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Hefeflora auf THefeflora auf THefeflora auf THefeflora auf THefeflora auf Traubenraubenraubenraubenrauben
Die Verwendung von sauberem Lesegut
und der Einsatz von Reinzuchthefen
(Saccharomyces cerevisiae oder baya-
nus) ist für die Produktion qualitativ
hochwertiger Weine von ausschlagge-
bender Bedeutung.

Weintrauben bieten Lebensraum für eine
Flora bestehend aus Schimmelpilzen,
Bakterien und Hefen. In Abhängigkeit
der Mikroorganismenart und -zellzahl
können Weinkrankheiten entstehen.

Wilde Hefen werden durch den Zusatz
von schwefeliger Säure nur zum Teil
gehemmt und stellen besonders während
der Standzeiten im Rahmen der Trauben-
verarbeitung eine Quelle für qualitäts-
und geschmacksbeeinträchtigende Sub-
stanzen wie Acetaldehyd, Ester oder
Essigsäure dar. Die Hefeflora auf Trau-
benproben des Versuchsgutes Agneshof,
Klosterneuburg wurde untersucht.

Der unter sterilen Bedingungen frisch
gepreßte Traubensaft wurde auf Waller-
stein-Agar bei 28 °C inkubiert und die
Einzelkolonien reingezüchtet.

Die Zuordnung von 20 Hefekolonien er-
folgte im Vergleich zu Typstämmen auf-
grund des morphologischen und mikro-
skopischen Befundes, der Zuckerver-
wertung und der RAPD-PCR (Random
Amplified Polymorphic DNA Analysis
Polymerase Chain Reaction) mit 3 ver-
schiedenen Primern. Es dominieren ent-
sprechend den Ergebnissen Metschniko-
wia pulcherrima (50%), Hanseniaspora
uvarum 40% und 10% Pichia Subspecies.

Die identifizierten Species zählen welt-
weit zu den am häufigsten auf Trauben
nachgewiesenen Hefegattungen. Weitere
Arten wie Candida stellata, Candida vini
oder Torulaspora lagen in den vorliegen-
den Untersuchungen unter der Nach-
weisgrenze.

Reinzuchthefen derReinzuchthefen derReinzuchthefen derReinzuchthefen derReinzuchthefen der
Gattung Gattung Gattung Gattung Gattung SaccharomycesSaccharomycesSaccharomycesSaccharomycesSaccharomyces
cerevisiaecerevisiaecerevisiaecerevisiaecerevisiae
Saccharomyces cerevisiae kommen nur
zu 0,1%-1% nativ vor, dominieren je-
doch in den Jungweinen nach einer
Spontangärung, wenn nicht unter Betei-
ligung wilder Hefen eine Fehlgärung er-
folgt ist. Reinzuchthefen können in
Form zahlreicher kommerzieller Stäm-
me gezielt eingesetzt werden. Für ein si-
cheres Verfahren unter schwierigen tech-
nologischen Bedingungen sind keine
Hefestämme verfügbar.

Die Selektion neuer osmotoleranter oder
kältetoleranter Stämme der Gattung Sac-
charomyces cerevisiae erfolgt unter st-
rigenten Bedingungen, wie zum Beispiel
bei hohen Zuckerkonzentrationen.

Eine Unterscheidung und Typisierung
der ausgewählten Stämme, auch im Ver-
gleich zu kommerziellen Stämmen, ge-
lingt durch den Einsatz molekularbio-
logischer Methoden. Mittels RAPD
konnten zum Teil bei den untersuchten
DNA-Proben Polymorphismen nachge-
wiesen werden (Abbildung 1).

Diagnose vonDiagnose vonDiagnose vonDiagnose vonDiagnose von
BrettanomycesBrettanomycesBrettanomycesBrettanomycesBrettanomyces
Brettanomyces können während der La-
gerung die Weine durch Bildung von
Äthyl-4-Phenol und Äthyl-4-Guajakol
den gefürchteten “Pferdeschweißton”
verursachen und die Weine nachhaltig
schädigen.
Zur Vorsorge ist die Überprüfung alter
und neuer Holzfässer und der frühe
Nachweis dieses Mikroorganismus un-
erlässlich. Die Diagnose von Brettano-
myces gelingt mittels PCR.
Mit den verwendeten Primern werden
Bereiche der ITS (Internal Transcribed
Spacer), die für die 5,8 S rRNA codie-

ren, amplifiziert und nach Agarosegel-
elektrophorese entsprechend der Frag-
mentgröße identifiziert. Hefen der Gat-
tung Brettanomyces sind an jeweils ei-
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Abbildung 2: Nachweis von  Nachweis von  Nachweis von  Nachweis von  Nachweis von Brettano-Brettano-Brettano-Brettano-Brettano-
myces anomalamyces anomalamyces anomalamyces anomalamyces anomala: M:: M:: M:: M:: M: λ λ λ λ λIII-DNA. Spur 1:III-DNA. Spur 1:III-DNA. Spur 1:III-DNA. Spur 1:III-DNA. Spur 1:
Bret=Bret=Bret=Bret=Bret=tanomycestanomycestanomycestanomycestanomyces, Spuren: 2, Spuren: 2, Spuren: 2, Spuren: 2, Spuren: 2: Brett: Brett: Brett: Brett: Brett/////Sac-Sac-Sac-Sac-Sac-
ch. cerch. cerch. cerch. cerch. cer....., , , , , 3: 3: 3: 3: 3: PichiaPichiaPichiaPichiaPichia, 4: , 4: , 4: , 4: , 4: Brett/PichiaBrett/PichiaBrett/PichiaBrett/PichiaBrett/Pichia, 5:, 5:, 5:, 5:, 5:
Metsch=Metsch=Metsch=Metsch=Metsch=nikowianikowianikowianikowianikowia, 6: , 6: , 6: , 6: , 6: BrettBrettBrettBrettBrett/////MetschMetschMetschMetschMetsch, 7:, 7:, 7:, 7:, 7:
TTTTTorulasporaorulasporaorulasporaorulasporaorulaspora, 8: , 8: , 8: , 8: , 8: Brett/TBrett/TBrett/TBrett/TBrett/Toruoruoruoruoru, 10: , 10: , 10: , 10: , 10: BrettBrettBrettBrettBrett,,,,,
111111:1:1:1:1: Candida Candida Candida Candida Candida, 12: , 12: , 12: , 12: , 12: Brett/CandBrett/CandBrett/CandBrett/CandBrett/Cand.....

Abbildung 1: RAPD-PCR polymorphe RAPD-PCR polymorphe RAPD-PCR polymorphe RAPD-PCR polymorphe RAPD-PCR polymorphe
Banden (Pfeile) beim VBanden (Pfeile) beim VBanden (Pfeile) beim VBanden (Pfeile) beim VBanden (Pfeile) beim Vergleich vonergleich vonergleich vonergleich vonergleich von
Stämmen der Gattung Stämmen der Gattung Stämmen der Gattung Stämmen der Gattung Stämmen der Gattung SaccharomycesSaccharomycesSaccharomycesSaccharomycesSaccharomyces
cerevisaecerevisaecerevisaecerevisaecerevisae. Primer 1: S.c. 1: Spuren 1, 2.. Primer 1: S.c. 1: Spuren 1, 2.. Primer 1: S.c. 1: Spuren 1, 2.. Primer 1: S.c. 1: Spuren 1, 2.. Primer 1: S.c. 1: Spuren 1, 2.
S.c. 2: Spur 3; S.c. 3: Spuren 4, 5. Pri-S.c. 2: Spur 3; S.c. 3: Spuren 4, 5. Pri-S.c. 2: Spur 3; S.c. 3: Spuren 4, 5. Pri-S.c. 2: Spur 3; S.c. 3: Spuren 4, 5. Pri-S.c. 2: Spur 3; S.c. 3: Spuren 4, 5. Pri-
mer 2: S. c 1: Spur 6, 7. Sc. 2: Spuren 8,mer 2: S. c 1: Spur 6, 7. Sc. 2: Spuren 8,mer 2: S. c 1: Spur 6, 7. Sc. 2: Spuren 8,mer 2: S. c 1: Spur 6, 7. Sc. 2: Spuren 8,mer 2: S. c 1: Spur 6, 7. Sc. 2: Spuren 8,
9; S.c. 3: Spuren 10, 19; S.c. 3: Spuren 10, 19; S.c. 3: Spuren 10, 19; S.c. 3: Spuren 10, 19; S.c. 3: Spuren 10, 11.1.1.1.1.
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ner Bande mit spezifischem Molekular-
gewicht erkennbar.
Die Nachweisgrenze liegt in den vorlie-
genden Untersuchungen für gereinigte
Genome bei einigen tausend Kopien, für
direkten Nachweis aus lysierten Bretta-
nomyces-Zellen bei einigen Keimen.

Das angewendete Protokoll eignet sich
auch für den Nachweis von Brettano-
myces in Anwesenheit anderer wilder
Hefen (Abbildung 2) und Saccharo-
myces cerevisae, insbesondere für das
Monitoring gärender Moste und in la-
gernden Produkten.
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