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Ausgangssituation

Essigséaure wird bereits ab 0,5 g/L bzw. 0,6 g/L in Weil3- und Rotweinen als Fehlaroma
wahrgenommen. Unterhalb der sensorischen Schwelle kann Essigsaure als stérend
empfunden werden und zudem die Sortenaromatik eines Weines maskieren. Die Bildung des
sensorisch besonders auffalligen Ethylacetats, oft als Losungsmittelnote beschrieben, ist
aufgrund seiner Bildung im Wein aus Essigsdure als direkter Folgeschaden anzusehen. Die
Essigséaureproblematik spielt sich fir den Weinerzeuger somit bereits deutlich unterhalb der
gesetzlichen Grenzwerte flr Essigsaure von 1,08 g/L bzw. 1,2 g/L in Weil3- und Rotweinen
ab.



Im Prozess der Weinbereitung wird Essigséure bereits im Lesegut, vor allem durch
Essigsaurebakterien der Gattungen Acetobacter und Gluconobacter, gebildet. Diese werden
oft als Sekundarinfektion bei beschadigten Weintrauben angetroffen. In den letzten Jahren
hat insbesondere das starke Auftreten der Kirschessigfliege Drosophila suzukii zu starken
phytosanitaren Problemen gefiihrt und prognostiziert eine angespannte Situation in den
kommenden Jahren fur deutsche Winzer.

Bereits seit einigen Jahren werden membrangestitzte Verfahren der Essigsaurereduzierung
betroffener Weine erprobt, allerdings nur mit maRigem Erfolg. Eine Zulassung innerhalb der
EU ist jedoch nicht in Sicht und ware zudem nicht zur Behandlung von Weinen oberhalb der
Grenzwerte legal. Fur eine Behandlung von Most ist diese Methode zudem technisch
ungeeignet. Es gibt Ansétze, die im Most vorhandene Essigséaure bereits wahrend der
Géarung durch Hefen abzubauen. So konnte in einzelnen Experimenten gezeigt werden, dass
geeignete Weinhefen unter bestimmten Garbedingungen prinzipiell Essigsdure abbauen
kénnen. Es bestand jedoch noch keine Praxistauglichkeit, da die komplexen Faktoren, die zu
einem stabilen Essigsaureabbau fiihren, weitgehend unbekannt waren. Entscheidend
scheint vor allem der Gehalt an Zucker wahrend der Garung zu sein, der innerhalb eines
gewissen Rahmens die Weinhefen zur Nutzung der Essigsaure als alternative Energiequelle
stimuliert. Die Mdéglichkeiten dieser Stimulation sind zudem stark abhangig von der
genetischen Ausstattung des jeweiligen Weinhefestammes und sind nur zum Teil erforscht.
Mit dem sog. Fed-Batch Verfahren, das z.B. in der Biotechnologie seit Jahrzehnten
erfolgreich eingesetzt wird, existiert ein prozesstechnologischer Ansatz zur gezielten
Vergarung von Traubenmost unter strenger Kontrolle von gewiinschten Zielparametern.
Diese Technologie sollte im Forschungsvorhaben genutzt werden, um stabile
Rahmenbedingungen fir eine aktive Essigsaurereduzierung durch Hefen zu schaffen, und
den Praxisbetrieben eine zuverlassige Moglichkeit zu bieten, bereits wahrend der Garung

und vor dem Weinstadium problematische Essigsduregehalte im Endprodukt zu vermeiden.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, durch Entwicklung einer modifizierten Garfihrung
eine analytisch und sensorisch relevante Minderung des Essigsauregehalts in Most und
Wein zu gewéhrleisten. Hierzu sollten innovative mikrobiologisch-technische Strategien wie
die Fed-Batch-Géarung eingesetzt werden. Die Eigenschaften bestimmter Weinhefen,
Essigsaure abzubauen, sollten erforscht und fur die Weinbereitung nutzbar gemacht werden.
Durch die Aufklarung molekularbiologischer Grundlagen des Essigsduremetabolismus von
Hefen sollte zudem eine rasche Screening-Mdglichkeit von Hefestdammen bezuglich ihrer
Essigsaureabbaufahigkeit geschaffen werden. In einer komplementaren technologischen
Strategie sollten diese molekularbiologischen Erkenntnisse bei der Modifikation klassischer

Géarungen und dem Fed-Batch-Garverfahren umgesetzt werden.



Forschungsergebnis

Bei der Schwellenwertbestimmung konnte gezeigt werden, dass die Schwellenwerte fur
Ethylacetat sortenunabhangig waren, wahrend fur Essigsaure signifikante sortenabhéngige
Unterschiede bestimmt wurden. Beim Screening von 31 S.cerevisiae Stammen ergab sich
ein breites Spektrum, das von Stdmmen mit Tendenzen zur Bildung bis zum Abbau von
Essigsaure reichte. Die in diesem Kontext positiv aufgefallenen Resultate bei Einsatz des
Hefestamms DV10 im Jahr 2017 erwiesen sich in spéateren Jahren jedoch als nicht
reproduzierbar, ebenso weitere zuvor positiv aufgefallene Stamme. Die potentiellen
Kandidaten wurden zwischenzeitlich in den weiteren Versuchsreihen erprobt. In Versuchen
zur Refermentation von Weinen mit erhdhten Essigséduregehalten zeigte sich, dass diese
ohne eine Vorbehandlung des Heferefermentationsansatzes nicht zum gewiinschten Abbau
fuhrte, daher wurden in weiteren Versuchen mdgliche Manipulationen des
Essigsauremetabolismus erforscht. Zwischenzeitlich hatte die molekularbiologische
Charakterisierung zum einen gezeigt, dass ein direkter Zusammenhang zwischen
Essigsaureabbau und der Expression der am Essigsaurestoffwechsel beteiligten Gene
ACS1, ACS2 und FPS besteht. Zum anderen konnte nachgewiesen werden, dass in
Abwesenheit von Zucker die Gene ACS1, ACS2 und FPS erst 10-14 Tage nach der
Hefezugabe tiberexprimiert werden und die Uberexpression bei ACS1 um ein vielfaches
hoher als bei ACS2 ist. Daher wurden Abbauexperimente mit zuckerfrei vorkultivierten
S.cerevisiae durchgeflhrt. Hierbei zeigte sich jedoch, dass dieses Vorgehen alleine den
Essigsaureabbau nicht wie gewiinscht anregt. Auch weitere Parameter wie pH-Wert,
Pantothensaureversorgung und Inokulationsdosage filhrten nicht zur Aktivierung des
Essigsaureabbaus der Hefezellen. Hohe Inokulationsdosagen von 250 g/hl flihrten sogar zu

einer zusatzlichen Bildung von Essigsaure.

In einem Nicht-Saccharomyceten Screening wurden Metschnikowia pulcherrima und in
geringerem Malf3 Candida guillermondii und Candida zeytanoides als potentielle Stamme flr
Essigsaureabbau identifiziert. Diese kdnnen als Ausgangspunkt kiinftiger Forschung zum
Essigsauremanagement dienen und bereits in die kellerwirtschaftliche Beratung einflie3en.
Im Rahmen der molekularbiologischen Charakterisierung wurde zudem eine Methode zur
Stabilisierung von biologischen Proben entwickelt, das den Austausch von
Fermentationsproben in kiinftigen Forschungsvorhaben zwischen Forschungsstellen oder

Kooperationspartnern ermdgglicht.

Auf der kellertechnologischen Seite erlaubte das Fed-batch Verfahren auch traditionellen
Saccharomyces cerevisiae Hefen grof3e Mengen Essigsaure abzubauen, und zwar

unabhangig davon, ob Essigséure bereits im Most vorhanden war, oder wahrend der Garung



zugegeben wurde. Der Abbau erreichte unter giinstigen Bedingungen tber 80% bei
Essigsaurekonzentrationen von 1-1,2 g/l. Gleichwohl demonstrieren die Ergebnisse auch,
dass das Potential des Fed-batch Verfahrens nur bei einer ausreichenden
Nahrstoffversorgung effektiv umgesetzt werden kann. Die Zugabe von Thiamin war
unerlasslich, um eine signifikante Bildung von Brenztraubensaure (Pyruvat) in Gegenwart
hoher Essigsaurekonzentrationen zu vermeiden. Die Relevanz anderer Vitamine und
Kationen bedarf weiterer Studien. Fed-batch Fermentationen konnten auch bei Anwendung
im groReren Mal3stab (20 | Gebinde) im Vergleich zu Batch Fermentationen eine effektivere
Reduzierung von Essigsaure bewirken. Es zeigte sich, dass aufgrund der grél3eren
Systemkomplexitéat von Fed-batch Verfahren hohere Anspriiche an die Systemrobustheit
gestellt werden mussen. Diese Weiterentwicklung kann die Grundlage fur entsprechenden
Anlagenbau im Kontext eines integrierten Essigsauremanagements bilden, von der

zahlreiche Winzerbetriebe langfristig profitieren.
Wirtschaftliche Bedeutung

In Deutschland wurden im Jahr 2019 insgesamt 7,7 Mio hl Wein, davon 63 % WeilRwein,
produziert. Die deutsche Weinwirtschaft, zu der 18.700 Weinbaubetriebe zahlen, besteht
ausschlieBlich aus kleinen und mittelstandischen Unternehmen, die keine eigenen
Forschungsressourcen besitzen. Der Essigsaureproblematik konnte daher bisher nicht
strategisch begegnet, und Qualitatsminderungen durch Essig- und Ethylacetatstich bis hin
zum Verlust der Verkehrsfahigkeit mussten in Kauf genommen werden. Hohe
Essigsauregehalte (~0.6-0.7 g/L) selbst unterhalb der gesetzlichen Schwellenwerte fithren
angesichts des scharfen Wettbewerbs im Weinimportland Nr. 1 schnell zur Auslistung oder
Ablehnung durch die aufkaufenden Kommissionare. Die Verluste kénnen auf 2-5 Mio. € p.a.
geschatzt werden. Durch die Forschungsergebnisse wurden Grundlagen geschaffen, um im
Rahmen kellerwirtschaftlicher Beratung den Betrieben diejenigen Praktiken zu empfehlen,
die zu Vermeidung und Verminderung hoher Essigsduregehalte beitragen. Neben der
Weinwirtschaft an sich kdbnnen Anlagenbauer der Getranketechnologie sowie die Hersteller
prozessanalytischer Technologien durch ErschlieBung oder Erweiterung neuer
Betatigungsfelder direkt von den Forschungsergebnissen profitieren. Auch Hersteller von
Reinzuchthefen kénnen insbesondere durch die rasche Selektionsmoglichkeit anhand der
molekularbiologischen Marker auf die Anforderungen seitens der Weinerzeuger reagieren

und entsprechende Produkte entwickeln bzw. vermarkten.
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