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Ausgangssituation:

Bei der Weinbereitung spielen Mikroorga-
nismen eine zentrale Rolle, sei es bei der
alkoholischen Garung durch Hefen oder bei
der malolaktischen Fermentation durch
Milchsaurebakterien. Gleichzeitig konnen
diverse Schadhefen und -bakterien die In-
haltsstoffe des Weins in fast allen Phasen
der Herstellung negativ beeinflussen. Daher
wird die Mikroflora wahrend der Garphase,
aulBer bei Spontangarungen, aktiv durch
Beimpfen mit Reinzuchthefen bzw. Bakte-
rien-Starterkulturen gelenkt. Nach der Ga-
rung wird versucht, die mikrobielle Aktivitat
durch mechanische, physikalische und che-
mische MalBnahmen zur Keimreduktion zu
steuern und spatestens zur Abfiillung ganz
zu unterbinden. Kenntnisse Uber die Zu-
sammensetzung der Hefe- und Bakterienflo-
ra sind somit in allen Produktionsabschnit-
ten der Weinbereitung essentiell: einerseits
zur Sicherzustellung einer zuverlassigen und
ziigigen alkoholischen bzw. malolaktischen
Fermentation, andererseits zur frihzeitigen
Erkennung mikrobiell belasteter Moste bzw.
Weine. Entsprechende Gegenmallnahmen,
wie Schwefeln, Filtrieren oder Pasteurisie-

ren, konnen ergriffen werden, bevor Fehlto-
ne sensorisch bemerkbar werden. Gleichzei-
tig wird die Sicherheit bei der Filtration und
Abflllung sowie dem globalen Transport
nicht steril abgeflllter Fassweine deutlich
erhoht. Dies reduziert die Ausfallkosten der
Hersteller und steigert die Weinqualitat und
den Vermarktungserfolg der Produkte.

Zur Analyse der Hefe- und Bakterienflora
existieren in der Praxis bisher ausschlief3lich
Verfahren, die aufgrund der benétigten tech-
nischen Expertise mit einem hohen Kosten-
aufwand verbunden sind. Zudem liegt das
Analysenergebnis meist erst nach Tagen vor
und kommt damit fir eine Entscheidungs-
findung zu spat. Daher besteht insbesondere
in den kleineren Unternehmen der Wein-
wirtschaft ein groRRer Bedarf flir ein einfa-
ches und preisglnstiges Verfahren zur ra-
schen Detektion von Mikroorganismen vor
Ort, das aufgrund eines breiten Anwen-
dungsspektrums in allen Abschnitten der
Produktion eingesetzt werden kann. Immu-
nologische Schnelltests in Form von Test-
streifen erflillen diese Anforderungen. Diese
konnen ohne besonderen technischen und
fachpersonellen Aufwand direkt in einer
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Most- oder Weinprobe durch Eintauchen des
Teststreifens angewendet werden und lie-
fern das Testergebnis innerhalb von 30 Mi-
nuten.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, ein
derartiges Nachweisverfahren fiir Schadhe-
fen bzw. fir den Nachweis von Saccharomy-
ces cerevisiae zu entwickeln.

Forschungsergebnis:

Fir die Antikorpergenerierung wurden mit-
hilfe zuvor auf Reinheit geprufter Zellkultu-
ren polyklonale Seren generiert, aufgereinigt
und auf Spezifitat, Sensitivitdit und Matrix-
abhangigkeit getestet. Dazu wurde ein ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent  Assay)
durchgefiihrt. Hierbei wird das nachzuwei-
sende Antigen Uber einen Erstantikérper an
eine Mikrotiterplatte adsorptiv gebunden
und angereichert, ein Enzym-gekoppelter
Zweitantikorper flihrt zur Reaktion eines
Farbstoffsubstrates. Die Farbintensitat wird
bei einer bestimmten Wellenldnge quantita-
tiv vermessen.

Parallel hierzu wurde eine quantitative Real-
Time-PCR durchgefiihrt, um die Zellzahlen
vergleichend zu bestimmen. Zur Uberwa-
chung der Garung und zur Bestimmung der
Weinfehler wurden die FTIR-Spektroskopie,
enzymatische Bestimmungen und deskripti-
ve sensorische Analysen eingesetzt.

Die Kreuzreaktivitaten sind bei den meisten
Antikdrperpraparationen recht hoch. Daher
wurden im Weiteren zwei Strategien ver-
folgt. Die erhaltenen Seren wurden mittels
einer Saulenchromatographie aufgereinigt.
Diese wurden auf Sensitivitat und auf Kreuz-
reaktivititen mittels ELISA untersucht. Die
ELISA-Ergebnisse zeigten eine grundsétzlich
verbesserte Spezifitat, aber eine Neigung zur
Kreuzreaktivitat. Fir die Gattung Pichia sp.
steht ein polyklonaler Antikérper zur Verfi-
gung, der kaum Kreuzreaktivitdt aufweist
und somit fir einen Schnelltest verwendet
werden kann. Der Antikorper weist Zellzah-
len ab 103 Zellen/ml im ELISA nach. Zudem
ist er gattungsspezifisch und weist nicht nur
den Stamm, der fiir die Immunisierung ver-
wendet wurde, nach, sondern auch die Arten
Pichia anomala, Pichia fermentans und
Pichia klyuveri. Dies ist zur Anwendung in
der Praxis positiv zu bewerten. Zudem wur-
den Garungen im Versuchsmaldstab mit
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Pichia sp. durchgefiihrt, um die vorgesehe-
nen Methoden zur Evaluierung der Antikor-
per zu etablieren und Grenzen fir die Menge
an Zellzahlen festzulegen, die fir die Ent-
wicklung eines Weinfehlers notig sind. Fir
die Garungen mit Pichia sp. wurde eine Zu-
nahme der Konzentration an Ethylacetat
gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass
der Nachweis durch den Antikorper auch mit
fortschreitender Garung, also mit zuneh-
mendem Alkoholgehalt, funktioniert.

Gemeinsam mit der Firma Immundiagnostik
AG, Bensheim, wurde ein Antikérper zur
Detektion von Hanseniaspora uvarum entwi-
ckelt, der spezifisch fir den Zielorganismus
ist und keine Kreuzreaktivitaten aufweist. Die
Ergebnisse konnten nicht nur mit den Zell-
wandpraparaten, sondern auch mit leben-
dem Zellmaterial in einer seriellen Verdin-
nung reproduziert werden. Die untere
Nachweisgrenze liegt bei 10* Zellen/ml und
damit im praxisrelevanten Bereich. Auch die
Anwendung auf einem Universalteststreifen
war erfolgreich. Zusatzlich kdnnen mit die-
sem Antikorper H. uvarum-Stamme welt-
weit, auch aus Australien und den USA, de-
tektiert werden. Auch dieser Antikorper
wurde in Garungen im Versuchsmalistab
erfolgreich eingesetzt. Es war moglich, wah-
rend der Garungen mit zunehmendem Alko-
holgehalt schadhafte Proben mit dem ELISA
nachzuweisen.

Letztendlich wurden mit den beiden Anti-
korpern auch Schritte hin zur Dipstick-
Entwicklung unternommen. Die spezifischen
Antikorper wurden mit Biotin und FITC mar-
kiert. So konnten Schadhefen auf einem
Universalteststreifen der Firma Milenia Bio-
tec, Giel3en, innerhalb von 20 min nachge-
wiesen werden. Auch wurden von For-
schungsstelle 1 verschiedene Methoden zur
Zelllyse getestet. Eine Weiterentwicklung
des Testsystems mit einer Auswertung mit-
tels SmartphoneApp in Zusammenarbeit mit
der Fa. Immundiagnostik ist geplant.

Zur Machbarkeitsstudie zur Entwicklung von
Antikorpern fiir den Nachweis von Bakterien
wurden polyklonale Antiseren gegen
Oenococcus oeni-Zellwandpraparate herge-
stellt. Die erhaltenen Antikérperseren sind
ungeeignet fir den Nachweis. Mit einer al-
ternativen Antikorperentwicklung, dem re-
kombinanten Phage-Display, wurde in Zu-
sammenarbeit mit der AlPlanta, Institut fir
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Pflanzenforschung, Neustadt a.d.W., ein
scFv-Antikorperfragment gegen eine BSA-
Starterkultur produziert. Dieses ist sehr spe-
zifisch flr die Zellen, die zur Erstellung des
Antikdrperfragments eingesetzt wurden.
Damit steht fiir die Detektion von Schadbak-
terien ein alternatives Verfahren fiir ein Fol-
gevorhaben zur Verfigung.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Durch den Klimawandel erhohen sich die
pH-Werte in Mosten und Weinen, was zu
erhohten Zellzahlen fiihrt.  Gleichzeitig
nimmt bei héheren pH-Werten die mikrobio-
zide Wirkung der SO, ab, so dass sich durch
Schadmikroorganismen verursachte Scha-
den erhohen. Wahrend der Weinbereitung
ist somit eine Kontrolle der Mikroflora wich-
tig, um Schaden zu vermeiden. Hier kann
durch den Einsatz des entwickelten Schnell-
tests die wirtschaftliche Sicherheit der
Weinproduzenten erhdht werden. Fir Kelle-
reien und Weinlabore ergibt sich ein grol3er
wirtschaftlicher Nutzen, da aktuell keine an-
dere zeitnahe Kontrolle der Mikroflora der
Weine moglich ist. Durch den Schnelltest
kann direkt in der Wein- bzw. Probenan-
nahme der mikrobielle Status dokumentiert
und ggf. Wein abgelehnt werden. Fur den
Weinimport und -export ist der Schnelltest
eine grofRe Bereicherung, da zusatzlich zur
Detektion der Schadbakterien auch die Loka-
lisation des Infektionsherdes festgehalten
werden kann und damit Streitigkeiten um
die Ursache einer Verunreinigung ausge-
schlossen werden kdonnen. Gerade bei lan-
geren Transportwegen aufgrund der zu-
nehmenden Globalisierung ist dies ein gro-
Bes Problem. Zusatzlich ist es den KMU
dadurch maoglich, nach der Abfiillung Weine
auf ihre Sterilitdt hin zu Gberprifen und da-
mit Ausfalle durch Schaden in den Flaschen
zu vermeiden.

Far immunologische Labors und Hersteller
immunologischer Teststreifen ergibt sich die
Moglichkeit zur Herstellung und zum Ver-
trieb der Schnelltests, die im Rahmen des
Projekts entwickelt werden. Zudem wurde
gezeigt, in welchem Rahmen quantitative
Aussagen zur Detektion von Mikroorganis-
men moglich sind. Dies ist bei medizini-
schen Fragestellungen bislang nicht die Re-
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gel, da hier eine Positivdetektion ohne Quan-
tifizierung ausreichend ist. Zudem werden
durch die Entwicklung einer Smartphone-
App neue Technologien erschlossen. Fir die
Hersteller von Mikroorganismen fir die
Weinindustrie ergibt sich durch den Einsatz
der Schnelltests eine zusatzliche Kontrolle,
um Verunreinigungen der Kulturen zu ver-
meiden und friihzeitig zu erkennen. Dadurch
kann die Gefahr von Mischkulturen auf dem
Markt gesenkt und die Qualitdt der Produkte
erhdht werden.
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