WEINBEREITUNG

Fruherkennung unerwiinschter Mikroorganis-
men im Wein: Brettanomyces bruxellensis

An der Agroscope FAW Wddenswil wurde in Zusammenarbeit mit den Hochschulen Wallis
(HEVs) und Wadenswil (HSW) ein System zum qualitativen und quantitativen Nachweis uner-
wiinschter Mikroorganismen im Wein entwickelt. Die Hefeart Brettanomyces bruxellensis (Dek-
kera bruxellensis) und die Milchsdurebakterien Pediococcus damnosus, Pediococcus parvulus
sowie Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei und Lactobacillus plantarum konnen schnell,
eindeutig und mit einer tiefen Nachweisgrenze erfasst werden. Das Projekt wird von der Kom-
mission fiir Technologie und Innovation (KTI) mitfinanziert. Im Folgenden stellen wir das Sys-
tem zum Nachweis von Breffanomyces bruxellensis vor.

NAOMI AZUR PORRET, KATHARINA SCHNEIDER, FRANCIS HESFORD
UND JURG GAFNER, AGROSCOPE FAW W ADENSWIL

n der Weinbereitung ist es dusserst wichtig, Risi-

kofaktoren wie das Auftreten unerwiinschter
Mikroorganismen moglichst frith zu erkennen und
auszuschalten, bevor Qualititseinbussen eintreten.
All diese unerwiinschten Mikroorganismen produ-
zieren nimlich Stoffwechselprodukte, die entweder
uberhaupt nicht oder nur mit grossem zeitlichen und
damit finanziellem Aufwand aus dem Wein entfernt
werden konnen. Ausserdem leidet bei diesen Be-
handlungen erfahrungsgemaiss die Qualitit. Wir ha-
ben gemeinsam ein System entwickelt, das spezifisch
und empfindlich genug ist, um in nur zwei bis - in
seltenen Fillen - zehn Millilitern Wein den Nachweis
unerwiinschter Mikroorganismen zu ermoglichen.

Bei den herkommlichen mikroskopischen Metho-
den zur Identifizierung von Mikroorganismen ist die

Nachweisgrenze in der Grossenordnung von 1'000 bis

10'000 Zellen pro Milliliter. Das heisst, es muss im Saft,

Most oder Wein mindestens die genannte Zahl Hefe-

und/oder Bakterienzellen vorhanden sein, damit man

sie unter dem Mikroskop tiberhaupt entdecken und
identifizieren kann. Eine solche Ansammlung von Mik-
roorganismen produziert aber meist eine schon weit
uber dem sensorisch tolerierbaren Schwellenwert lie-
gende Menge an unerwiinschten Stoffwechselproduk-
ten. Mit dem neuen System kann man die Ubeltiter be-
reits beim Vorhandensein von tausend- bis zehntau-
sendmal geringerer Zelldichte zweifelsfrei entdecken
und sogar bestimmen.

Damit ergeben sich weitere Vorteile:

e FEine fiir den mikroskopischen Nachweis meist
notwendige Anreicherung der zu untersuchenden
Mikroorganismen wird wegen der tiefen Nach-
weisgrenze uberfliissig.

e Die einzelnen Hefe- und Bakterienarten konnen
auch in Mischungen identifiziert werden.

e Geringer Zeitaufwand: Das System liefert inner-
halb von 20 Minuten die ersten Resultate.
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Auch die Nachteile sollen nicht verschwiegen wer-

den:

e Es kostet etwas: Der Preis der apparativen Aus-
stattung liegt bei Fr. 55'000.- und die Verbrauchs-
materialien sind auch nicht gerade billig.

e Fachliche Beratung: Zur fehlerfreien Inbetrieb-
nahme und Durchfithrung der Messungen ist die
Begleitung durch eine molekularbiologisch ausge-
bildete Fachperson notig.

In der heutigen Anwendung bestimmt das System
alle toten wie auch lebenden Mikroorganismen der
Arten, auf die es ausgelegt wurde. Es liegen viel ver-
sprechende neue Resultate vor, die uns hoffen las-
sen, dass in Zukunft eine Differenzierung zwischen
toten und lebenden Mikroorganismen moglich sein
sollte. Das wiirde bedeuten, dass auch der Vitalitits-
nachweis bald in der Praxis angewendet werden
kann.

Der von Brettanomyces bruxellensis
(Dekkera bI'UXGIIOHSiS) erzeugte Fehlton
im Wein

Brettanomyces bruxellensis-Hefen werden in allen
Weinbauregionen der Welt gefunden, wenn auch in
unterschiedlicher Hiufigkeit. Untersuchungen ha-
ben gezeigt, dass sie mit einer gewissen Vorliebe in
wirmeren Weinbauregionen vorkommen. Sie spie-
len eine grosse Rolle beim Weinausbau in Barriques,
weil sie verschiedene Holzzucker verwerten konnen.
Sie besiedeln bevorzugt neue Barriques. In diesen
gibt die Holzoberfliche noch Zucker ab und ist noch
nicht mit Weinstein belegt. Sobald Brettanomyces
optimale Bedingungen fiir Wachstum und Vermeh-
rung vorfindet, kann dies zum Verderben der Weine
fiihren. Durch die pilzliche Stoffwechselaktivitit
werden chemische Substanzen gebildet, die durch
folgende sensorische Ausdriicke beschrieben wer-
den: Pferdeschweiss (in Suidafrika spricht man auch
von - sorry - «Affenscheisse», wie immer die riechen
mag!), Kuhmist (feucht und trocken), feuchtes oder
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nasses Leder, Schweisssocken, Hansaplast, medizini-
scher oder wiirziger Geruchseindruck usw.

Sobald die fiir dieses Geruchsbild verantwortli-
chen chemischen Substanzen im Wein sensorisch
wahrgenommen und mit den bis heute zur Verfiigung
stehenden Methoden analytisch bestimmt werden
konnen, kann man sie mit keiner technologischen
Massnahme im Wein mehr reduzieren, geschweige
denn entfernen. Zur Verringerung des Fehltons bleibt
der Praxis dann nur der Verschnitt mit fehlerfreien
Weinen. Deswegen ist es fiir die Weinproduktion
sehr wichtig ein System zur Hand zu haben, das den
Nachweis der unerwiinschten Brettanomyces-Hefen
ermoglicht, bevor bereits sensorische Verinderun-
gen im Wein eingetreten sind.

Wir haben festgestellt, dass die Leitsubstanzen des
Brettanomyces-Fehltons den menschlichen Geruchs-
und Geschmacksschwellenwert erreichen, wenn wir
zwischen 1'000 und 10'000 Brettanomyces-Hefezellen
pro Milliliter Wein nachweisen konnen. Diese Zellkon-
zentrationen entsprechen gerade der Nachweisgrenze
bei der mikroskopischen Untersuchung (s. oben). Sol-
che Muster konnen deshalb optisch nicht zweifelsfrei
zugeordnet werden. Die Empfindlichkeit des neuen
Systems reicht weit unter den Wahrnehmbarkeits-
Schwellenwert. Die Geruchsschwellenwerte fiir die
verschiedenen Substanzen, die zum so genannten
«Brett-Fehlton fithren, sind in Tabelle 1 wiedergege-
ben.

Tab. 1: Geruchsschwellenwerte fiir die drei Leitsub-
stanzen des Breftanomyces Fehlton.

4-Ethylguaiacol 50 pg/L
4-Ethylphenol 300 - 600 ug/L
4-Ethylcatechol 50 pg/L*

*Diese Substanz ist erst kirzlich an der Agroscope FAW im Wein enfdeckt
worden. Daher wurden die Schwellenwerte noch nicht validiert. Die ange-
gebene Konzentration ist ein Erfahrungswert.

Tab. 2: Degustation, Zellzahlbestimmung und Analyse der Leitsubstanzen
verschiedener Barrique-Weine.
B. brux. 4-Ethylguaiacol 4-Ethylphenol 4-Ethylcatechol
Muster «Brett-Aroma» Zellen/mL pg/L ng/L pg/L
1 nein n.d. n.d. n.d. n.d.
2 nein n.d. n.d. n.d. n.d.
3 ja 3'330 147 831 177
4 nein n.d. n.d. n.d. n.d.
B) nein n.d. n.d. n.d. n.d.
6 wenig 16 n.d. n.d. n.d.
7 nein n.d. n.d. n.d. n.d.
8 nein n.d. n.d. n.d. n.d.
9 nein n.d. n.d. n.d. n.d.
10 nein n.d. n.d. n.d. n.d.
11 nein n.d. n.d. n.d. n.d.
12 unsicher 73 n.d. n.d. n.d.
13 ja 38'400 49 169 27
14 unsicher 19 n.d. n.d. n.d.
15 nein n.d. n.d. n.d. n.d.
n.d.: weniger als 10 Zellen/mL bzw. unter der Nachweisgrenze
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Praxisnachweis von Brettanomyces-Hefen

Ein Beispiel aus einer Kellerei in der Ostschweiz kann
die Aussagekraft unseres Systems in Bezug auf den
Nachweis von Brettanomyces bruxellensis-Hefen ver-
deutlichen: Die Untersuchungen wurden in fiinfzehn
durchnummerierten Barriques durchgefiihrt. In Ta-
belle 2 sind die sensorischen Ergebnisse, die Zellzah-
len und die Bestimmungen der Leitsubstanzen fiir den
Brett-Fehlton zusammengestellt. Diese drei Erhebun-
gen wurden unabhingig voneinander, also «blind»
durchgefiihrt, das heisst die Personen kannten vor der
Degustation beziechungsweise der Analyse weder Ur-
sprung noch Benennung der verschiedenen Proben.

Es fillt auf, dass in allen Weinen, die sensorisch
nicht beanstandet wurden, weder Brettanomyces-
Zellen noch die entsprechenden Leitsubstanzen ge-
funden wurden (Proben 1, 2, 4,5, 7, 8,9, 10, 11, 15).
In den Proben, deren sensorische Beurteilung unsi-
cher oder undefiniert war (6, 12 und 14), wurden kei-
ne Leitsubstanzen gemessen, aber tiefe Zellzahlen be-
stimmt. Wir gehen davon aus, dass diese Proben, die
zwar sensorisch (noch) nicht eindeutig dem Bretta-
nomyces-Fehlton zugeordnet werden konnten, bei
weiterer Vermehrung aber das Potenzial zur Ausbil-
dung eines Brett» haben. Solche Weine miissen auf
jeden Fall behandelt (filtriert werden), damit sich die
Hefen nicht weiter entwickeln konnen. Das Auffin-
den solch potenzieller Risikofille ist die Stirke unse-
res Systems. Dies war bisher nicht moglich!

Die Zellzahl und die Konzentration der sensorisch
relevanten Leitsubstanzern miissen tibrigens nicht un-
bedingt libereinstimmen (Proben 3 und 13). Es gibt
vermutlich unter den Brettanomyces-Hefen Stimme,
die mehr oder weniger dieser Stoffe bilden und somit
unterschiedlich sensorisch wirksam werden. Probe
13 enthielt mehr als zehnmal so viele Zellen wie Pro-
be 3, aber die Konzentrationen der Leitsubstanzen wa-
ren in Probe 13 eher niedrig. Es kann sein, dass in Bar-
rique 3 Hefestimme vorkamen, die sehr hohe Kon-
zentrationen an Leitsubstanzen bilden. Zu erwihnen
ist, dass vielleicht auch die Traubensorte einen Ein-
fluss hatte: Mit Ausnahme des Barrique 13 enthielten
alle Proben Pinot noir aus verschiedenen Barriques,
Probe 13 enthielt eine so genannte «Bordeaux-Mi-
schung» aus dem Cabernet/ Merlot-Sortenspiegel.

Filtration von Weinen mit Breftanomyces-
Fehlton

Durch eine angemessene Filtration mit 0,45 um Fil-
terschichten konnen alle Breftanomyces-Hefen aus
Wein entfernt werden; dies zeigt Abbildung 1 fiir die
Muster aus den Barriques 3 und 13. Die Zellzahl der
Hefen geht beim filtrierten Wein (Filtrat) gegeniiber
dem Ausgangswein (Original) auf Null zuriick. Die Fil-
tration hat aber keinen Einfluss auf die Konzentration
der Leitsubstanzen im Wein, da diese ja in geloster
Form vorliegen. Auffillig ist, dass im Spuilwasser aus
den Barriques immer noch eine beachtliche Zahl an
Brettanomyces-Hefen zu finden ist. Wir konnen bis
heute noch keine optimale Behandlung zur Entfer-
nung solcher Hefen angeben, aber wir arbeiten da-
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Abb. 1: Mit Breftanomyces belastete Weine vor (Original) und
nach Filtration mit 0,45 pm Filterschichten (Filtrat).

ran. Es scheint aber, dass das Ausschwefeln der Bar-
riques mit trockenen oder feuchten Schwefelschnit-
ten nach wie vor am besten auch gegen die Brettan-
omyces wirkt.

Alterung der Weine mit Bretfanomyces-
Hefen

Brettanomyces-Hefen sind hinsichtlich ihres Nihr-
stoffbedarfs (leider) sehr anspruchslos. Sie konnen
sich auch noch wihrend des bis zu einem Jahr oder
linger dauernden Ausbaus der Weine im Barrique ver-
mehren, nach unfiltrierter Abfiillung sogar in der Fla-
sche. Abbildung 2 zeigt die Situation bei der Fla-
schenlagerung in einem Betrieb, der seine Rotweine
unfiltriert abfiillt. Parallel zur Zellvermehrung neh-
men die Leitsubstanzen mit hoherem Alter der Weine
zu. Es besteht die Gefahr von Problemen mit der lang-
fristigen Kundenzufriedenheit, weil sich die Weine
nach dem Kauf wihrend der Lagerung stark verin-
dern konnen. Die Kundschaft kauft einen Wein, der
vielleicht (noch) sauber und sortentypisch ist und
nur wenig Brettanomyces-Fehlton aufweist. Laut
dem unter Weinkennern zirkulierenden Spruch «Ein
bisschen «Brett» ist nett» kann ein Anflug der genann-
ten Geruchskomponente durchaus noch Anklang fin-
den. Der Wein wird sich aber wihrend der Lagerung
so verindern, dass er bereits nach drei Jahren (siche
Abb. 2) einen deutlichen Brettanomyces-Fehlton und
fehlende Sortentypizitit aufweist - und ein Riesen-
«Brett» ist eben nicht mehr nett!
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Abb. 2: Vorkommen von Brettanomyces bruxellensis und zwei
unerwiinschten Leitsubstanzen in drei unfiltrierten Jahrgangs-
weinen desselben Betriebs.
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Nutzen des Systems im Praxisalltag

Eine Analyse auf das Vorhandensein von Bretia-
nomyces-Hefen mit unserem System ist in der Praxis
vor allem als Prophylaxe sinnvoll. Wichtig wire auch
die Kontrolle, bevor Weine aus verschiedenen Gebin-
den zusammen gebracht und dann unfiltriert abgefillt
werden. Dabei besteht immer die Gefahr einer unbe-
absichtigten dmpfung» von Brettanomyces-freien
Weinen mit diesen unerwiinschten Hefen. Werden sie
mit unserem molekularbiologischen System erfasst,
konnen problematische Weine vor der Assemblierung
filtriert werden. Ausserdem ist die Anwendung des
Nachweissystems angebracht, wenn aus einem gross-
en Girgebinde Weine in Barriques umgefiillt werden.
Weist der «Mutterwein» Brettanomyces-Hefen auf,
werden diese unter (ungilinstigen) Umstinden auf
Hunderte von Fissern verteilt und diese damit infi-
ziert.

Ansprechperson: Prof. Jirg Gafner, Agroscope

FAW Widenswil, Postfach 185, 8820 Widenswil. Tel.
01 783 63 50, E-Mail: juerg.gafner@faw.admin.ch

RESuUME

Dépistage précoce de micro-organismes indésirables
dans le vin: Breffanomyces bruxellensis

Dans la vinification, il est important de pouvoir dépister les micro-
organismes avant que des métabolites indésirables aient eu le
temps de se former. Exemples de liaisons indésirables dans le vin:
l'acide acétique, les amines biogenes, des valeurs élevées d'acide
lactique ou des substances qui conduisent au «défaut de goiit Bret-
tanomyces». Les maitres de chai doivent pouvoir recourir d un sys-
teme de dépistage capable de fournir des résultats rapidement, di-
rectement, avec une spécificité élevée et une grande sensibilité. Un
systeme a été mis au point qui permet d'effectuer avec deux, ex-
ceptionnellement jusqu'a dix millimetres de vin, de motit ou de jus
qu'il n'est pas nécessaire d'enrichir, le dépistage de Brettanomyces
bruxellensis (Dekkera bruxellensis), Pediococcus damnosus et Pe-
diococcus parvulus, ainsi que de Lactobacillus brevis, Lactobacillus
casei et Lactobacillus plantarum. Le nouwveau systéme présente
l'avantage, par rapport a la méthode microscopique, d'un seuil de
deépistage mille a dix mille fois plus. bas. Nous ne sommes pas en-
core capables, pour I'beure, de distinguer les cellules mortes des cel-
lules vivantes, mais nous travaillons sur le systeme d'identification
exclusive des micro-organismes vivants. Dans une premiere partie,
nous présentons les avantages d'un dépistage de Brettanomyces
bruxellensis.
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