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hefen beschrieben, die verschiedene Fehl-
Aromen im Wein, bei der Sektbereitung und
der Sherrysierung verursachen konnen. Durch
die vergleichsweise hoheren Gehalte der phe-
nolischen ,Priakursoren” (Vorldaufer-Verbin-
dungen) ist Rotwein gegeniiber WeifSwein stér-
ker betroffen. Das Vorkommen von Brettano-
mycesist nahezu weltweit und so wurden Stam-
me aus Afrika, Amerika, Australien und Europa
isoliert. Der sensorische Eindruck des
»Brett“-Aromas, verursacht durch 4-Ethyl-
phenol und andere fliichtige Verbindungen
(Abb. 3), die aus Prakursoren von Brettanomy-
ces freigesetzt werden konnen, wird bei Wein
hiufig als ,Pferdeschweify“ (Abb. 2) und ,M&u-
seln“ beschrieben. Hat sich die Hefe wahrend
der Weinbereitung etabliert, kann sich eben-
falls die Bildung von fliichtiger Sdure und dem
Abb. 1: Mikrobielle Analyse einer Pinot noir Rosé-SiiBreserve mit intensivem Brett-,Aroma”. entsprechenden Ethylester (Losungsmittelton)
Die Analyse zeigte eine Vergesellschaftung von Brettanomyces bruxellensis (Petrischale links) mit ~ bemerkbar machen.

dem Pilz Penicillium carneum (Petrischale rechts), der eine hohe Depsidase-Aktivitat aufweist.

Foto: Erbsl6h

Hohe Alkoholtoleranz vorhanden
Des Weiteren ist die Hefe fiir die Bildung bio-
. " " gener Amine wie, Phenylethylamin, bekannt
|< rI m I n e | | e KO m | I Ze n und vermag selbst bei einem Alkohol-Gehalt
von iiber 15 % noch zu iiberleben. Die, im Ver-
gleich zu Saccharomyces cerevisiae, geringere
Garfahigkeit fithrt zu verlangsamtem Wachs-
Depsidase Aktivitat und Wirkung von Brettanomyces tum, wihrend die hohe Alkoholtoleranz, bei
nicht zu hohem Essigsduregehalt, eine lange
bruxellensis Als Bestandteil der natirlichen Flora der Reb- 1ebensdauer im infizierten Most oder Wein
gewdhrt. Darum sind Lagerungen von unge-
stocke und Weintrauben ist Brettanomyces in der Rolle als wein-  dirten Wein-Chargen auf Barrique- und Holz-
fassern besonders betroffen, selbst wenn die
verderbende Hefe nicht zu unterschatzen. Durch klimatische  Zelizahlen im Vergleich zur Weinhefe nur sehr
klein sind. Diskutiert wird in diesem Zusam-
Veranderungen halt sie zunehmend Einzug in die Weinkeller. menhanghiufigmangelnde Kellerhygiene und
im scheinbaren Widerspruch dazu auch die
Eric HGfner, Anne Besier, Florian Kraft, Hannes Weninger und  Anfilligkeit neuer Barriquefisser, die durch
die Verbrennungsprozesse fiir diese Mikroor-
Jirgen Frohlich, Erbsloh Geisenheim, berichten unter dem  ganismen verwertbare Holzabbauprodukte
bereitstellen. Die Fahigkeit des , Lebenskiinst-
besonderen Aspekt des Einflusses von Depsidase auf Brettano- lers aus Holz generierte Oligo- und Disaccha-
ride, wie Cellobiose verstoffwechseln zu kon-
myces bruxellensis. nen, ist dabei besonders vorteilhaft. Selbst vor

G enerell wird das Vorkommen von Bretta-
nomyces von Oenologen kritisch bewer-
tet und Weine mit zu intensiven ,Brett“-Aro-
ma héufig beanstandet. Obwohl Brettanomy-
ces vor allem in den bisher warmeren, siidli-
chen Weinbauzonen bekannt ist, konnte die
Untersuchung von Frohlich et al. (Nachweis
eines Lebenskiinstlers, dwm, 2005, Ausgabe
21, Seite 26 bis 28) in Rheinhessen nachwei-
sen, dass auch in deutschen Weinkellern die-
se Weinhefe zunehmend auftritt. Dabei zeig-
te sich, dass jeder sechste untersuchte Keller
diese Hefe beherbergt. Das Bewusstsein der
Winzer fiir die Existenz der Hefe in den eigenen
Kellernlagnichtvor. Seit Beendigung der Studie
treten, bedingt durch den Klimawandel, ver-
mehrthohere Zellzahlen auf, sodass auch eine
Zunahme sensorisch auffilliger Weine zu ver-
zeichnen ist. Brettanomyces und seine teleo-  Abb. 2: Oft werden die von Brettanomyces freigesetzten Prakursoren sensorisch als ,Pferde-
morphe Form Dekkera werden als Schéddlings-  schweiB” beschrieben.
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Ethanol machen verschiedene Stimme der
Hefe nicht halt, dhnlich den nahverwandten
Kahmbhefen. Gelegentlich findet man verschie-
dene Brettanomyces-Stdmme miteinander ver-
gesellschaftet vor oder in Kombination mit
Schimmelpilzen (Moststadium; vergleiche
Abb. 1) und Milchsdurebakterien, wie Oeno-
kokken, Pediokokken und Laktobazillen. Diese
unterscheiden sich teilweise betridchtlich in
ihren Stoffwechselleistungen und kénnen so-
mit flexibler auf sich &ndernde Nahrstoffange-
bote reagieren und sich gegenseitig helfen
schwerverdauliche Nédhrstoffquellen zu er-
schliefen. Die Bildung von Biofilmen ist eben-
falls bekannt und mitunter eine Ursache dafiir,
dass eine moderate Schwefelung (<40 mg
S0,/1) nicht zum Absterben der Zellen fiihrt,
sondern lediglich das Wachstum beeintréchtigt
(Tab.1). Die Zugénglichkeit fiir bestimmte Pra-
kursoren ist, wie erwéhnt, an die Stoffwechsel-
leistung anderer Mikroorganismen gebunden.
Solange die phenolischen Vorlduferverbindun-
gen mit Hydroxycarbonsduren, wie Wein- oder
Chinaséure zu sogenannten Depsiden verestert
sind (Abb. 3) werden sie von Brettanomyceten
nicht weiter umgesetzt.

Unbehandelte Weinenzyme unterstiitzen
Bildung von ,,Brett”-Aromen durch Depsidase
Das Enzym Cinnamoylesterase, auch , Depsi-
dase” genannt, katalysiert diesen ersten, ge-
schwindigkeitsbestimmenden Schritt in der
Reaktionsabfolge der Freisetzung fliichtiger
Phenole (Abb. 3).

Nur wenige weinrelevante Mikroorganis-
men, wie Milchsdurebakterien, weisen diese
Aktivitdt auf. Jedoch kann Depsidase in Wein-
Enzymen als unerwiinschte Nebenaktivitat
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Abb. 3: Depside und die Freisetzung der Phenolcarbonsauren durch Depsidasen,
sowie die weitere Umsetzung durch Brettanomyces zu fliichtigen Phenolen;

modifiziert nach Oelofse et al. (2008).

enthalten sein und so in den Wein gelangen.
Vor allem Pektinasen, die mit Schimmelpilz-
Produktionsstimmen, vor allem Aspergillus
niger, hergestellt werden, konnen dieses Enzym
natiirlicherweise enthalten (Burkhardt, 1976;
Barbe und Dubourdieu, 1998).

Der Begriff Depsidase bezieht sich auf ver-
schiedene Enzyme der Kategorien Chlorogen-
sdurehydrolase (EC 3.1.1.42) und Ferulasdu-
reesterase (EC 3.1.1.73), die die Wirkung auf
Weinsédureester-Vorstufen der Hydroxyzimt-
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Abb. 4: Depsidase/Cinnamoylesterase-Aktivitat verschiedener Erbsloh-Weinenzyme
(Trenolin®-Produkte) sowie Wettbewerberprodukte. Der Erbsloh-Grenzwert ist durch eine
rote Linie gekennzeichnet: 15 Depsidase-Einheiten/ml.
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sduren gemeinsam haben. Fiir Aspergillus niger
stellt Depsidase ein ,Hilfsenzym“ zur besseren
Verwertung von pflanzlichen Nahrungsstoffen
wie Pektin, Xylan oder Lignocellulose dar (de
Vries et al., 2002) - im Wein jedoch fiihrt das
Enzym zu dem beschriebenen negativen sen-
sorischen Effekten (Hasselbeck, 1997).

Aus diesem Grund ist Depsidase-Freiheit
ein wichtiges Qualitdtsmerkmal von Weinen-
zymen. Die Internationale Organisation fiir
Rebe und Wein (OIV) hat diese Problematik seit
vielen Jahren thematisiert und es wurden auf-
grund von Empfehlungen der Sachverstédn-
digengruppe ,Spezifikationen oenologischer
Erzeugnisse“ Resolutionen zur Bestimmung
der Cinnamoylesterase-Aktivitét in Enzympra-
paraten veroffentlicht.

Erbsloh stellt durch einen aufwendigen Auf-
reinigungsprozess sicher, dass Depsidase von
den gewliinschten Enzymaktivitdten wie Pekti-
nase effektiv abgetrennt wird und somit im
Endprodukt nicht vorliegt. Der Grenzwert liegt
mit 15 Depsidase-Einheiten pro Milliliter oder
Gramm sehr niedrig. Wie ein Vergleich ver-
schiedener kommerzieller Wettbewerberpro-
dukte zeigt (Abb. 4), kann nicht jeder Anbieter
von Weinenzymen geringe Gehalte an Depsi-
dase sicherstellen.

In vielen der untersuchten Fille ist die Dep-
sidaseaktivitdt bedenklich, da bereits Werte ab
circa 30 bis 50 Einheiten/ml zu sensorischen
Auffalligkeiten fiihren kdnnen. Dies liegt einer-
seits an der niedrigen sensorischen Schwellen-
konzentration der fliichtigen Phenole von eini-
gen hundert pg/l, als auch an der Tatsache,
dass bereits unterhalb der Schwellenkonzen-
tration die Fruchtigkeit von vor allem Weif3-
weinen vermindert werden kann und die
Weinqualitdt somit beeintréachtigt wird (Cha-
tonnet et al., 1993).
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Abb. 5 a, b: Mikroskopische Aufnahme einer Barriquefass-Probe Pinot noir 2014. VergroBerung 1 000 x a) Phasenkontrast: Geringe Kontamination
mit Giberwiegender Mehrheit an Weinhefen; b) Ergebnis nach Hybridisierung mit fluoreszenz-markierten DNA-Sonden nach Réder und Frohlich.

Berechneter Zelltiter von Brettanomyces = 1 x 103 Zellen/ml. Saccharomyces = 6 x 107 Zellen/ml.

Analyse von Brettanomyces durch
Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Fiir den mikroskopischen Nachweis von ver-
schiedenen Brettanomyces Arten hat sich die
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) als
geeignete Simultan-Methode zur schnellen
und sicheren Identifizierung von Mikroorga-
nismen in ihrer natiirlichen Umgebung erwie-
sen. Eine bedeutende Verbesserung der Tech-
nik gelang durch die Entwicklung von DNA-
Gemeinschafts-Sonden (,,side” probes) nach
Roder etal. (2007) und fithrte zur Optimierung
des Hybridisierungssignals im FISH-Assay
(Abb. 5 aund b).

Kénnen ,Brett"-Aromen kuriert werden?
Die meisten Empfehlungen zur Beseitigung
der Brett-Aromen beziehen sich auf die Re-
duzierung der fliichtigen phenolischen Ver-
bindungen. Bei anderen fliichtigen Verbin-
dungen, wie Essigsdure helfen zum einen
kaum Mafinahmen und zum anderen liegen
hier gesetzliche Grenzwerte beziiglich der
Verkehrsfdhigkeit vor. Auch Lésungsmittel-
Ton und Miuseln sind kaum zu kurieren, wo-
bei hier mit geringem Erfolg Schénungsmittel
wie Kasein zum Einsatz kommen kénnen.

Hinderlich

¢ WeiBwein

® pH-Wert: < 3.6

e Freie SO,: > 40 mg/I

o Alkohol: > 13 %

e Reststife: < 0.2 g/l

e VVitaminmangel

¢ Klare Weine (abgesetzt)
o Filtrierte Weine

* Spundvoll

eT.<16°C

Forderlich

® Rotwein

® pH-Wert: > 3.6

o Freie SO,: < 20 mg/I
® Alkohol: < 13 %

o Restsiife: > 0.2 g/l
 Biotin und Thiamin
® Aminosauren

o Hefegelager
 Sauerstoff
eT:>16°C

Als kurative Mafinahmen vor allem fiir die
Entfernung der Phenole eignen sich die An-
wendung von Aktivkohle (Granocol® GE),
technische Methoden, wie Umkehrosmose,
sowie die Lagerung auf inaktiven Saccharo-
myces cerevisiae Kulturen beziehungsweise
deren Rindenpriparate (PuroCell O). Die li-
pophilen Eigenschaften der Zytoplasmamem-
bran begiinstigen dabei die Bindung der
fliichtigen Phenole. Falls noch vergédrbarer
Restzucker vorhanden ist, kann mit noch bes-
serem Erfolg eine Nachimpfung mit aktiven
Bayanus-Weinhefe (Oenoferm® X-treme, Oen-
oferm® Freddo oder Oenoferm® Color) erfol-
gen. Bayanus Stimme zeichnen sich dadurch
aus, dass sie auch bei geringen Néhrstoffge-
halten noch Restzucker verstoffwechseln kon-
nen und dabei gleichzeitig die phenolischen
Verbindungen aktiv aufnehmen. Generelle
MafSnahmen sind hier aufgelistet.

Empfehlungen, die einer Brettanomyces-
Infektion vorbeugen oder sensorische Beein-
tréchtigungen lindern kénnen sind:

m Gesundes Lesegut verwenden
m Depsidase-freie Enzyme einsetzen, alle

Erbsl6h Trenolin-Enzyme sind DF (= dep-

sidasefrei)
® Friiher Einsatz von SO, (SO,-Toleranz der

Starterkultur bei gewiinschtem BSA bertick-

sichtigen.)

m Simultaner BSA

® Einsatz von Chitosan (nicht vor oder wih-
rend der Girung)

® Kreuzkontaminationen vermeiden (befal-
lene Fésser aussortieren, ,Brett“-Wein nicht
verschneiden und in Fisser zuriickpumpen)

m Gérstarke und in der Angdrung schnelle

Oenoferm-Bayanus-Hefen anwenden
Beseitigung (teilweise) der ,Brett“-Aromen-
kann erfolgen durch:

m Heferinde oder (inaktive) Hefe
m Aktivkohle 1
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Weitere Informationen zum Thema sind
erhaltlich bei:

Erbsloh Geisenheim AG
ErbslohstraBe 1

65366 Geisenheim
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