatten darauf hingewiesen. dal3 durch pranierchromato-
graphische Untersuchungen Zusammenhédnge zwischen Aminosduregehalt und
Sadureabbau gefunden werden konnen. Wiahrend des Sdureabbaus soll vor
allem Alanin von ,.B. aracile“ aus dem Wein aufgenommen werden. JERCHE!,
und Mitarb. (1956) beobachteten beim Wachstum des sleichen Oreanismus in
einem Casein- und Bierhefeautolysat enthaltenden Medium einen Umsatz der
Aminosduren Alanin. Serin, Glvkokoll. Threonin. Glutaminsidure. Arginin.
Asparagin sowie die Umsetzung von Prolin und «-Aminobuttersdure bei einem
zweiten Stamm von ,.B. arncile“. ZickrLER (1956) konnte nachweisen. daf3 beim
Wachstum von ,,B. gracile” in Traubenmost Glycin. Arginin und Histidin ver-
braucht wird.

LaFoN-LAFOURCADE und PryNauD (1961) bestimmten den Gehalt an Amino-
sduren im Wein gleichzeitig mikrobiologisch und chromatogranhisch. wohei die
mikrobiologische Bestimmung bei der Analyse von Wein stets hohere Werte er-
gab. Diese Beobachtung wird mit dem Vorkommen von Peptiden im Wein erklart.
die nur mit der mikrobiologischen Methode erfafit werden. Auf Grund dieser
Untersuchungen wird angenommen. daf3 ein groBer Teil des organisch gebun-
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denen Stickstoffs im Wein als Peptid vorliegt. Von besonderem Interesse sind
Analysen des Aminosduregehaltes von Weinen vor und nach dem biologischen
Siureabbau. Uberraschenderweise wurde nicht nur eine Abnahme sondern
auch eine Zunahme von Aminosduren beobachtet. Es werden demnach von den
Bakterien nicht nur Aminosiduren aufgenommen, sondern auch einige Amino-
sduren neu gebildet, wahrscheinlich durch Hydrolyse von Peptiden. Die Resul-
tate waren jedoch auBerordentlich wechselnd, die gleiche Aminosdure konnte
in einem Versuch in ihrer Konzentration abnehmen, in einem anderen wieder-
um zunehmen. Wahrscheinlich sind die Ergebnisse sehr stark von der Zusam-
mensetzung des Weines und der Dauer der Autolyse der Zellen abhéngig.
Auflerdem wurden die Versuche nicht mit Bakterienreinkulturen durchgefiihrt
— was bei Kellerversuchen auch kaum moglich ist —, so dafl die wechselnden
Ergebnisse moglicherweise auf das unterschiedliche Verhalten verschiedener
Bakterienstdmme zurlickgefiihrt werden konnen.

Die von den Apfelsidure-abbauenden Bakterien bendtigten Aminosiuren
werden wahrscheinlich liberwiegend in die Zellmasse eingebaut. In guter Uber-
einstimmung wurden in Hydrolysaten von sdureabbauenden Bakterien, die in
Traubenmost gezlichtet worden waren. folgende Aminosduren nachgewiesen:
J.-Alanin, Arginin, Asparaginsdure. Cystin, Glutaminsédure, Glycin, Histidin,
Hydroxyprolin, Leucin-Isoleucin, Methionin-Valin. Phenvlalanin, Prolin. Serin.
Threonin, Tyrosin (ZickLer 1956, Raprer 1958c). Nach Peynaup und DoMERCQ
(1961) hat das Eiweifl von sdureabbauenden Milchsdurebakterien bei Kultur in
mit Hefeextrakt angereichertem Traubenmost folgende Zusammensetzung (%o):
«-Alanin (3,2), Arginin (11,6), Asparaginsaure (5,0), Cystin (0,2), Glykokoll (4,8),
Glutaminsdure (10,3), Histidin (1,2), Isoleucin (6,0). Leucin (5,3). Lysin (12,8),
Methionin (2.2). Phenylalanin (2.3), Prolin (2,4), Serin (4,6), Threonin (4,6),
Tryptophan (0,6), Tyrosin (3,9), Valin (6,0).

Durch einen Zusatz von Aminosduren zum Wein oder dem Ndhrmedium soll das
Wachstum der Apfelsidure-abbauenden Bakterien geférdert werden kénnen.
Nach Liitat und VeTtscu (1957) soll ein Zusatz von Cystein. Threonin, Prolin und
Tryptophan giinstiger sein als ein Zusatz einer grofieren Zahl von Aminosiduren.
Supraup und CasioyaRD (1958) hielten eine Forderung des Saureabbaus im Wein
durch Zusatz von Aminosduren fiir moglich, konnten die Férderung aber nicht nach-
weisen. JercHeL und Mitarb. (1956) fanden, daB Glutathion und Cystin wachstums-
fordernd wirken, spiter geben FLesch und JercheL (1958) an, daBl L-Cystin das
Wachstum von B. gracile sogar hemmen soll. Cystein oder Cystin sind jedoch fiir
viele Milchsdurebakterien essentielle Aminosduren.

Uber den Stoffwechsel der Aminosiuren durch die Apfelsidure-abbauenden
Bakterien im Wein ist noch sehr wenig bekannt. ArcHiNARD und Boupor (1955)
bestédtigten die Angaben &lterer Autoren, wonach durch die Tétigkeit der Bak-
terien des Apfelsdureabbaus der Gehalt des Weines an NH; zunimmt. Nach dem
Sédureabbau wurde eine Erhéhung des NHz-Gehaltes bis zu Hochstwerten von
30 mg NH; je Liter festgestellt. Diese Ammoniumionen diirften sicher durch
Desaminierung von Aminosduren entstanden sein. Moglicherweise spielen
Aminosduren — im Gegensatz zur Auffassung von Tirrster und Mitarb.
(1952) — doch eine Rolle als Energiequelle fur Milchsdurebakterien unter ex-
tremen Bedingungen. Carrks und Mitarb. (1961) nehmen an, daff der Dekar-
boxylierung von Aminosduren (Glutaminsiure, Asparaginsdure, Diaminopime-
linsdure, Serin) durch Bakterien eine grofie Bedeutung bei der Alterung des
Weines zukommt. LacersBorc und Crarper (1952) isolierten Lactobacillus-
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Stimme, die Arginin, Glutamins&dure, Histidin, Ornithin oder Tyrosin dekar-
boxylieren. Es ist durchaus moéglich, dal auch im Wein Milchsdurebakterien
vorkommen, die diese Dekarboxylierungen bewirken konnen. Wie bereits er-
wéahnt, konnen Aminoséduren in Fischmarinaden von Milchsdurebakterien, die
den Arten Lactobacillus buchneri, L. brevis und L. fermenti nahestehen, bei
Abwesenheit von Kohlenhydrat dekarboxyliert werden (MeYEr 1956, 1961). Aus
Glutaminsdure entsteht »-Aminobuttersiure, aus Lysin Cadaverin, aus Tyrosin
Tyramin, aus Histidin Histamin und aus Arginin Citrullin und Ornithin. In den
Marinaden kommt es zu einer deutlichen Gasbildung wenn die Konzentration
der Aminosduren mehr als 0,3 %0 betrdgt. Ob dhnliche Umsetzungen im Wein
vorkommen, ist bisher nicht bekannt. Von Cartes und Mitarb. (1961) wird dis-
kutiert, wie Athanolamin aus Aminosiduren gebildet werden kann und von
Peynaup und Domerco (1961) wird auf die Moglichkeit hingewiesen. daf3 ein
Teil der fiir den Apfelsidureabbau erforderlichen Energie von den Bakterien
durch Zersetzung von stickstoffhaltigen Substanzen gewonnen werden koénnte.

Neben Aminosduren werden von den Apfelsiure-abbauenden Bakterien
Purin- und Pyrimidinderivate bendtigt. Adenin. Xanthin. Guanin und Uracil
wirken wachstumsférdernd oder werden unbedingt benétigt (RabpLER 1958c.
Litar und VETscH 1959a); nach FLescH und JERCHEL (1958) sollen dagegen Uracil,
Xanthin und Guanin hemmend wirken.

c¢) Vitamine

Von den Milchsdurebakterien werden Vitamine der B-Gruppe in beson-
derem Maf3e benotigt. Schon von Orra-JeEnseN und Mitarb. (1936) war cezeigt
worden. dal3 das Wachstum der Milchsdurebakterien von der Gegenwart von
Riboflavin und Pantothensdure abhéngig ist. Inzwischen ist der Vitaminbedarf
von Milchsdurebakterien sehr eingehend untersucht worden.

RiereL (1942, 1943) hat darauf hingewiesen, da3 der bakterielle Abbau der Apfel-
sdure im Wein von Inhaltsstoffen der Weinbeere abhéngig ist. die ihrer Wirkungs-
weise nach als Biokatalysatoren zu bezeichnen sind. Tatséchlich werden von den
Apfelsiure-abbauenden Bakterien Vitamine benotigt. Diese kommen allerdings regel-
méBig in Traubenmost oder Wein vor, so dafl das Bakterienwachstum nicht etwa
durch das Fehlen dieser Stoffe beschrdnkt wird. Ganz sicher unterscheiden sich die
verschiedenen Stdmme von aus Wein isolierten Milchsdurebakterien in ihrem Vita-
minbedarf. Es wird also nicht mdéglich sein, die Vitaminanspriiche genau festzulegen
und unterschiedliche Resultate verschiedener Autoren kénnen auf die Variation der
Eigenschaften der Organismen zuriickgefiihrt werden. Als besondere Schwierigkeit
kommt hinzu, daB3 einzelne Vitamine nicht absolut notwendig zu sein brauchen,
sondern nur eine Wachstumsférderung bewirken. Dariliber hinaus ist es nicht einfach,
vitaminfreie Medien herzustellen, die alle iibrigen zum Wachstum erforderlichen
Stoffe enthalten.

Von PeynAUD (1955) wird angegeben, dal3 ein Zusatz von den Vitaminen Thiamin,
Pantothensédure, Nicotinsdure, Pyridoxin, Biotin, Mesoinosit und vor allem Riboflavin
zum Wein allein oder zusammen den biologischen S&dureabbau fordert. Im Gegensatz
dazu konnten Supraup und CassiGNarRD (1958) keine Forderung des Sdureabbaus durch
Zusatz von Vitaminen der B-Gruppe nachweisen. JErcHEL und Mitarb. (1956) beobach-
teten, daB3 in einem Medium, in dem schon ohne Zusatz 33 —50 %, der Apfelsdure
durch ,,B. gracile”“ abgebaut werden konnten, durch Zusatz von Riboflavin und Pan-
tothensdure oder — bei einem anderen Bakterienstamm — durch Zusatz von
Riboflavin und Inosit eine Zunahme der Milchsdurebildung bewirkt wird. Bei einem
Zusatz zum Wein sollen diese Verbindungen den Sdureabbau férdern (Frescn und
JeErcHEL 1958), gleichzeitig wird allerdings angegeben, dal Adermin (Vitamin Bg) in
einer Nihrlosung das Wachstum von ,,B. gracile hemmt, widhrend Pyridoxin (eben-
falls Vitamin Bg) im Wein den Sdureabbau férdern soll.
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Nach LiiTur (1957¢) ist fiir das Wachstum von ,,B. gracile” Riboflavin, Pan-
tothensdure, Nicotinsdure und Folsdure unerlidfilich, die Rolle von Biotin war
nicht eindeutig zu kldren. Von RapLEr (1958c) wurde der Bedarf der Vitamine
der B-Gruppe bei vier verschiedenen Apfelsdure-abbauenden Bakterien im
Auslassungstest untersucht. Dabei wurde gefunden, daB3 alle Stdmme Folsédure
und Nicotinsdure zum Wachstum und zum Apfelsdureabbau benétigten. Ribo-
flavin, Biotin und Pantothensidure wirkten bei allen Stimmen wachstums-
fordernd und waren bei einigen fiir den Apfelsdureabbau unerldBlich. p-Amino-
benzoesdure und Pyridoxin zeigten nur bei einzelnen Stdmmen eine schwache
wachstumsfordernde Wirkung. Inosit wurde als Wuchsstoff von den Bakterien
in der verwendeten Ndhrlosung nicht benotigt.

Der Vitaminbedarf von insgesamt 37 Stammen von aus Apfelwein isolier-
ten Milchsdurebakterien der Arten Lactobacillus plantarum, L. pastorianus,
Leuconostoc mesenteroides, sowie einigen weiteren heterofermentativen und
homofermentativen Lactobacillusstimmen, wurde von Cagr (1958) untersucht.
Als essentiell wurde eine Substanz angesehen, wenn das Wachstum (Triibung)
beim Fehlen dieses Stoffes im Auslassungstest nur ein Drittel, als férdernd
wenn es nur zwei Drittel des Wachstums im vollstdndigen, alle Wuchsstoffe ent-
haltenden Kontrollmedium erreichte. Die aus Apfelwein isolierten Stimme
haben andere Vitaminanspriiche als die aus Wein isolierten. Es benotigten alle
37 Stamme (aus Apfelwein) Pantothensdure, 36 Stdmme Nicotinsdure und nur
10 Stamme Riboflavin, das fiir 6 weitere fordernd war; Riboflavin war fiir das
Wachstum der homofermentativen Lactobacillus-Stdmme und flir Leuconostoc
Morphotyp I erforderlich. Thiamin war bei 8 Stdmmen unwirksam und bei
24 Stimmen fordernd, es wurde hauptsédchlich von den heterofermentativen
Stdbchen bendtigt. Biotin war flir 29, Pyridoxin fiir 31 Stdmme nicht erforder-
lich. Ein Stamm von Leuconostoc mesenteroides wurde durch Biotin um 17 %
gehemmt. Kein Stamm brauchte Folsdure, p-Aminobenzoesdure oder Inosit
zum Wachstum.

Den besonderen Nihr- und Wuchsstoffanspriichen der Milchsdurebakterien wird
beim Wachstum im nédhrstoffarmen Apfelwein eine grole Bedeutung zugemes-
sen. Die Hefegdrung fiihrt im Apfelwein zu einer starken Néahrstoffverarmung, so
daf3 das groBte Bakterienwachstum entweder vor der Garung erfolgt oder danach,
wenn die Hefen wieder durch Autolyse Nahrstoffe abgeben.

LirHr und VETscH (1959a, b) erwdhnen, dafl von sdureabbauenden Bakte-
rien im Wein p-Aminobenzoesiure, Pantothenséiure, Biotin, Folsdure und Me-
soinosit in betrachtlichen Mengen verbraucht wird. Ferner wird angenommen,
daB weitere nicht bekannte Wuchsstoffe das Wachstum der Apfelsidure-ab-
bauenden Bakterien begiinstigen konnen. So wurde in teilweise hydrolysiertem
Caseinpepton und Hefeextrakt ein wachstumsfordernder Faktor beobachtet,
der von Kohle adsorbiert wird, hitzestabil und dialysierbar ist. Moglicherweise
handelt es sich bei diesem Stoff um ein oder mehrere Peptide.

Die Milchsdurebakterien des Weines bendtigen zum Wachstum eine Reihe
von Vitaminen der B-Gruppe. Diese Substanzen sind Bestandteile von En-
zymen oder Cofaktoren und haben als solche die gleiche Bedeutung fiir die
Milchsdurebakterien wie flir andere Organismen. Eine besondere Bedeutung
kommt lediglich dem Biotin fiir die Bildung des adaptiven Apfelsidureenzyms
zu (BrancHArD und Mitarb. 1950, AsLes und Mitarb. 1961, Praut 1961).
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d) Mineralstoffe

Bisher ist die Bedeutung von Mineralstoffen fiir die Milchsdurebakterien
des Weines nur wenig bearbeitet worden. Diese Bakterien werden die gleichen
Elemente bendtigen wie auch andere Mikroorganismen. Der tatsédchliche Bedarf
an Mineralstoffen fiir die Bakterien des biologischen Sdureabbaus ist sehr ge-
ring. Da beim Apfelsdureabbau in einem Traubenmost nur etwa 50 mg Bak-
terienmasse je Liter gebildet werden (RaprLer 1958d), wird von diesen Zellen
kaum mehr als 1 — 2 mg mineralischer Substanz aufgenommen werden.

Wenn aus Traubenmost, Hefewassermedium oder Tomatensaftndhrlosung
die Kationen durch Behandlung mit Ionenaustauschern (Entaschung) entfernt
werden, dann ist in diesen Substraten kein Wachstum und kein Abbau von
Apfelsdure durch ,,B. gracile“ mehr moglich (ZickLer 1956). Bei ,entaschtem*
Traubenmost oder Tomatensaft konnte ein Wachstum der Bakterien erzielt
werden, wenn K*, Na*, Ca?* und Mn?* wieder zugesetzt wurden. In ,entaschtem*
Hefewasser wurde auch schon bei Zusatz von K* ein geringes Wachstum beob-
achtet. Natrium kann Kalium nur teilweise ersetzen, ndmlich nur soweit es die
Aziditdt reguliert. Mangan kann durch Magnesium ersetzt werden; Apfelsdure
wird nur abgebaut, wenn wenigstens eines dieser beiden Elemente vorhanden
ist. Bereits 2 mg Magnesium je Liter wurden als optimal fiir das Bakterien-
wachstum angesehen. Mangan ist fiir das Wachstum von Milchsdurebakterien
von Bedeutung. Als Kofaktor des Apfelsdureenzyms (Octoa 1952), kann es teil-
weise durch Magnesium ersetzt werden. Von Pryxaup (1955) wird angegeben,
dafl 2 —5 mg Mn (als Sulfat) den biologischen Sdureabbau fordern.

Bocker (1959) berichtet, da3 Traubenmoste aus muschelkalkhaltigen Lagen reicher
an basischen Mineralstoffen, insbesondere Kalium und Magnesium sind, als Trauben-
moste aus Weinbergen mit Buntsandstein- oder LoBlehmboden. Trauben haben mit
zunehmender Reife einen hoheren Mineralstoffgehalt. Es wird nun vermutet, daf3 der
biologische Sdureabbau vom Kaliumgehalt des Mostes abhéngig ist und um so schnel-
ler ausgelost wird, je hoher der relative Kaliumgehalt ist. Da Moste aus reiferen
Trauben und Moste mit einem hoheren Kaliumgehalt in der Regel auch einen hoheren
pH-Wert (der leider nicht bestimmt wurde) aufweisen. diirfte diesem Faktor bei der
beobachteten Forderung des Sadureabbaus eine vielleicht wesentlichere Rolle als dem
K-Gehalt zukommen. RentscHLER und Mitarb. (1954) messen dem Kaliumgehalt eine
Bedeutung beim biologischen Sidureabbau bei. Durch Mostentsduerung mit Calcium-
carbonat bleibt der Kaliumgehalt des Weines weitgehend erhalten, was fiir den
Saureriickgang glinstig sein soll. Es wird jedoch darauf hingewiesen, daf3 durch die
Entsduerung gleichzeitig der pH-Wert erhoht wird.

Neben den genannten Kationen werden von den Milchsdurebakterien
sicher noch eine Reihe von Spurenelementen und einige Anionen wie Phosphat
und Sulfat benétigt werden. Bisher liegen jedoch dariiber keine Untersuchun-
gen vor. Abgesehen von dem Bedarf an Mangan fiir die Reaktionen des Apfel-
sdureenzyms gibt es keine Hinweise dafiir, dal3 die Bakterien des biologischen
Sdureabbaus besondere Anspriiche an den Mineralstoffgehalt des Mediums
stellen.

Feinstverteilter elementarer Schwefel bewirkt nach Scia pErL (1954) eine aus-
gepragte Wachstumsfoérderung von Apfelsiure-abbauenden Bakterien in Trauben-
und Birnenmost. Ein Zusatz der schwefelhaltigen Aminosdure Cystein zeigt dagegen
eine vergleichsweise nur geringe Wachstumsforderung. Von JercHeL und Mitarb.
(1956) wurde ebenfalls beobachtet, da 10 mg %o Schwefel in seiner gelben «-Form
eine Wachstumssteigerung bei ,,B. gracile“ hervorrufen. Elementarer Schwefel kommt
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im Traubenmost nicht vor, kann aber im Wein unter Umstdnden aus schwefliger
Saure und Schwefelwasserstoff entstehen. Die Bakterienzellen sollen den Schwefel
in die Zellen einlagern; Uber den Wirkungsmechanismus ist nichts bekannt.

e) Wachstumshemmend wirkende Faktoren

Traubenmost und Wein sind keine Substrate, die ein optimales Wachstum
von Bakterien gestatten. Wegen der auflerordentlich ungiinstigen Wachstums-
bedingungen ist es daher nur einer geringen Zahl von spezialisierten Keimen
moglich, in diesen Substraten nicht nur zu iliberleben, sondern zu wachsen und
sich zu vermehren. Von folgenden Faktoren ist zu erwarten, daB sie das Wachs-
tum der Bakterien hemmen oder begrenzen: 1. Alkohol, 2 Schweflige
Sdure, 3.Sdureanionen, 4 Wasserstoffionenkonzentra-
tion, 5. Gerbstoffe und @&hnliche Verbindungen, 6. Sauer-
stoff und Kohlensédure, 7. Konservierungsmittel, Anti-
biotika u. a. Im folgenden soll versucht werden, die Bedeutung dieser
Faktoren fiir die Milchsdurebakterien des Weines, insbesondere die Apfelsidure-
abbauenden, aufzuzeigen. Es mufl dabei wiederum darauf hin-
gewiesen werden, dall sich die verschiedenen Bakterien-
arten und -stdmme, vor allem unter unterschiedlichen
Bedingungen, keineswegs gleichartig verhalten. Es ist
kaum mdglich. die einzelnen hemmenden Faktoren fiir sich allein zu betrach-
ten. da sie ja stets gleichzeitig vorkommenund gemeinsam auf das
Bakterienwachstum einwirken.

«) Athylalkohol

Athylalkohol wird wegen seiner bakteriziden Eigenschaft als Desinfek-
tionsmittel verwendet: es ist daher selbstverstidndlich. dafi der bei der GArunsg
des Weines entstehende Alkohol einen sehr wesentlichen Finflu auf das
Wachstum der Bakterien auslibt. Schwieriekeiten bereitet es iedoch anzugehen.
welche Alkoholkonzentrationen ein Bakterienwachstum vollstdndie verhin-
dern konnen.

Bereits von Kocu (1900) wurde auf die Hemmwirkung des Alkahals fiir den
biologischen Siureabbau hingewiesen; 70 g Alkohol je Liter (=8.8 Vol.-%) verzogert
das Bakterienwachstum und bei 90 g Alkohol je Liter (=11.3 Vol.-%) war auch nach
5 Monaten kein Wachstum zu beobachten. SeirerT (1903) stellte ebenfalls die hem-
mende Wirkung des Alkohols fest; bei 3.8— 6.1 Vol.-% Alkohol begann das Bakte-
rienwachstum bereits nach 14 Tagen. bei 9Vol.-%/» erst nach 20 Tagen: hohere
Alkobholkonzentrationen verhinderten das Wachstum der sdureabbauenden Rakterien.
Auf Grund von Kellerversuchen konnte Owmrrs (1911, 1912) feststellen. daf3 der Séure-
abbau mit steigendem Alkoholgehalt des Weines verlangsamt wird. HaLenke und
Kruc (1911) empfehlen deshalb zur Unterstiitzung des Sdureabbaus siurereiche
Weine nicht zu stark zu zuckern; 100 g Alkohol je Liter (=12.6 Vol.-%0) sollen die
Siureabnahme beeintrichtigen und somit sdureerhaltend wirken. Auch MiiLr ®r-
Tuurcau und OsTerwALDER (1913) beobachteten bei 9.66 Vol.-"% Athvlalkohol eine
Hemmung und bei 9.65 Gew.-%s Alkohol (=12.0 Vol.-%) eine sehr starke Verlangsamung
des Wachstums der Apfelsidure-abbauenden Bakterien. Nach Arenxa (1928) sind
+Micrococcus“-Arten gegen Alkohol empfindlicher, sie werden bereits bei 8 Vol.~%a
Alkohol gehemmt und wachsen bei 12 Vol.-% Alkohol nicht mehr. Stibchenformige
Organismen sollen bis 12 Vol.-% nicht wesentlich in ihrem Wachstum beeinflulit wer-
den, vergl. auch Vaucun (1955). Nach ZickxLErR (1956) wird durch einen Zusatz von
10 Vol.-% Alkohol das Wachstum von ,,B. gracile“ stark verzogert, wenn nicht ganz
unterdriickt; FLescy und JercHEL (1958) fanden, daf3 dieser Organismus bei 12 Vol.-%0
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Alkohol gehemmt wird und bei 14 Vol.-*/0 Alkohol keine Milchsdure mehr bildet.
Bei einer schleimbildenden, aus Apfelwein isolierten, Lactobacillus-Art bewirken
6 Vol.-%¢ Athylalkohol eine Verzogerung des Wachstumsbeginns und 10 Vol.-%/ eine
starke Verringerung des Wachstums (MiLLis und Mitarb. 1958). RaprLer (1958e) fand,
daf3 das Wachstum (d. h. die nach 10 Tagen gebildete Bakterienmasse) von vier aus
Wein isolierten siaureabbauenden Bakterien bereits durch 6 Vol.-"/s Athylalkohol ge-
hemmt wird. Bei hoheren Konzentrationen als 10 Vol.-%/ Alkohol war nur noch ein
sehr geringes Wachstum meBbar. Duruy und MEeLaMEp (1959) beobachteten, dal3
Lactobacillus arabinosus in Traubenmost auch noch bei 12 Vol.-%/y Alkohol im Verlauf
eines Monats etwas wachsen kann. Peynaup (1955) berichtet, dal3 eine Anderung des
Alkoholgehaltes von 10 Vol.-¢ auf 13,5 Vol.-% keinen Einflu} auf die Geschwindig-
keit des biologischen Sdureabbaus hatte.

Es wurden jedoch auch Milchsdurebakterienstimme mit hoherer Alkoholtoleranz
beobachtet; Bipan (1956) konnte bei aus Wein isolierten Milchsdurebakterien noch
bei 17— 20 Vol.-%/s Alkohol ein geringes und verzégertes Wachstum erkennen. In
Dessertweinen, deren Alkoholgehalt durch Zusatz von Destillat erhoht worden ist,
kommen Milchsdurebakterien vor (Fornachnonx 1936, Doucras und McCrunc 1937,
Crugss 1943, VaucHN 1955). Diese Keime konnen noch bei Alkoholkonzentrationen
von 18 — 22 Vol.-% langsam wachsen und den Wein durch Bildung von fliichtiger
Sdure und Milchsdure aus Zucker verderben.

Unter Umsténden kann Alkohol das Bakterienwachstum sogar begiinstigen. OLseEN
(1948) konnte aus Obstwein Milchsdurebakterienstimme isolieren, deren Wachstum
bei Gegenwart von 5 — 15 Vol.-%4 optimal war. Auch Dupuy und MeLamep (1959) fan-
den, dal das Wachstum von Lactobacillus arabinosus in einem Medium mit einem
Gehalt von 2 % Bacto-Trypton durch die Gegenwart von Alkohol begiinstigt wurde.
Dies sind jedoch nur selten beobachtete Sonderfille.

Bakterien-

masse

0.2 pH3.0 pH315 pH3.25
mg/m

m Hl ‘_h_‘

0

0] 057 05 7 Vol-%
Athylalkohol

Abb. 3: Der EinfluB von pH-Wert und Athyl-
alkoholkonzentration auf das Wachstum von
Apfelsidure-abbauenden Bakterien
(Stamm 12a. Leuconostoc)

Es ist schon wiederholt darauf hingewiesen worden, daf3 die Hemmwirkung
des Athylalkohols durch weitere hemmend wirkende Faktoren beeinflufit wird.
Von Fresca und JercHEL (1960) wurde die Abhdngigkeit der Milchsdurebildung
bei ,,B. gracile” von pH-Wert (3,5-5,5) und Alkoholkonzentration (5-11 Vol.-%/o)
untersucht und eine additive Wirkung dieser beiden Faktoren festgestellt.
Abb. 3 zeigt wie das Bakterienwachstum eines Apfelsdure-abbauenden Bakte-
riums (Leuconostoc) durch Alkohol und Wasserstoffionenkonzentration beein-
fluBt wird. Die Bakterienmasse ist nach etwa 10 Tagen bestimmt worden, bei
langerer Versuchsdauer erfolgt eine weitere Bakterienvermehrung.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dafl bereits Alkoholkonzen-
trationen von weniger als etwa 7 Vol.-"a das Wachstum von Milchsdurebakte-
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rien verzogern. Die meisten aus Wein isolierten Keime werden jedoch erst bei
Alkoholkonzentrationen von mehr als 12 — 15 Vol.-%o vollstdndig im Wachs-
tum gehemmt. Organismen, die bei noch hoheren Alkoholkonzentrationen
(18 — 22 Vol.-*/0) wachsen konnen, sind sehr empfindlich gegen hohe Wasser-
stoffionenkonzentration und vermdgen bei niedrigeren pH-Werten als pH 3,6
nicht mehr zu wachsen.

p) Schweflige Sdure

Wohl der wichtigste Faktor, der das Wachstum der Milchsdurebakterien im
Wein beeinflufit, ist die schweflige Sdure. Sie ist antimikrobiell wirksam, wird
aber dem Wein oder Traubenmost zugesetzt, um den bei der Garung entstehen-
den Acetaldehyd zu binden, einen Oxydationsschutz zu gewdéhrleisten, die
Polyphenoloxydasen zu inaktivieren und die unerwilinschten, nur schwach
giarenden oder oxydativ wachsenden Hefen zu unterdriicken. Gegen Bakterien
ist schweflige Sdure wesentlich wirksamer als gegen gidrende Hefen, die erst
bei hohen Konzentrationen voéllig gehemmt werden. Der Zusatz der schwef-
ligen Sédure zum Most oder Wein erfolgt entweder durch Verbrennen von ele-
mentarem Schwefel im Behélter vor der Fillung, durch Zusatz von wissrigen
SO.-Lésungen, SO:-Gas, oder durch Zugabe von Kaliumpyrosulfit.

Eine quantitative Beurteilung der Wirksamkeit der schwefligen Sdure ist
schwierig, da im wesentlichen das undissozierte Molekiil antimikrobiell wirk-
sam ist. Der Anteil des undissozierten Molekiils steht mit den Ionen HSO3 und
SO3 in einem pH-abhingigen Gleichgewicht. (Eine Ubersicht {iber die anti-
mikrobielle Wirkung der schwefligen Sdure geben Reny und WitTMmany 1962).
" Mit zunehmender Wasserstoffionenkonzentration nimmt die Dissoziation ab
und gleichzeitig die antimikrobielle Wirkung der schwefligen Sdure zu. Die
sogenannte ,freie schweflige Sdure* liegt also als undissoziertes Molekll und
in Ionenform vor. Die im Wein Uuberwiegend an Acetaldehyd ,gebundene
schweflige Sdure* ist fiir Hefen antimikrobiell unwirksam. Milchsdurebakterien
des Weines konnen dagegen aus Acetaldehydschwefliger Sdure SO. frei setzen,
die dann das Bakterienwachstum hemmt (Ferxacuen 1963). Ferner scheint die
Aldehydschweflige Sdure selbst das Bakterienwachstum zu beeintrédchtigen, da
die Hemmwirkung der SO: nicht durch Zusatz von Acetaldehyd zum Medium
aufgehoben werden kann. — Im Wein ist die Bindung von schwefliger Siure
an Zucker gering, jedoch sollen unbekannte Weinbestandteile SO binden
(KiELHOFER und WiRrDIG 1960).

" Unter Beriicksichtigung dieser Verhéiltnisse wird es in der Regel moglich
sein, die Zusammenhinge zwischen bakteriellem Sdureabbau und schwefliger
Sédure zu verstehen und auch sehr abweichende Versuchsergebnisse zu inter-
pretieren. Leider ist bisher nicht bekannt, unter welchen Bedingungen und bei
welchen Konzentrationen an schwefliger Sdure die Milchsdurebakterien im
Wein vollig abgetotet werden. Sie wird ndmlich, besonders bei Gegenwart von
Eisenionen, allmahlich oxydiert und verliert dann ihre antimikrobielle Wirk-
samkeit. Wenn also durch die erste Zugabe von schwefliger Sdure die Mikro-
organismen nicht abgetotet worden sind, wird man in der Regel erwarten
konnen, dall die Keime nach Absinken des SO:-Gehaltes zu wachsen beginnen.
Bei langfristigen Versuchen wird aus diesem Grund auch bei recht hohen
Anfangskonzentrationen an schwefliger Sédure noch ein Wachstum der Milch-
sdurebakterien moglich sein.
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Die Wirkung der schwefligen Sdure auf den biologischen Sdureabbau war schon
sehr friihzeitig erkannt worden. Serrert (1901) warnte bereits vor dem Einschwefeln
sehr saurer Weine, weil dadurch auch die sdurezersetzenden Bakterien in Mitleiden-
schaft gezogen werden und liberméifiges Schwefeln den weiteren Ausbau des Weines
stark verzogern kann. Omers (1911, 1912) beobachtete, dall vor allem das Schwefeln
der Fasser bei den Abstichen den biologischen Sdureabbau stark hemmt.

Durch einen Zusatz von 100 — 150 mg schwefliger Sdure wird der biolo-
gische Sdureabbau oder das Wachstum von Milchsdurebakterien im Wein ver-
zogert oder gar in Frage gestellt (PEynauDp 1955, VaucHN 1955), in Ndhrlésungen
kann bereits bei Konzentrationen von weniger als 100 mg je Liter eine sehr
starke Hemmung des Wachstums (Bakterienmasse nach 10 Tagen) beobachtet
werden (RapLer 1958e). Nach Supraup und CassiGNARD (1958) haben 25 mg
schweflige Sdure je Liter nur eine sehr geringe Wirkung, erst ab 50 mg wird
eine Hemmung des Bakterienwachstums beobachtet. Durch eine Mostschwefe-
lung mit 50 — 100 mg SO; je Liter soll eine Verzdgerung des biologischen
Saureabbaus um 40 — 60 Tage bewirkt werden. Nach ScHANDERL (1954) sollen
allerdings die normalerweise bei der Mostschwefelung angewendeten SOz-
Mengen den Sédureabbau im fertigen Wein nicht beeintrichtigen. Versuche von
FELL (1961) zeigen, daf3 der biologische Sdureabbau auch bei Gegenwart von
Hefe durch Zusatz von 100 mg schwefliger Sdure um 30 Tage verzogert wird.
FrLescH und JercHEL (1958) konnten in Birnensaftmedium Milchsdurebildung
durch ,,B. gracile” nach vierwochigem Wachstum bei Gegenwart von ca. 50 bis
200 mg schwefliger Sdure beobachten. OLsen (1948) hatte gefunden, daf3 aus
Obstwein isolierte Milchsdurebakterien sehr unterschiedliche Mengen an
schwefliger Sdure ertragen kOnnen; eine vollstindige Hemmung erfolgt erst
bei etwa 200 mg SO; je Liter. Nach CuarpeENTIE (1954) erfolgt in Weilweinen
der Sdureabbau sehr leicht, wenn sie nicht geschwefelt werden, 100 — 300 mg
schweflige Sdure und evtl. auch schon geringere Zusédtze hemmen sehr stark.

BERGERET (1958b) stellte fest, dal der biologische Sdureabbau gewdhnlich
vor dem Abstich erfolgt, wenn nicht mehr als 40 mg Gesamt-SOz2 und 6 — 10 mg
freie schweflige Sédure je Liter vorhanden sind. Unter diesen Bedingungen soll
auch ein niedriger pH-Wert und eine niedrige Temperatur den S&ureabbau
nicht hemmen. Im Gegensatz dazu stehen Beobachtungen, wonach Milchsédure-
bakterien noch bei 0,5 °/s schwefliger Sdure ein schwaches Wachstum erkennen
lassen (AReNA 1936). In KellergroBversuchen wurde von PauL (1954) noch ein
Sdureabbau nach Zusatz von 350 mg schwefliger Sdure je Liter beobachtet,
allerdings war bei diesen Versuchen der Gehalt an freier schwefliger Sdure
auf 18 mg je Liter abgesunken.

Ohne Zweifel ist die schweflige Sdure der wich-
tigste Faktor, der das Wachstum der Milchsdurebak-
terien und damit den biologischen S&dureabbau be-
grenzt. Wenn durch die Gérung ein groBer Teil der schwefligen Séure
gebunden werden kann, wird auch nach hohen SO,-Zusitzen das Bakterien-
wachstum nach einer zeitlichen Verzogerung einsetzen. Wenn dagegen der
Gehalt an wirksamer schwefliger Sdure nicht verringert wird, dann ist bereits
bei Konzentrationen von 100 — 200 mg je Liter mit einer mehr oder weniger
vollstandigen Hemmung des Bakterienwachstums zu rechnen. Der Mechanis-
mus der Wirkung der schwefligen Séure ist bisher nicht genau bekannt. Orien-
tierende Versuche lassen vermuten, dafl auch das Apfelsiureenzym bereits
durch geringe Mengen von SO» gehemmt wird (RaDpLER, unverdffentl.).
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y) Sdureanionen

Die Anionen der im Wein vorkommenden Carbonsduren konnen vielen
Mikroorganismen als Kohlenstoffquelle dienen. Im allgemeinen wird diesen
Sduren, in den im Wein und Most vorliegenden Konzentrationen, keine wesent-
liche Wirkung auf das Wachstum von Milchsdurebakterien zugesprochen.
Frescu und JeErcHEL (1958) fanden aber, dal3 bereits 1 g Weinsdure je Liter (bei
pH 3,5) eine Verzogerung der Milchsdurebildung durch ,B. gracile“ bewirkt.
Im Gegensatz dazu wurde von RabpLEr (1958e) nachgewiesen, dafl das Wachstum
von Lactobocillus plantarum und 4 aus Wein isolierten Apfelsdure-abbauen-
den Bakterien in einer Tomatensaftlosung, bei pH 5,2, auch durch 20 g Wein-
sdure je Liter nicht nennenswert beeinflulit wird. Metaweinsdure, die dem
Wein zur Verzogerung des Weinsteinausfalls zugesetzt wird, hat bei einer Kon-
zentration von 100 mg je Liter keinen Einflufl auf den biologischen Sédureabbau
(Supraup und CassiGNARD 1958).

d) Wasserstoffionenkonzentration

Fir das Wachstum von Bakterien ist die Wasserstoffionenkonzentration
des Mediums von entscheidender Bedeutung. Wein und Most haben einen sehr
niedrigen pH-Wert und es ist zunéchst Uiberraschend, daf} sich in einem solch
unglinstigen Milieu liberhaupt Bakterien entwickeln konnen. Wie bereits fiir
die anderen Faktoren angefiihrt, gilt auch fiir die Wasserstoffionen-
konzentration, dafl nicht nur sie allein auf das Bak-
terienwachstum einwirkt Darliber hinaus zeigen die verschiedenen
Bakterienarten und -stdmme grofle Unterschiede in ihrem Verhalten. Nach
CrHarpeNTIE (1954) bestehen sogar Beziehungen zwischen dem pH-Wert des
Weines, aus dem das zur Einsaat verwendete Bakteriensediment stammte, und
dem Grenz-pH-Wert, der das Wachstum dieser Organismen einschréankt.

Der pH-Wert der Traubenmoste und Weine (pH 2,8 — 4,0) liegt in dem
Grenzbereich, in dem ein Wachstum von einigen spezialisierten Bakterien
gerade noch moglich ist. Das Wachstumsoptimum der aus Wein isolierten
Milchsédurebakterien liegt oberhalb von diesem Bereich, in der Regel zwischen
pH 4,0 und 6,0 (OLsEn 1948, FornacHen 1936, Fernacion und Mitarb. 1940,
Ltrar 1957¢, Carr 1960, Ingraranm und Mitarb. 1960). Der Grenzwert des Wachs-
tums im alkalischen Bereich ist nur von geringem Interesse und daher nur
selten bestimmt worden. Eine Ubersicht liber die Kardinalbereiche der Reak-
tion fir Milchsdurebakterien aus Apfelwein gibt Tabelle 6.

Tabelle 6
Kardinalbereiche der Reaktion fiir aus Apfelwein isolierte Milchsdurebakterien,
nach Carr (1960)

optimales Wachstums- Wachstums-
Organismen Wachstum minimum maximum
pH pPH pH
heterofermentative Stdbchen 4,(00— 6,0 3,2 7,2
homofermentative Stdbchen 5,8—17,0 4,0 7.4
heterofermentative Coccen 4,0—6,0 3,2 6,5
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Es besteht kein Zweifel dariiber, da der minimale pH-Wert, unterhalb
dessen kein Wachstum fiir Milchsdurebakterien im Wein mehr moglich ist, im
Bereich von pH 2,8 — 3,2 liegt. KapLER (1958e) zeigte, daf3 unterhalb von pH 3,0
kein nennenswertes Wachstum von Lactobacillus plantarum und vier aus Wein
isolierten Milchsdurebakterien mehr zu beobachten ist. RirpeL (1942) war es
nicht moglich ,,B. gracile” in Hefewasser bei pH 3 zu kultivieren. ArRena (1936)
priifte das Wachstum der aus Wein isolierten Bakterien nur bis pH 3,5 und
stellte bereits bei diesem Wert eine Verminderung der Sé&urebildung fest.
VaucuN (1955) gibt an, da3 Werte unterhalb von pH 3,2 — 3,5 das Bakterien-
wachstum begrenzen, was allerdings in Kalifornien ohne Bedeutung ist, da
die Weine nicht unterhalb von diesem Bereich liegen. PEynaubp (1955) sieht in
dem pH-Wert den Hauptfaktor fiir den biologischen Sdureabbau, da unterhalb
von pH 3 im Laboratorium ein Abbau der Apfelsdure in der Regel nicht gelingt.
Auch FrLescH und JercHEL (1958) sprechen dem pH-Wert eine grofie Bedeutung
zu, da in allen Traubenséften und Weinen der Apfelsdureabbau mit Sicherheit
einsetzt, wenn der pH-Wert vor dem Beimpfen auf 4,0 oder 4,5 heraufgesetzt
wird. Auch in ,,nicht abbauféhigen“ Weinen konnte das Bakterienwachstum in
Gang gebracht werden, wenn der pH-Wert erhoht wurde. Weitere Zusitze
waren nicht notig. BEech (1958) nimmt an, dafl in Apfelweinen bereits Werte
von pH 3,3 — 3,4 kritisch fiir den Apfelsdureabbau sind. Bei hohen pH-Werten
soll andrerseits in Apfelsidften der Apfelsdureabbau bereits vor der Hefe-
garung beginnen. Fin von Dupuy und MELAMED (1959) aus Wein isoliertes Milch-
sadurebakterium zeigte in Traubenmost bei pH 4,53 —4,17 sehr gutes Wachstum,
wuchs verzogert bei pH 3,74 — 3,47 und bei pH 3,15 erst nach 20 1'agen. Bei
pH 2,95 war nur bei Gegenwart von 5 /o Bacto-Trypton noch ein Wachstum
moglich. Bipan (1956) konnte seine aus Wein isolierten Organismen ebenfalls
bei pH 2,85 — 2,90 nicht mehr kultivieren und auch bei pH 3,20 — 3,25 wuchsen
zwel der Stdmme nicht.

Dagegen wurde von MARTIN (1948) ein Bakterium aus lindem Wein isoliert,
das noch bei pH 2,8 wachsen konnte und Orsen (1948) berichtet sogar, daf3 sich
,Betabacterium arabinosaceum® nach einem Monat noch bei pH 2,4 entwickelt
habe. Von LtitH1 (1957c) wurde ein sehr geringes Wachstum bei pH 2,85 beob-
achtet, ebenso von I'LEscH und JERCHEL (1958) in einem Fall bei pH 2,6. In einem
halbsynthetischen Medium wurde durch Anwendung von Bakterien-Hefe-
Mischkulturen bei pH 2,98 ein vollstdndiger und bei pH 2,85 ein teilweiser Ab-
bau der Apfelsdure erzielt (RApLER 1960). Nach BerGERET (1958b) ist in Weinen
aus Burgund auch bei pH 2,78 noch ein Apfelsdureabbau moglich, sofern die
Moste nur eine geringe Schwefelung (50 — 70 mg SO je Liter) erhielten.

Im Gegensatz zu diesen sehr sduretoleranten Keimen des typischen biolo-
gischen Sidureabbaus konnen Bakterien, die in Dessertwein unerwiinschte
Umsetzungen durchfiihren, erst bei pH-Werten von 3,7 — 3,8 zur Entwicklung
kommen (FornacHON 1936, DoucrLas und McCru~ng 1937).

ZickLER (1956) empfiehlt zur Verhinderung des Sdureabbaus 8 g Weinsdure je
Liter zum Wein zuzusetzen. Der biologische Sdureabbau soll dabei durch Verminde-
rung des Kaliumgehaltes gehemmt werden. Abgesehen davon, daB3 diese MaBnahme
ungesetzlich ist und in geschmacklicher Hinsicht kaum vertretbar sein diirfte, kann
angenommen werden, dafl fiir die Unterdriickung des Sdureabbaus nicht der Kalium-
gehalt malBgebend ist, sondern die durch Weinsdurezusatz bewirkte Herabsetzung
des pH-Wertes auf pH 2,8.
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Ohne jeden Zweifel wird das Wachstum der Bakterien vom pH-Wert des
Mediums sehr wesentlich beeinflul3t. Obwohl saure Weine mit ihrem pH-Wert
im Grenzbereich liegen, in dem ein Wachstum fiir Bakterien gerade noch mog-
lich ist, wird man den pH-Wert wahrscheinlich nicht als einzigen oder
wesentlichen Faktor fiir die Hemmung des Apfelsdureabbaus ansehen diirfen.
Es wird jedoch immer damit zu rechnen sein, da3 in Weinen mit niedrigeren
pH-Werten als pH 3,0 — 3,1 der biologische Sdureabbau unterbleibt, besonders
wenn zusitzlich weitere Faktoren das Wachstum der Apfelsdure-abbauenden
Bakterien behindern.

) Gerbstoffe und @hnliche Verbindungen

Der Gerbstoff- oder Tanningehalt des Mostes oder Weines wird ebenfalls
als ein Faktor angesehen, der das Wachstum von Bakterien beeinfluit (Mas-
QUELIER und JENSEN 1953). So soll Tannin das Wachstum von Bakterien im Wein
hemmen. Aus geschmacklichen Griinden ist es nicht moglich, es als antibakte-
rielles Mittel dem Wein zuzusetzen (VAucHN 1955).

Castor (1953a) beobachtete bei der mikrobiologischen Bestimmung von
Aminosduren mit Milchsdurebakterien als Testkeimen in Traubenmost Fak-
toren, die das Analysenergebnis in Abhingigkeit von der Menge der angewand-
ten Probe verdnderten. Bei der Bestimmung von Glutaminsdure, Asparagin-
sdure und Cystin wurde mit steigender Konzentration des Substrates eine
relative Verminderung der Milchsdurebildung und bei der Bestimmung von
Isoleucin eine entsprechende Forderung der Milchsdurebildung beobachtet. Die
Faktoren, die die Hemmung der Milchsdurebildung, also des Bakterienwachs-
tums bewirkten, konnten durch Sieden oder durch Verdiinnen mit dem fiinf-
fachen Volumen Alkohol, Filtration und Entfernen des Alkohols im Vakuum,
entfernt werden. Tannin aus Traubenkernen hemmt ebenfalls die Milchsdure-
bildung, kann aber nicht der einzige im Traubenmost wirksame Faktor sein,
da keine gute Korrelation zwischen dem Tanningehalt des Traubenmostes und
der Hemmung der Milchsdurebildung gefunden wurde. Bactericide Polyphe-
nole werden von SupraUD und CassiGNARD (1958) als Ursache dafiir angesehen,
dafB bei Rotweinen im ungeprefiten Traubenmost (Vorlauf) der Sdureabbau
besser und schneller erfolgt als in dem durch Keltern gewonnenen Most. Duruy
und Meramep (1959) fanden, dal durch Verdiinnen eines kiinstlichen Ndhr-
mediums mit Wasser oder ein Jahr altem Traubenmost selbst bei konstant
gehaltenem pH-Wert (3,2) das Wachstum von Apfelsdure-abbauenden Bakte-
rien im Medium mit Traubenmost verzdgert ist. Es wird angenommen, daf}
Traubenmost Hemmstoffe enthilt, da die Hemmung des Bakterienwachstums
durch Behandlung mit Gelatine oder mit Casein (durch Alkohol ausgefillt)
weitgehend aufgehoben werden konnte. Auch von Fresca und JerRcHEL (1959)
wird vermutet, dall in Weinen hemmende Stoffe vorkommen; in vier Weinen,
die allerdings schon 1 — 2 g Milchsdure je Liter enthielten, konnte auch nach
Ausfillen der Weinsdure und Entgeisten, trotz Beimpfen mit ,,B. gracile“ keine
weitere Zunahme der Milchsdure beobachtet werden.

Es ist durchaus moéglich, dal in Rotweinen die Anthocyane einen Einflul auf
das Wachstum der Bakterien ausiiben. Powers und Mitarb. (1960) untersuchten die
Wirkung von Anthocyanen auf Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus und
Escherichia coli mit dem Pléttchentest. Lactobacillus casei war weniger empfindlich
als die anderen Organismen. Durch Anthocyanextrakte aus Wein wurde Lactobacillus
casei nicht gehemmt, sondern eher leicht geférdert. Wahrend Malvidin-3,5-diglucosid
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und Malvidin im allgemeinen férdernd wirkten, hemmten 10 mg je Plattchen Mal-
vidin-3,5-diglucosid und Pelargonidin-3-monoglucosid das Wachstum von Lecto-
bacillus casei. Pratr und Mitarb. (1960) zeigten, da3 Stachelbeer- und Trauben-
anthocyanine das Wachstum von Escherichia coli und Lactobacillus acidophilus
beeinflussen. Durch Gegenwart von 50 mg %/ Pelargonidin-3-monoglucosid oder Del-
phinidin-3-monoglucosid wurde das maximale Wachstum von Lactobacillus acido-
philus um 30 °/p vermindert. Von 6 Fraktionen, die durch Hitzeabbau in 1 n Salzsdure
aus Pelargonidin-3-monoglucosid gewonnen wurden, hemmten einige Lactobacillus
casei, andere forderten dessen Wachstum (Hampy und Mitarb. 1961). Die Wachstums-
forderung wird auf die Veranderung des Redoxpotentials zuriickgefiihrt und aufier-
dem besteht die Moglichkeit, dall Lactobacillus casei die B-glykosidische Bindung
der Anthocyane spalten und dann die freiwerdende Glucose verwerten kann.

Wenn auch die im Wein vorkommenden Gerbstoffe und Polyphenole einen
Einflufl auf das Wachstum von Milchsdurebakterien ausiiben kénnen, so kom-
men diese Stoffe in der Regel nur in geringen Konzentrationen vor. Es ist des-
halb wenig wahrscheinlich, dafl diese Substanzen im Wein das Wachstum der
Milchsdurebakterien und insbesondere die Apfelsiure-abbauenden Organis-
men wesentlich beeinflussen.

{) Sauerstoff und Kohlensédure

Die in Wein und Most vorkommenden Mikroorganismen gelten im all-
gemeinen als mikroaerophil, d. h. sie bendtigen keine nennenswerten Sauer-
stoffmengen zum Wachstum, konnen aber auch bei Gegenwart von Sauerstoff
wachsen. In der Regel kdnnen diese Keime in Nahrldsungen oder Stichkulturen
ohne Luftabschlufl kultiviert werden. Von CHarPENTIE (1954) wurde der Einfluf3
von Sauerstoff auf das Wachstum von Apfelsiure-abbauenden Bakterien
untersucht. Es konnte kein Unterschied im Wachstum der
Bakterien unter aeroben oder anaeroben Bedingungen
gefunden werden. Unter volliger Anaerobiose, wenn also der zur Kultur
verwendete Wein zur restlosen Entfernung des Sauerstoffs bereits einen Monat
vor Einsaat der Bakterien unter alkalischer Pyrogallollésung aufbewahrt
wurde, konnte eine geringe Hemmung des Bakterienwachstums beobachtet
werden. Sauerstoff hemmt den biologischen Sidureabbau also nicht, sondern
fordert ihn in geringen Mengen. Eine vollstindige Anaerobiose ist fiir die
Apfelsiure-abbauenden Bakterien — ebenso wie fiir Hefen — nicht giinstig.
Nach Peynaup (1955) wird der biologische Sdureabbau im Wein sogar durch
Liftung gefdrdert und selbst durch Sattigung mit Sauerstoff nur verzogert,
aber nicht verhindert.

Bei der alkoholischen Gérung entstehen groBe Mengen an Kohlen-
sdure. Da Kohlensdure ebenfalls ein Stoffwechselprodukt der Milchsdure-
bakterien ist, war zu erwarten, daf sie nicht ohne EinfluB auf diese Organismen
sein wiirde. JErcHEL und ScamipT (1958) konnten nachweisen, dal3 vor allem bei
héheren Drucken CO: das Apfelsiureenzym hemmt. AuBerdem war unter
4 at CO:2 das Bakterienwachstum im Vergleich zu Luft verlangsamt und er-
reichte nicht die gleiche Zelldichte (Scumipr 1959). Andererseits werden von
-Milchsdurebakterien geringe Mengen an Kohlensdure zum optimalen Wachs-
tum benotigt und bei Kohlensduremangel wird die ,lag-Phase“ verldngert.
(WurteHEAD und Mitarb. 1958).
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7) Antibiotika, Konservierungsmittel u. a.

Z1ckLER (1956) untersuchte die Wirkung einiger Antibiotika auf das
Wachstum von Apfelsdure-abbauenden Bakterien. In Hefewasser (pH5) bei
Gegenwart von 5 %o Apfelsiure wird das Wachstum von ,,B. gracile® bereits
durch 2 yg Aureomycin oder Terramycin je ml gehemmt. In sterilem Trauben-
most wird der gleiche Keim durch die doppelte Antibiotikamenge gehemmt, der
Abbau der Apfelsdure wird aber schon durch 1 ug je ml dieser Antibiotika
unterdriickt. Bei einem Zusatz von 1 — 16 g Aureomycin zu Wein wihrend
des Sdureabbaus wurde dieser nicht unterbrochen. Auch wenn Aureomycin
dem Wein vor Beginn des Apfelsdureabbaus zugesetzt wurde, blieb dieser nicht
aus, die Apfelsdure wurde dann durch resistente Kokken abgebaut. In einem
unbehandelten Wein waren 2 — 48 %o der Bakterien Kokken, bei Aureomycin-
zusatz 425 — 740 %o. — Unabhéngig von hygienischen Bedenken wird bei der
Vielzahl der den Apfelsdureabbau bewirkenden Organismen durch einen Zu-
satz von Antibiotika der Sdureabbau im Wein kaum zu verhindern sein.

Von KieLHOFER (1960) wurde beobachtet, dal in Moselwein durch 200 mg
Sorbinsédure der bakterielle Sdureabbau im Wein nicht gestort wird.
Sorbinsédure ist ein Konservierungsmittel, das in dieser Konzentration ge-
schmacklich kaum wahrnehmbar ist und bei unvergorenem Zucker und nied-
ricem Alkoholgehalt vor Nachgédrungen schiitzen soll. Bei der Isolierung von
Milchsdurebakterien ist Sorbinsdure zur Unterdriickung des Hefewachstums
bereits mehrfach angewandt worden, siehe Tabelle 1.

Pyrokohlensduredidthylester, ein Konservierungsmittel, das
ebenfalls auf seine Brauchbarkeit zur Verhinderung von Nachgédrungen unter-
sucht wird, verhindert bei einer Anwendung von 100 mg je Liter nicht das
Wachstum von Apfelsidure-abbauenden Bakterien bei einer geringen Einsaat
von nur etwa 100 Zellen je ml (MayEr und LiTur 1960). In unvergorenen Apfel-
séften wird sogar noch nach einem Zusatz von 600 mg je Liter ein Wachstum
von Bakterien und Pilzen beobachtet (LéTar und Mitarb. 1961).

Durch eine Behandlung von zentrifugiertem Traubenmost mit dem Enzym-
priaparat Pectinol 100D (1,5 g je Liter) zur Spaltung von Pektinen, wird
das Wachstum von Lactobacillus arabinosus nicht beeintrachtigt (Duruy und
MELAMED 1959).

Zu erwidhnen sei noch, dal Milchsdurebakterien (Lactobacillus pastorianus)
im Bier auch durch grofle Mengen Hopfen nicht im Wachstum gehemmt werden,
lediglich die ,initial stationary phase“ kann etwas verldngert werden. MiLLis
und Mitarb. (1958) beobachteten, dafl eine schleimbildende Lactobacillus-Art
bei Gegenwart von 0,0005 °/o Humulon nicht wuchs und dal das Wachstum bei
0,00025 °/o Humulon verzdgert war.

Hiihnereiweil, das zur Schonung von Wein verwendet wird, enthilt
Lysozym, das Bakterien durch Auflésen der Zellmembranen abtoten kann.
Peynaup und DomEerce (1961) fanden, dafl kristallines Lysozym die Milchsdure-
bakterien im Wein bis auf einen geringen Prozentsatz resistenter Keime ab-
totet. Durch Hiihnereiweil wird jedoch im Wein die Zahl der Milchsdure-
bakterien nicht wesentlich vermindert; méglicherweise wird das Lysozym beim
Kliren des Weines mit Hiihnereiweifl nicht frei, sondern zusammen mit Eiweil}
und Gerbstoffen ausgefallt.



228 F. RADLER
2. Physikalische Faktoren

a) Temperatur

Seit dem Beginn der Untersuchungen iber die Milchsédurebakterien des
Weines wird auf die Bedeutung der Temperatur fiir das Wachstum dieser
Keime hingewiesen., MULLER-THURGAU und OSTERWALDER (1913) haben das
Wachstum von aus Wein isolierten Milchsdurebakterien bei Kultur in einem
sdurearmen Obstsaft bei Temperaturen von 6,5 — 34,5” verfolgt und die Ver-
dnderungen im Gehalt an Gesamtsdure, fliichtiger Sdure und Milchsdure be-
stimmt. Unter diesen Bedingungen erfolgt nicht nur ein Apfelsdureabbau, son-
dern es wird auch Milchsdure und fliichtige Sdure aus Zucker gebildet. Das
Temperaturoptimum lag, wenn man von Abweichungen bei einzelnen Stim-
men absieht, etwa im Bereich von 22 -— 25°. Aber auch bei 6,5° war — aller-
dings meist erst nach 79 Tagen — noch eine Milchsdurebildung bei gleichzeitiger
Abnahme des Gesamtsduregehaltes zu beobachten; es erfolgte also auch bei
dieser Temperatur ein Apfelsidureabbau. Diese Beobachtungen sind im Prinzip
immer wieder bestdtigt oder ergidnzt worden.

Owmers (1910) hat bei Kellerversuchen beobachtet, dal der Sdureabbau im ge-
heizten Keller bei 14 — 16° leicht, bei 9° aber nicht mehr eintritt. KLenk (1954) halt
es ebenfalls fliir wesentlich, daB fiir den Saureabbau die Kellertemperatur auf
14 — 18° gehalten wird. Peynaup (1955) erwédhnt, dal Temperaturen von 25° fiir
den Sdureabbau besonders glinstig sind und Supraup und CassieNarp (1958) fanden
fiir den Sdureabbau 21 — 27° optimal, beobachteten ihn aber auch bei 15°.

Fiir die Temperatur gilt das gleiche wie fiir alle anderen Faktoren: Auch
im ungiinstigen Bereich, also bei niedrigen Temperaturen (unterhalb von 10°)
werden die Apfelsiure-abbauenden Bakterien zur Entwicklung kommen, wenn
das Wachstum nicht noch zusétzlich durch andere ungiinstige Faktoren beein-
trachtigt wird.

Uber die Temperaturvertraglichkeit von aus Wein isolierten Milchsiure-
bakterien liegen bisher nur wenige Untersuchungen vor. Es ist aber durchaus
moglich, dal dieser Frage bei der zunehmenden Anwendung von Platten-
erhitzern zur Entkeimung von Most und Wein eine groBere Bedeutung zukom-
men wird. Da Milchsidurebakterien keine Sporen bilden, werden sie vermutlich
etwa von den gleichen Temperaturen abgetotet werden wie die Hefen.

Nach Cruess (1943) sind fiir Wein schiddliche Organismen gefunden worden,
die bei Gegenwart von 19 — 20 Vol.-%/o Alkohol wachsen kénnen und 2 — 15 Mi-
nuten bei 80° iiberdauern; im allgemeinen wird angenommen, dafl die Bak-
terien im Wein durch eine Behandlung von 1 —2 Minuten bei 60° abgetotet
werden. OLsEN (1948) fand jedoch, daBl in einem sauren Wein (pH 3,83) eine
Temperaturbehandlung (25 Minuten 60°) nicht den geringsten EinfluB auf die
Wachstumsgeschwindigkeit der Bakterien ausiibte. In der Praxis sollen im
Plattenerhitzer 80 — 90° zur Abtétung der Bakterien ausreichen.

b) Kohlensduredruck, Zentrifugieren, Kldaren

Kohlensduredruck iibt einen ungilinstigen Einflufl auf das Wachstum von
Apfelsdure-abbauenden Bakterien aus. JErcgeL und Scamipr (1958) beobach-
teten eine Verzogerung des Apfelsdureabbaus durch ,B. gracile“ bei Kultur in
einem Birnenmost bei einem Kohlensiduredruck von 4 — 6 Atmosphéren.
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Von SubrauD und CassiGNARD (1958) wurde gefunden, daf3 eine Kldrung des
Weines durch Bentonit oder Gelatine ohne Einfluf auf den Sdureabbau ist.
Diese Beobachtung steht allerdings im Gegensatz zur landldufigen Auffassung,
wonach eine rasche Kldrung des Weines zu vermeiden ist, wenn der Sdureabbau
gefordert werden soll. Beecu (1959) bestimmte die Verdnderung des Keim-
gehaltes von Apfelweinen, die durch das Zentrifugieren von ungeschwefelten
Apfelsédften nach Beginn der Gdrung verursacht wird. Durch das Zentrifugieren
wird das Verhiltnis von Bakterien zu Hefen sehr unglinstig veréndert, da vor
allem die Hefen aus dem Saft entfernt werden.

3. Biologische Faktoren
a) Hefen

Die Milchsdurebakterien kommen im Wein nicht allein, sondern stets zu-
sammen mit den Hefen vor. Es ist daher damit zu rechnen, daf3 sich diese beiden
Organismen gegenseitig beeinflussen. Mengenmifig liberwiegen die Hefen,
von denen im Jungwein 1 — 2 g je Liter vorhanden sind, was etwa 10-—100-10°?
Zellen je ml entspricht. Apfelsidure-abbauende Bakterien werden im Wein
kaum 0,05 — 0,1 g je Liter liberschreiten (RapiLeEr 1958d). Allein auf Grund die-
ser Mengenverhiltnisse erscheint die Annahme gerechtfertigt, dafl der Einfluf}
der Hefe auf das Wachstum der Bakterien wesentlich groBer ist als umgekehrt.
Durch die Hefen kann das Wachstum der Milchsdurebakterien im Wein
gehemmt werden und zwar durch Bildung von Alkohol (sieheSeite219)
und durch Verbrauch von wichtigen Ndhr- und Wuchs-
stoffen. Ferner ist damit zu rechnen, da3 Hefen entweder im Verlauf des
Wachstums oder bei der Autolyse der Zellen wieder Stoffe — vor allem Amino-
sduren und Vitamine — ausscheiden, die das Wachstum der
Milchsdurebakterien beglinstigen.

Wahrscheinlich ist mit der Wirkung des Alkohols die Beobachtung zu erkliren,
daB der Apfelsidureabbau rascher eintritt, wenn die Girung langsamer verlduft
(Peynaup 1955). Bei einer Gérdauer von 20 Tagen soll der Sdureabbau bereits bis
zum Abstich vollendet sein konnen, wihrend bei einer raschen, nur siebentidgigen
Garung, der Sdureabbau sich bis zum Friihjahr verzégern kann. Bei der langsamen
Giarung konnten sich die Bakterien bei zunichst noch geringen Alkoholkonzen-
trationen gut entwickeln, wihrend bei raschem Garungsverlauf die Alkoholkonzen-
tration das Wachstum der Milchsdurebakterien sehr verzogerte. Allerdings sind bet
Kellerversuchen hiufig mehrere Erklarungen moglich.

Von Raprer (1960) konnte gezeigt werden, daB zunichst von den Hefen
dem Traubenmost Stoffe entzogen werden, die flir das Wachstum der Apfel-
sdure-abbauenden Bakterien wesentlich sind. Wenn also die Hefen vier Tage
nach Géarungsbeginn aus dem Traubenmost entfernt werden, ist das Wachstum
der Bakterien unabhéngig vom gebildeten Alkohol verzdgert. Durch einen Zu-
satz von vollstdndigen Nédhrlosungen, Zucker, Natriumacetat oder Cystein kann
im , angegorenen, aber hefefreien Most wieder ein Abbau der Apfelsdure durch
Milchsdurebakterien erzielt werden.

Zur Stabilisierung von Wein wird es von Nikova (1958) als wesentlich angesehen,
die Hefen moéglichst rasch zu entfernen; dadurch und durch Zusatz von schwefliger
Sidure soll auch bei einem Restzuckergehalt ein Abbau der Sdure verhindert werden
konnen.
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Bei der Vergidrung von nahrstoffarmem Apfelwein wird der Nihrstoffaufnahme
durch Hefen eine grofie Bedeutung zugesprochen (Carr 1960). Infolge der Konkurrenz
mit den schnellwachsenden Hefen sollen extreme Bakterientypen selektiert werden;
diese konnen Substrate verwerten, die weder von Hefen noch von dhnlichen Bak-
terien anderer Standorte umgesetzt werden.

Allgemein wird angenommen, dafl die Hefen einen giinstigen EinfluB auf
das Wachstum der Milchsdurebakterien im Wein ausiiben. Bereits Kocn (1900)
vermutete, dal Hefen Stoffe abgeben, die die Apfelsiure-abbauenden Bakte-
rien fordern; wenn Wein zusammen mit Hefe sterilisiert wird, dann wachsen in
einem solchen Substrat die Bakterien besser als in einem hefefreien Most. Auch
SEIFERT (1903) wies auf eine solche positive Beeinflussung des Bakterienwachs-
tums hin. Omeis (1911, 1912) beobachtete in Kellerversuchen, daff besonders in
alkoholreichen Weinen der Sdureabbau durch Aufriihren der Hefe gefordert
wird und HaLenke und Kruc (1910, 1911, 1912) konnten in einem Wein den
Sédureabbau nach einer Umgirung im folgenden Jahr beobachten. Spéter ist
von ScHANDERL (1943) auf die Bedeutung der Ausscheidung von Stickstoff-
verbindungen durch Hefen hingewiesen worden.

Es besteht keinerlei Zweifel daran, dal3 die Hefen wichtige Bakterienndhr-
stoffe enthalten und an das umgebende Medium abgeben. Der grof3e Ndhrstoff-
reichtum der Hefen ist ja schlieBlich der Grund dafiir, dafl Hefewasser und
Hefeextrakt wesentlicher Bestandteil vieler zur Kultur und Isolierung von
Milchsdurebakterien verwendeter Ndhrmedien ist.

Die Apfelsidure-abbauenden Bakterien sind aber keineswegs auf ein voran-
gegangenes Wachstum der Hefen oder auf eiweiBhaltige Ausscheidungs-
produkte derselben angewiesen. Die Milchsdurebakterien des Weines kdonnen
sowohl in unvergorenem Traubenmost wie auch in eiweil3freien, synthetischen
Nahrlosungen kultiviert werden (Raprer 1958c).

Von den Hefen werden Ndhrstoffe an das Medium ausgeschieden; dabei ist
es fiir die Bakterien unwesentlich, ob diese Substanzen schon widhrend des
Wachstums oder erst beim Absterben der Zellen und deren Autolyse abgegeben
werden. Stickstoffverbindungen koénnen schon in frithen Wachstumsstadien
von den Hefezellen ausgeschieden werden (JosLyn 1955). Bei der Autolyse, der
enzymatischen Selbstzerstorung der Zellen, kommt es zur Hydrolyse proto-
plasmatischer Bestandteile und deren Exkretion. Cytologisch ist zunichst
wenig zu sehen. Es kommt zu einem Protoplasmaverlust, zur Vergroerung der
Vakuolen und einer Abnahme der intracelluldren Granula. Im Medium werden
Aminosduren, Peptide, Polypeptide, Proteasen, Peptidasen, Invertase und an-
dere Enzyme, Purin- und Pyrimidinbasen sowie Vitamine angereichert. Aller-
dings wire unter den Bedingungen des Weines in Analogie zu den Angaben
von JosLyN und Vost1 (1955) eher mit dem Absterben als mit einer Autolyse der
Hefezellen zu rechnen. (Die Autolyse ist keine notwendige Folge des Absterbens
der Zellen.) Die Optimumtemperatur fiir die Autolyse liegt bei 45° und schon
bei 34° ist die Autolyse der Zellen gering: der optimale pH-Wert liegt bei
pH4,3 —5,0.

In weindhnlichen Modellésungen (pH 3,3, 15 Vol.-%/s Athylalkohol) konnten
KieLHOFER und AuManN (1958) zeigen, dal3 die Hefetrockensubstanz in 76 Tagen
um 46 — 49 % und deren Stickstoffgehalt um 38 — 40 %6 abnehmen. Gleich-
zeitig wurde eine Zunahme des Aminosduregehaltes und das Auftreten von
wahrscheinlich niederen Peptiden in der Losung beobachtet.
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Castor (1953c) hat den Vitamingehalt von Traubenmosten wihrend der
Géarung untersucht. Dabei konnte eine Zunahme der Vitamine Riboflavin und
Bi2 und eine Abnahme des Pantothensiduregehaltes beobachtet werden. Der
Biotingehalt nimmt zuné&chst ab und dann spiter infolge Ausscheidung von der
Hefe wieder zu. Der Vitamin Bs-Komplex, p-Aminobenzoesdure und Inosit zei-
gen nur unwesentliche Verdnderungen. In Modell-Ndhrmedien analysierten
PEYNAUD und LaArourcape (1958) die ,,Vitamingleichgewichte“ der Hefe. Durch
das Fehlen eines Vitamins kann der Vergédrungsgrad und die Trockensubstanz-
bildung auch bei einer auxoautotrophen Hefe beeinflufit werden. Die Synthese-
fahigkeit der Zellen reicht also nicht v6llig zur ,,Selbstversorgung® mit Vita-
minen aus. Bei Mangel an einem Vitamin wird der Gehalt der Zellen an diesem
Vitamin und die Abgabe von anderen an das Medium beeinfluf3t. Beim Fehlen
aller Vitamine werden aber von der Hefe noch folgende Mengen je Liter
Medium abgegeben: Riboflavin 86 ug, Thiamin 4,8 ug, Biotin 3 ug, Pantothen-
sdure 7,5 ug, Nicotinsdureamid 370 ug, Pyridoxin 27 ug, Mesoinosit 4,6 mg.

Neben Kohlenhydrat sind Aminosduren und B-Vitamine die wichtigsten
Né&hr- und Wuchsstoffe fiir Milchsdurebakterien. Da diese Stoffe von den
Hefen an das Medium abgegeben werden, war dadurch
eine Forderung des Wachstums von Milchsdurebakte-
rien zu erwarten. CHALLINOR und Rosk (1954) stellten fest, dal3 ein Stamm
von Saccharomyces cerevisiae, der Inosit, Pantothensdure und Biotin bendétigte,
und ein Lactobacillus-Stamm, der Biotin, Pantothensdure, Nicotinsdure, Thia-
min und Folsdure bendtigte, in Mischkultur auch beim Fehlen von Nicotin-
sdure und Thiamin wuchsen. Ebenso konnte der Lactobacillus-Stamm beim
Fehlen von essentiellen Purinderivaten oder einigen Aminoséduren in Mangel-
medien gemeinsam mit der Hefe wachsen. Younc und Mitarb. (1956) konnten
Lactobacillus acidophilus in Medien ohne die essentiellen Vitamine Pantothen-
sdure, Pyridoxin, Riboflavin und Nicotinsdure gemeinsam mit der Hefe Can-
dida albicans kultivieren. Auf Agarplatten konnte beobachtet werden, daf} die
Milchsdurebakterien in Mangelmedien einen Ring um die Hefekolonien
bildeten.

Die gegenseitige Beeinflussung des Wachstums von Sake-Hefen und Milch-
sdurebakterien wurde von Ito und Mitarb. (1957) untersucht. Koser und Mitarb.
(1960) fanden, dafB3 die Milchsdurebakterien Lactobacillus plantarum, Lacto-
bacillus casei und Lactobacillus fermenti gemeinsam mit Candida albicans oder
Saccharomyces cerevisiae in defizienten Medien kultiviert werden konnten, die
den Milchsdurebakterien allein das Wachstum nicht ermoglichten.

Von Raprer (1960) wurden die Stoffwechselbeziehungen zwischen Apfel-
sdure-abbauenden Bakterien und Weinhefen in synthetischen N&hrmedien
untersucht. Obwohl diese Milchsdurebakterien sehr differenzierte Nahr- und
Whuchsstoffanspriiche haben, konnten sie in Mangelmedien, in denen einzelne
oder mehrere Aminosduren oder Vitamine fehlten, gemeinsam mit der Hefe
soweit zur Entwicklung kommen, daB etwa 5 g Apfelsdure je Liter dekarboxy-
liert wurden. Die Versorgung der Bakterien mit Aminosduren und Vitaminen
durch die Hefen geht sogar so weit, daf3 auch bei geringer Einsaat beide Orga-
nismen in einem Medium wachsen, das neben Kohlenhydrat, Apfelsdure und
Mineralsalzen nur die fiir die Hefe notwendigen Vitamine
Biotin, Inosit und Pantothensdure enthélt. Die Wachstumsforderung der sdure-
abbauenden Bakterien erfolgt auch, wenn beide Organismen im gleichen
Mangelndhrmedium, aber durch eine Dialysiermembran rdumlich getrennt,
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kultiviert werden. Das Bakterienwachstum wird in Mischkulturen nicht nur bei
Néahrstoffmangel, sondern auch bei niedrigen pH-Werten beglinstigt. Auf
Grund dieser Beobachtung wurde empfohlen, fiir die Einleitung des S&ure-
abbaus im Wein nicht Bakterienreinkulturen, sondern Bakterien-Hefe-Misch-
kulturen zu verwenden. WEBs und InGranaM (1960) konnten durch gemeinsame
Einsaat von Apfelsdure-abbauenden Bakterien mit den Hefestimmen Montra-
chet, Burgundy, Tokay, Champagne und Jerez in Traubenmost in allen Fallen
den Abbau der Apfelsdure einleiten.

In vollstindigen Medien, unter glinstigen Bedingungen fiir die Milchsaure-
bakterien, kann bei Mischkulturen von Saccharomyces carlsbergenis mit Lacto-
bacillus plantarum oder Lactobacillus casei durch Variation von pH-Wert und
Temperatur das Wachstum der Hefe beeinfluit werden (NakaMura und HARTMAN
1961). FLescu und JercHeL (1860) fanden, dafl in einer fiir die Milchsdurebakterien
allein geeigneten Birnensaft-Hefeautolysat-Caseinpepton-Né&hrlsung der Abbau der
Apfelsidure durch Gegenwart von verschiedenen Hefearten im Vergleich mit Bak-
terienreinkulturen etwas verzégert werden kann. In allen Féllen wurde aber von
den Mischkulturen nach 18 — 35 Tagen die gleiche Apfelsduremenge oder sogar noch
mehr abgebaut als von den Bakterien allein.

Wenn auch durch die Hefen das Wachstum der Milchsdurebakterien im
Wein voriibergehend gehemmt oder durch die Alkoholwirkung
verzogert werden kann, so wird der wachstumsfédrdernden Wir-
kung der Hefen doch eine gr 6 ere Bedeutung zukommen. Eine not-
wendige Voraussetzung fiir das Bakterienwachstum sind die Hefen oder ihre
Ausscheidungsprodukte nicht. Es werden aber alle Stoffe an das Medium ab-
gegeben, die die Milchsdurebakterien zum Wachstum bendétigen. Deshalb kann
weitgehend ausgeschlossen werden, da3 das Wachstum von sdureabbaueriden
Bakterien im Wein durch das Fehlen von Nahr- oder Wuchsstoffen ausbleiben
kann, solange Hefen vorhanden sind.

b) Andere Mikroorganismen

Im Wein kommen auller Hefen und Milchsdurebakterien gewdhnlich keine
Mikroorganismen vor. Die Weintrauben konnen jedoch von Pilzen befallen
werden, deren Stoffwechselprodukte dann in den Traubenmost gelangen.
Botrytis cinerea, der Erreger der Edelfdule der Trauben, bildet einen Stoff, der
die Garung hemmt (RiBEREAU-GaYON und Mitarb. 1952a, b). Bisher ist jedoch
nicht bekannt, ob und in welchem Umfang diese Substanzen auch die Milch-
sdurebakterien beeinflussen. Uberraschend ist, daB gewaschenes Mycel von
Botrytis cinerea die Garung fordert.

Hocustrasser (1955) beobachtete, dafl die Schleimbildung eines aus Wein
isolierten Milchsdurebakteriums durch Mischkultur mit Acetobacter rancens,
Penicillium roquefortii und Debaryomyces kloeckeri gefordert wird. Die Wir-
kung des Symbionten soll dabei nicht nur auf einem Sauerstoffverbrauch be-
ruhen, sondern auch dariiber hinaus die Lindstoffbildung begiinstigen. Das
schleimbildende Milchsdurebakterium konnte in Mischkultur mit Penicillium
roqueforii auch in Nahrmedien wachsen und Schleim bilden, die dem Bakte-
rium allein das Wachstum nicht ermdglichten. Trockenpréiparate aus Pilzmycel
begiinstigten ebenfalls das Wachstum des Bakteriums. LiTur (1957a) berichtet,
dal} dieSchleimbildung von ,,Streptococcusmucilaginosus®auch durch Destillate
von Acetobacter rancens und durch n-Propanol etwas begilinstigt wird. Die
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beiden Organismen konnen auch durch eine Kollodiummembran voneinander
getrennt kultiviert werden. Das Apfelsdure-abbauende ,B. gracile“ wurde in
Néhrbouillon ebenfalls durch einen nicht ndher bestimmten Pilz im Wachstum
gefordert. Die gegenseitige Wachstumsforderung durch verschiedene Organis-
men kann beim bakteriellen Verderb von Weinen eine Rolle spielen.
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