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Ausgangssituation:

Garstorungen wahrend der industriellen Produk-
tion von Bier, Wein und Sekt verursachen jahr-
lich Verluste in Millionenhéhe. Es wird vermutet,
dass ihre Ursache komplexer Natur ist. 1997
konnte erstmalig gezeigt werden, dass auch
Hefen der Spezies Saccharomyces cerevisiae
Uber den Mechanismus des programmierten Zell-
todes verfligen. Dabei wird Uber eine Signalkas-
kade aktiv das Absterben dieser Zelle eingelei-
tet. 2001 wurde publiziert, dass Essigsaure, das
typische Nebenprodukt einer alkoholischen Ga-
rung, in hoheren Konzentrationen diesen Prozess
des programmierten Zelltodes, auch Apoptose
genannt, initiiert; die Garung kommt zum Er-
liegen. Als weitere Auslésefaktoren, die bei der
Weinbereitung ebenfalls vorkommen kdénnen,
wurden Mangelsituationen in der Hefeerndhrung,
Oxidantien, Hitzeschock, Ethanol, UV-Licht und
Metallionen nachgewiesen. Da der Prozess des
programmierten Zelltodes nicht umkehrbar ist,
erfahrt die Friherkennung beginnender Gar-
storungen eine tragende Bedeutung in der Gar-
Uberwachung.

Ziel des Forschungsvorhabens war die Entwick-
lung eines mikroskopischen Verfahrens mit des-
sen Anwendung sowohl Apoptoseauslésung und
die dadurch einsetzende Hemmung der alkoho-
lischen Garung als auch spezifische Faktoren,

die zur Apoptose fihren, ermittelt werden kén-
nen. Weiterhin sollten fir den gesamten In-
dustriezweig Strategien entwickelt werden, die
zum einen die Maoglichkeiten zur Vermeidung
apoptotisch bedingter Garstérungen beinhalten
und zum anderen aufzeigen, wie beim Auftreten
der induzierten Garprobleme zu verfahren ist, um
das betroffene Produkt doch noch zu einem qua-
litativ ansprechenden Wein vergaren zu kénnen.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Projekts wurden sowohl Real-
moste unterschiedlicher kellertechnischer Verar-
beitungsvarianten als auch synthetisch her-
gestellte Medien mit verschiedenen Né&hrstoff-
versorgungsgraden auf ihre Eigenschaft zur
Apoptoseauslosung hin mit einer von der For-
schungsstelle optimierten Farbemethode unter-
sucht. Zur Uberpriifung der Realmoste wurden
Trauben der Jahrgange 2003 und 2004 von drei
unterschiedlichen Leseterminen mit verschiede-
nen Presssystemen und Vorklarungsvarianten
behandelt. Alle Varianten wurden anschlie3end
mit den beiden Hefestdmmen Lalvin EC 1118
bzw. Lalvin CY 3079 vergoren. Wahrend 2003
die meisten apoptotischen Zellen beim unreifen
Lesegut in allen Varianten auftraten, waren da-
gegen 2004 nur Moste aus Uberreifem Lesegut
davon betroffen. 2003 kam es in den Realmos-
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ten trotz Apoptose zu keinen Garstérungen, da
der Beginn des programmierten Zelltodes erst
gegen Ende der alkoholischen Géarung ausgel6st
wurde und der verbliebene Restzucker vor dem
tatsachlichen Zelltod der Weinhefen noch ver-
goren wurde. Im Jahrgang 2004 war der Anteil
apoptotischer Zellen beim Lesegut ohne Vorkla-
rung (unreif und reif) sehr gering. Dagegen be-
gannen bei Varianten des Uberreifen Lesegutes
mit Vorklarung des Mostes (mit oder auch ohne
Enzymbehandlung) bis zu 80 % der Hefepopu-
lation den Prozess des programmierten Zellto-
des. Diese hohen Apoptosewerte flhrten in
Kombination mit dem eingesetzten Hefestamm
Lalvin CY 3079 zu Garstérungen. Wahrend der
Hefestamm Lalvin EC 1118 alle Varianten trotz
der hohen apoptotischen Anteile durchgarte,
konnte Lalvin CY 3079 nur bei den nicht vorge-
klarten Varianten einen vollstdndigen Zucker-
umsatz erzielen. Ein bedeutsamer Unterschied
zwischen den Hefestdmmen lag in dem Befund,
dass beim Hefestamm Lalvin EC 1118 die meis-
ten apoptotischen Zellen erst zum Garende bei
weniger als 10 g/L Restzucker auftraten, wohin-
gegen bei Lalvin CY 3079 ein drastischer Ans-
tieg bereits bei ca. 40 g/L Restzucker erfolgte.
Der Unterschied der beiden Hefestdmme im
Apoptoseverhalten zeigt sich besonders deutlich
in den Varianten mit Vorklarung. Quantitativ
kann anhand der Daten 2003 und 2004 keinem
der beiden Hefestdmme eine vermehrte Neigung
zur Apoptosebildung als solche zugeschrieben
werden. Der entscheidende Unterschied liegt
aber im Zeitpunkt der Induktion des program-
mierten Zelltodes wahrend der Vergarung.

Gerade aus Sicht der Weinherstellung in der
Praxis zeigte sich deutlich, dass ein Apoptose-
beginn bei geringem Restzuckergehalt (10 g/L
und weniger) fir den Weinhersteller keinen
Handlungsbedarf generiert. Hingegen muss ein
Apoptosebeginn bei héheren Zuckergehalten als
wichtiger Indikator flir eine sich anbahnende
Garstorung gewertet werden! Die Unter-
suchungen belegen eine vier bis sechs Tage
noch andauernde metabolische Aktivitdt apopto-
tischer Zellen, bevor der Zelltod tatsachlich ein-
tritt. Somit hat der Weinhersteller die Mdglich-
keit, aus der Geschwindigkeit des bisherigen
Garverlaufs rein rechnerisch die Gefahr einer
Garstoérung zu ermitteln. Zeigt sich kalkula-
torisch eine zu geringe Gaérleistung, so kann der
Winzer zu einem sehr friihen Zeitpunkt bereits
mit einem frischen Hefeansatz fiir den Zusatz an
vitalen Hefen und damit fir eine Verbesserung
der Garleistung sorgen. Keines der bislang zur
Verfiigung stehenden Verfahren der Garliberwa-
chung kann diese Friiherkennung leisten!

In der Frage nach den Apoptose auslésenden
Faktoren wurden weinbauliche und kellertechni-
sche Parameter untersucht: Zur Wahrung der
Reproduzierbarkeit wurden zahlreiche Gérversu-
che mit synthetisch hergestellten Mosten durch-
gefiihrt. Als zu prifende Variablen dienten es-
sentielle Hefendhrstoffkomponenten in reduzier-
ten Konzentrationen bzw. abnormen Relationen
in den Konzentrationen; weiterhin wurden einige
Varianten Mostschénungen mit Kohle oder Ben-
tonit bzw. einer Kombination aus beiden unter-
zogen. Insgesamt konnte bei den Hefestdammen
Lalvin EC 1118, Lalvin CY 3079, Uvaferm CEG
und Oenoferm Klosterneuburg kein signifikantes
Auslésen von Apoptose verzeichnet werden.
Sowohl die Reduktion der Nahrstoffe als auch
das Vorhandensein von pilzlichen und bakte-
riellen Stoffwechselprodukten wirkte nicht apop-
toseinduzierend. Um den literaturbekannten Ein-
fluss eines Missverhéaltnisses an Aminosauren in
synthetischen Medien zu untersuchen, wurden
Aminosaduren in reduzierter Menge zugegeben,
wogegen die Restbestandteile des Mediums in
Normalkonzentrationen vorlagen. Ebenso wur-
den gezielt einzelne Aminoséuren (Lysin und His-
tidin) nicht dem Medium zugesetzt bzw. nur in
geringen Konzentrationen. Das Fehlen dieser
Aminosaduren war aufgrund der Ergebnisse eben-
falls nicht relevant bezlglich Apoptose. Auch
eine zuséatzliche Mostschdonung dieser Varianten
und die Zugaben von Pflanzenschutzmitteln
brachten keinen Anstieg an apoptotischen Zel-
len. Um zu untersuchen, ob schnelle Tempera-
turschwankungen wahrend der Garung einen
Faktor zur Apoptoseinduktion darstellen, wurden
Moste entweder im ersten Drittel bzw. nach
zwei Drittel der Garung innerhalb einer Stunde
um 5°C gesenkt/erhéht und nach vier Stunden
wieder um 5°C auf die Ursprungstemperatur
von ca. 20°C erhoht/gesenkt. Anhand der aus-
gewerteten Daten konnte ein Einfluss des Tem-
peraturwechsels nur auf die Géarleistung festges-
tellt werden. Ein Effekt auf Apoptoseauslésung
war nicht aufgetreten. In einem weiteren Ver-
suchsabschnitt wurden sowohl die Hefestdmme
als auch deren Protoplasten mit verschiedenen
Substanzen behandelt, um Apoptose einzuleiten.
Dabei kamen Wasserstoffperoxid, Ethanol, Es-
sigsaure, Hitzeschock, UV-Licht, Aspirin und
Camptothecin in verschiedenen Konzentrationen
und Inkubationszeiten zum Einsatz. Laborhefen,
die mit Wasserstoffperoxid behandelt und somit
zur Apoptose gebracht wurden, konnten erfolg-
reich im Durchflusszytometer als geschadigt
nachgewiesen werden. Dies war allerdings bei
Weinhefen nur eingeschrankt moglich.
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Trotz der vielen untersuchten Faktoren, die aus
Literaturquellen als Apoptosefaktoren bekannt
sind, ist es bislang nicht gelungen, die Kaskade
zum programmierten Zelltod bei Weinhefen ge-
zielt einzuleiten. Es zeichnet sich ab, dass das
Vorhandensein mehrerer Faktoren notwendig ist,
damit Apoptose induziert werden kann. Auch
Trockenhefepraparate verschiedener Hersteller
wurden untersucht, inwieweit eine Belastung an
apoptotischen Zellen nach der Rehydratisierung
vorliegt. Von 20 untersuchten Trockenhefe-
stdmmen lag der Durchschnitt an apoptotischen
Zellen unter 4 %, lediglich der Hefestamm I10C
18-2007 wies einen Wert von 8 % auf.

Ausgehend von den Ergebnissen kann den Wein
herstellenden Betrieben nun eine optimierte Form
der Géariberwachung zur Verfligung gestellt wer-
den: Ungeachtet des oder der auslésenden Fakto-
ren einer Garstérung zeigt sich diese entweder im
Vorliegen einer zu geringen Biomasse an Hefezel-
len oder am Vorliegen von apoptotisch geschadig-
ten Hefezellen. Erfolgt der Eintritt in die Apoptose
noch vor Verwertung der restlichen 20-30 g/L
Restzucker, kommt es durch das Absterben der
geschadigten Hefezellen zu einer Garstockung.
Dies bedeutet, dass die einfache Nutzung einer
Zdhlkammer den Verantwortlichen eine verlassli-
che Information Uber die Entwicklung der Zellkon-
zentration liefert. Erfolgt ab Garmitte eine Nutzung
des Farbeverfahrens der Forschungsstelle, so re-
sultiert dies in der verlasslichen Information Uber
das eventuelle Vorliegen von Apoptose, die sich,
wie dargestellt, erst nach einigen Tagen auch in
einer Reduzierung der Garleistung zeigt. Eine sol-
chermalRen umfassende Gariiberwachung mit rela-
tiv einfachen Mitteln war bislang nicht mdglich.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die Anwendung der Verfahren zur Vermeidung
von Qualitatsverlusten bei der Weinproduktion
kann direkt in entsprechend ausgestatteten Be-
triebslaboratorien mittlerer und groRerer Unter-
nehmen erfolgen. Aus Kostengriinden werden
kleine Unternehmen (Weinglter) die Verfahren
wahrscheinlich nicht selbst in ihren Betrieben
etablieren, sondern von kommerziellen Weinla-
boratorien, welche fiir die kleineren Unterneh-
men im Normalfall bereits die chemische Analy-
tik der Weine und die Sterilitdt der abgefillten
Weine prifen, durchfiihren lassen und die somit
ebenfalls NutznieRer des Projekts sind. Diese
kommerziellen Weinlaboratorien sind flachende-
ckend in allen Weinbauregionen vorhanden, so
dass je nach Blickpunkt keine Bevorzugung bzw.

Benachteiligung aufgrund der BetriebsgréfRRe er-
folgen wirde.

Der Zwang zur Dokumentation der Produktions-
ablaufe wird innerhalb der Weinbranche in den
nachsten Jahren deutliche Verdnderungen in den
bisher gewohnten Verfahren bewirken. Fir den
Bereich der Uberwachung der Mostvergarung
und daraus folgender Konsequenzen bei Fehlga-
rungen leisten die im Projekt entwickelten Hand-
lungsanleitungen eine direkte Hilfestellung, die
sich in betrieblichen Audits positiv hervorheben
werden.

Es gibt keine offiziellen Angaben Uber die Menge
an Weinen, die aufgrund von Géarstérungen nur
zu niedrigen und/oder nicht kostendeckenden
Preisen verkauft werden bzw. lberhaupt nicht
vermarktungsfahig sind. Je nach Jahrgang muss
jedoch mit einem Anteil von bis zu 10 % der
Gesamternte gerechnet werden. Sieht man den
immer noch steigenden Anteil an Auslandswei-
nen auf dem heimischen Markt, so kommt quali-
tatssteigernden MalRnahmen eine nicht unerheb-
liche Bedeutung zu. Auch hier wird das Ver-
fahren seinen Beitrag leisten. Obwohl innerhalb
des Projektes keine Untersuchungen zur Bierbe-
reitung stattfanden, ist mit einer sehr hohen
Wahrscheinlichkeit auch davon auszugehen,
dass nach entsprechender Kommunikation die
Brauwirtschaft die entwickelten Verfahrensanlei-
tungen prifen und adaptieren wird, da sich die
Verfahrensabldufe auf der mikrobiologischen
Ebene sehr dhneln.
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