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Iminium salt structures are widespread in nature and play an important role in biochemical
processes. Among these thiamine diphosphate (ThPP, Vitamine B) is one of the best known ex-
amples. It serves as a cofactor in a variety of different enzymes that are found in all forms of life.
During fermentation for the production of alcoholic beverages, ThPP is of great importance not only
for the key step (decarboxylation of pyruvate), but also for the formation of secondary metabolites
which highly influence the aroma of wine. Thus, enzymatic degradation of amino acids in yeasts via
the Ehrlich pathway delivers higher alcohols, fatty acids and esters. In malolactic fermentation, ThPP-
dependant enzymes (ligases) form new C—C bonds to synthezise the highly aroma-active substance
diacetyl. This article summarizes the influence of ThPP on the sensorically important substances

during wine making processes.
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Einleitung

Iminiumsalz-Strukturen sind in der Natur weit ver-
breitet und spielen bei vielen biochemischen Prozessen
eine bedeutende Rolle. Prominentestes Beispiel ist
wohl das Thiaminpyrophosphat (ThPP, Vitamin By,
Abb. 1), das als Cofaktor in vielen, oft sehr un-
terschiedlichen enzymatischen Prozessen in prak-
tisch allen Lebensformen gefunden wird. Auch bei
den in der Weinbereitung eingesetzten Mikroorganis-
men (Hefen und Milchsdurebakterien) spielt es eine
entscheidende Rolle. Dabei ist nicht nur einer der
Schliisselschritte der alkoholischen Gérung, die De-
carboxylierung von Pyruvat zu Acetaldehyd, von
enormer Bedeutung. Auch bei der Bildung einer
Vielzahl von Substanzen, die entscheidenden Einfluss
auf das Weinaroma haben, sind Thiaminpyrophosphat-
abhingige Enzyme beteiligt. Hierzu gehoren der en-
zymatische Abbau einiger Aminosduren, der iiber
den sogenannten Ehrlich-Weg zu hoheren Alkoholen,
Aldehyden und Carbonsduren fiihrt, und die auf
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Abbildung 1. Strukturformel von Thiaminpyrophosphat.

Ligasen zuriickzufiihrenden enzymatisch katalysierten
Acyloinkondensationen. Weitere Bedeutung kommt
ThPP als Cofaktor bei der heterofermentativen Milch-
sduregdrung zu, mit all ihren negativen Einfliissen auf
das Aroma des Weins.

Thiamin — Biosynthese, chemische und
physikalische Eigenschaften

Die Entdeckung von Thiaminpyrophosphat (Vita-
min By, Aneurin) geht auf das Jahr 1910 zuriick.
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Schon vorher wurde erkannt, dass ein Mangel
zu schweren Erkrankungen (,,Beri-Beri-Krankheit*)
fiihrt. Der ersten Isolierung aus Reis folgte im Jahre
1936 die Strukturaufkldrung durch Williams. Seine
Rolle bei der Stabilisierung von Acylresten wurde
1958 von Breslow vorgeschlagen [1]. Viele Mikroor-
ganismen, Fungi und Pflanzen synthetisieren Thi-
amin, nicht aber Vertebraten, fiir die es ein es-
sentieller Nahrungsfaktor ist [2]. Der Kofaktor Thi-
amin besteht aus einem 4-Amino-2-methylpyrimidin-
Ring, der in 5-Position iiber eine Methylengruppe
mit dem Stickstoffatom eines 5-Ethylendiphosphat-4-
methyl-thiazolium-Rings verkniipft ist (Abb. 1). Die
Biosynthese in Saccharomyces cerevisiae erfolgt fiir
die Thiazol-Untereinheit aus 1-Deoxy-D-xylulose-5-
phosphat, Glycin und Cystein, fiir den Pyrimidinrest
aus Xylulose und Formiat [3].

Entscheidend fiir die Wirkung des Thiamins ist das
acide Proton in der 2-Stellung des Thiazolrings. Durch
die basenkatalysierte Deprotonierung entsteht eine
Spezies, fiir die man die mesomeren Grenzformeln
eines 1,2-Ylids und eines Carbens formulieren kann
(Schema 1). Dabei unterstreichen die Versuche in der
Organokatalyse mit Thiamin-dhnlichen Verbindungen
den Ylid-Charakter, wihrend der Carben-Charakter die
Ligandeneigenschaften bedingt. Gegen das Vorliegen
einer ausgeprigten Carben-Struktur spricht auch, dass
die fiir Carben-Zwischenstufen typischen Insertations-
reaktionen nicht zu beobachten sind [4]. Thiamin
gilt inzwischen sowohl in der Welt der enzyma-
tischen, asymmetrischen Synthese (,,Ylid-Charakter*)
als auch als Modell fiir Liganden in der homo-
genen Katalyse (,,Carben-Charakter) als natiirliches
Vorbild [5].

HO

Ylid Carben

Schema 1. Ylid-Carben-Mesomerie.

Die Eigenschaften von Thiamin als Ubertriiger von
Acylgruppen in enzymatischen Reaktionen hat seit
der Formulierung der aktiven Zwischenstufe durch
Breslow unzihlige Chemiker inspiriert, dieses in der
asymmetrischen Synthese von chiralen Verbindun-
gen, vorwiegend bei Acyloinkondensationen [6] und
asymmetrischen Stetter-Reaktionen, einzusetzen. Die
Reaktion ist auch deshalb von grofitem préipara-
tivem Interesse, weil eine Reaktivitdtsumpolung des
Carbonylkohlenstoffs stattfindet und so neue Syn-
thesewege eingeschlagen werden konnen. Die erste
praktische industrielle Anwendung einer von Thi-
amin abhingigen Enzymreaktion wurde schon in den
zwanziger Jahren des vorigen Jahrhunderts mit der
Herstellung einer Vorstufe bei der Ephedrin-Synthese
demonstriert [7] (s. Schema 10). Unzéhlige Publikatio-
nen und Ubersichtsartikel sind bisher zu dieser The-
matik erschienen [5, 8, 9].

Die Rolle der Weinhefen bei der alkoholischen
Girung

Einer der Schliisselschritte bei der alkoholischen
Girung von Traubenmost ist die Decarboxylierung
von Phosphoenolpyruvat zu Acetaldehyd, gefolgt
von dessen Hydrierung zu Ethanol. Weinhefen, allen
voran Saccharomyces cerevisiae, sind stark abhingig
von einer ausreichenden Thiaminpyrophosphat-
Versorgung und reagieren in Form von Gérstérungen
bis hin zu den gefiirchteten Gérstopps. Die Thiamin-
Gehalte betragen im Most 150-450, in Weilweinen
2-58 und in Rotweinen 103-245 ugL~" [10]. Die
Hefen konnen zwar das benétigte Vitamin B de novo
synthetisieren, da aber eine Thiamin-Unterversorgung
fast immer mit einem Stickstoff- und Aminosdure-
Mangel einhergeht, wirken sich Thiamin-Gaben
vor oder wihrend der Gérung vorteilhaft auf deren
Verlauf aus. Nach der EU-Verordnung und damit
nach den Weingesetzen der EU-Mitgliedslidnder ist
die Zugabe von 60mghL~!, meist in Kombination
mit anderen Stickstoffquellen (Diammoniumhydro-
genphosphat, Diammoniumsulfat), erlaubt. Durch
Thiamin-Unterversorgung hervorgerufene Gérstérun-
gen machen sich nicht nur durch den negativen
Zeitfaktor storend bemerkbar, sondern sie konnen
auch einen gravierenden Einfluss auf die Bildung
von Fehlaromen haben. Der metabolische Stau von
Phosphoenolpyruvat und anderen 2-Ketocarbonsiduren
fiihrt zu ,,Ausweichreaktionen* und zur Bildung von
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unerwiinschten Nebenprodukten, die oft schon in
kleinsten Mengen zu Fehlaromen Anlass geben und
somit die Weinqualitiit negativ beeinflussen.

Diese wichtige Funktion der Senkung des Pyruvat-
und 2-Ketoglutaratgehalts in gidrenden Mosten
und Weinen spielt auch bei deren Stabilisierung
durch ,,Schwefelung® (Zugabe von Schwefeldioxid)
eine wichtige Rolle [11]. Brenztrauben- und 2-
Ketoglutarsdaure bilden mit dem im Gleichgewicht
mit SO, vorhandenen Bisulfit Additionsprodukte
(,,gebundener Schwefel®), die die Konzentration
des mikrobiozid wirkenden freien SO, herabsetzen.
Da die Bildung dieser Bisulfit-Additionsprodukte
reversibel ist, kann es spiter auf der Flasche zu
SO;-Freisetzungen kommen, die ab einer bestimmten
Konzentrationsschwelle (60 mgL~!) als unangenehm
empfunden werden. Wir haben es also hier mit einem
indirekten Effekt des Thiamins auf das Weinaroma zu
tun.

Einfluss der Hefen auf die Aromabildung

Die Aromen im Wein werden unter anderem
nach ihrer Entstehung eingeteilt. Dabei unterschei-
det man in Primdraromen, die bereits in der Traube
vorhanden und schon vor der Géirung wahrnehmbar
sind. Sekundiraromen bilden sich durch mikrobiolo-
gische Prozesse, allen voran die alkoholische Girung
durch Hefen, aber auch beim biologischen Sdureabbau
durch Milchsdurebakterien (,,malolaktische Garung*).
Unter Tertidraromen werden schlielich solche zusam-
mengefasst, die bei der Reifung und Lagerung des
Weins entstehen [12].

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae und verwandte
Arten verwandeln Traubenmost in Wein. Sie haben
einen entscheidenden Einfluss auf das sensorische Pro-
fil eines Weins und damit auf dessen Qualitidt. Nahezu
jeder sensorische Aspekt wird durch die Hefeaktivitét
beeinflusst: Aroma, Geruch, Farbe, Klarheit, Mundge-
fiihl, Adstringenz. Damit ist die Hefe auch verant-
wortlich fiir manche Weinfehler wie z.B. fliichtige
Schwefelverbindungen, hchere Alkohole und Alde-
hyde. Insgesamt sind die einzelnen Einfliisse sehr
komplex, und ihr Verstidndnis hat erst in jlingster
Zeit durch die Entwicklung der Analytik und gen-
technischer Methoden einen enormen Aufschwung er-
fahren [13].

Aromastoffe werden als definierte chemische
Verbindungen durch bestimmte Stoffwechselvorgéinge

gebildet. Diese Stoffwechselvorginge werden wie in
allen lebenden Organismen durch Enzyme katalysiert.
Deren spezifische, fiir die Aktivitidt verantwortliche
Proteinstruktur ist genetisch in Form bestimmter
DNA-Sequenzen festgelegt. FEine Identifizierung
dieser Sequenzen und deren Manipulation erlauben
damit einen gezielten Eingriff in das Geschehen der
Aromabildung und deren Kontrolle.

Das Genom von Saccharomyces cerevisiae ist in-
zwischen vollstindig aufgeklirt. Auch die genetischen
Unterschiede zwischen verschiedenen Weinhefen sind
bekannt und werden fiir die unterschiedliche Aro-
maausbildung verantwortlich gemacht. Die gezielte
Ausschaltung eines Gens, das ein Aroma bilden-
des Enzym kodiert, fiihrt zur Nichtausbildung dieses
Aromaanteils. Umgekehrt kann durch eine ,,Ver-
stirkung* (Uberexpression) dieses Gens ein Enzym
und mit ihm die Bildung eines bestimmten Aro-
mastoffs forciert werden. Zur Zeit sind solche gen-
technologischen Eingriffe sowohl auf der Verbraucher-
als auch auf Produzentenseite undenkbar. Fiir das Ver-
stindnis der Aromen bildenden Stoffwechselvorginge
wird dadurch aber ein enormer Erkenntnisgewinn
erzielt. In diesen Komplex der Bedeutung der Hefen
fiir die Aromabildung spielt auch die Frage ,,Spon-
tangdrung oder Reinzuchthefen“ hinein. Es sollte
klar sein, dass die wihrend der Girung zur Do-
minanz kommende Hefe einen erheblichen Einfluss
auf die Sensorik des spiteren Weins hat. Bei der
Spontangidrung kommen die im Weinberg und (viel
wahrscheinlicher) die im Keller vorhandenen Hefen
zumindest im Anfangsstadium der Gérung zum Zuge.
Dies impliziert die Vergidrung mit einer Vielzahl vari-
abler Hefestimme, deren Eigenschaften und zahlen-
mifBige Zusammensetzung in der Praxis unbekannt
sind. Das heiflit aber auch, dass das sensorische
Ergebnis nicht vorhersehbar ist. Bei Einsatz von
Reinzuchthefen haben diese von Beginn an die Do-
minanz mit einem vorhersehbaren Ergebnis. Das
mag zu einer gewissen Eintonigkeit fithren, bewahrt
den Betriebsinhaber aber vor einem wirtschaftlichen
Desaster [14].

Ubersicht: Thiamin-abhéingige Enzyme

Thiamin-abhingige Enzyme katalysieren die ver-
schiedensten biochemischen Umwandlungen. Die
meisten dieser Enzyme sind Ligasen (Enzymklasse
2) und Lyasen (Enzymklasse 4), aber auch Oxido-



492

N. Miiller - Weinbereitung und die Aromabildung im Wein

reduktasen (Enzymklasse 1) und viel seltener Hy-
dratasen (Enzymklasse 3) sind zu finden. Ihre ,,Ver-
wandtschaftsverhiltnisse wurden durch Vergleich
dhnlicher Doménen untersucht [15]. Diese unter-
schiedlichen Funktionen, die Thiamin in Enzymen
ausiibt (C—C-Bindungskniipfung und -spaltung, C-N-,
C-0O- oder C-S-Bindungsbildung) erfordern eine Sub-
straterkennung, die nur von der Art der Proteinumge-
bung in der Nihe des aktiven Zentrums geleis-
tet werden kann. Die Substratspezifitit von ver-
schiedenen Decarboxylasen gegeniiber verschiede-
nen 2-Ketocarbonsduren wurde anhand ihrer En-
zymkinetiken (Bestimmung der ky-Werte) unter-
sucht [16].

Man sollte sich aber dariiber im Klaren sein, dass
die Zuteilung Thiamin-abhédngiger Enzyme zu ver-
schiedenen Enzymklassen allein auf Basis der End-
produkte erfolgt. Sehr hédufig sind Bindungsspal-
tung (Lyaseaktivitit) und Bindungskniipfnung (Li-
gaseaktivitit) miteinander gekoppelt wie in den un-
ten beschriebenen Acyloinkondensationen. Der Kern-
schritt bei allen enzymatischen Reaktionen mit Thi-
amin als Cofaktor ist immer die Addition des nach
Deprotonierung gebildeten Ylids/Carbens an Car-
bonylverbindungen unter Bildung einer Mesomerie-
stabilisierten Zwischenstufe (Enamin = Carban-
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ion = aktivierter Aldehyd = Breslow-Intermediat).
Erst die Weiterreaktion, z.B. die Freisetzung eines
Aldehyds, die oxidative Kopplung an Coenzm A,
oder die Addition der Zwischenstufe an andere
Carbonylkomponenten, entscheidet iiber die Zuord-
nung. Diese Zusammenhinge sind in Schema 2
dargestellt. Unter der Strukturformel finden sich
die Substrate 1-6 der Thiamin-abhéngigen Enzym-
reaktionen, unter der Formel des daraus gebilde-
ten Enamins/Carbanions/Breslow-Intermediats die
Weiterreaktionen 7 —13.

In Tabelle 1 findet sich eine Ubersicht iiber die En-
zyme, die als Cofaktor Thiaminpyrophosphat benéti-
gen, wobei dem besonderen Aspekt der Wirkung auf
das Weinaroma Rechnung getragen wurde. Die Tabelle
wurde mit Hilfe der Datenbank BRENDA-The Com-
prehensive Enzyme Information System erstellt [17,
18].

Die Rolle von Decarboxylasen bei der
Aromenbildung

Struktur und Aufbau des Enzymkomplexes fiir
die Decarboxylierung von 2-Ketocarbonsduren sind
genauestens untersucht. Das Schliisselenzym Pyru-
vatdecarboxylase besteht aus vier Untereinheiten.
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Schema 2. Ubersicht Thiaminpyrophosphat-katalysierter Reaktionen (nach Lit. [15]).
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Tabelle 1. Beispiele fiir Thiamin-abhiéingige Enzyme.

Enzym Enzym- Substrat/Stoffwechsel- Auswirkung auf das
Nr. Endprodukt Weinaroma
Pyruvatdehydrogenase 1.2.4.1 Pyruvat — Acetyl-CoA Vorstufe zu Thio-
acetaten
2-Oxoglutaratdehydro- 1.2.4.2 Ketoglutarat — Succin- SO;-Verbrauch
genase aldehyd
Transketolase 2.2.1.1 Heterofermentative Essig-, Milchséure-,
Milchséduregirung Mannitstich
Acetolactatsynthase 2.2.1.6 ,-aktiver Acetaldehyd* + Diacetyl (buttrig)
Pyruvat (biologischer Séure- Acetoin, Butandiol
abbau)
Verschiedene Ligasen 2.2.1.x Threonin-, Ketoglutarat- Sotolon, Soleron
Stoffwechsel
Pyruvatdecarboxylase 4.1.1.1 Alkoholische Gérung vielfiltig
Benzoylformiat-DC 4.1.1.7 Mandelsdure-Metabolismus Bittermandelton
Phenylpyruvat-DC 4.1.1.43 Phenylalanin-Metabolismus 2-Phenylethanol
Verzweigtkettige 4.1.1.72 Aminosdureabbau — Valin, ,.,Fuseldle® und deren
2-Ketosiure- Leucin, Isoleucin, Methionin, Ester (Isoamylacetat),
decarboxylase ,.Ehrlich Pathway* Schwefelmetabolite
Indoyl-3-pyruvat-DC 4.1.1.74 Tryptophan-Stoffwechsel Indolyl-3-essigsire,
o-Aminoacetophenon,
untypischer Alterston
Benzaldehydlyase 4.1.2.38 Acetoinkondensation verschiedene Acetoine
Acetohydroxyséduresynthase 4.1.3.18 Biosynthese verzweigtkettiger Aromaauswirkungen

Aminosduren, Acetolactat

wie bei 4.1.1.72

Fiir die Bildung dieses Komplexes werden zweiwer-
tige Magnesiumionen benétigt. Die Aminosdureese-
quenz ist aufgekldrt, und besonders im aktiven
Zentrum wird ihre Rolle voll verstanden. Interes-
santerweise hat Thiamin(-pyrophosphat) auch ohne
die Proteinumgebung noch Aktivitit in Losung.
Ja selbst beim Reduzieren der Struktur auf ein-
fachste Molekiile mit 1,3-Thiazoliumstruktur bleibt
eine gewisse Decarboxylierungsaktivitit erhalten, die
allerdings um den Faktor 107® geringer ist [19].
Solche Studien haben wesentlich zur Aufkldrung
von Struktur-Wirkungsbeziehungen beigetragen und
die Rolle des Pyrimidinbausteins im Thiamin aufge-
kldart. Die Pyruvatdecarboxylase selbst besitzt keine
ausgepragte Substratspezifitit. Neben Pyruvat kon-
nen auch andere 2-Ketocarbonsduren unter CO;-
Abspaltung zu den entsprechenden Aldehyden umge-
setzt werden [16]. Dies bedeutet, dass die Anwesenheit
von aus dem Aminosdurestoffwechsel stammenden
2-Ketocarbonsiduren geniigt, um iiber eine Decar-
boxylierung mit anschlieBender Reduktion zum Alko-
hol Fuselole und hohere Fettsduren in den Wein gelan-
gen zu lassen. Die Rolle des Thiamins als Coenzym
im Pyruvat-Decarboxylase-Komplex bei der Umwand-

lung von Acetaldehyd in Acetyl-CoA im Zusammen-
spiel mit Biotin legt nahe, dass Thiole unter Bil-
dung von aromaaktiven Thiolestern reagieren kon-
nen (Schema 2, Reaktion 9). Im chemischen Labor
konnte in einer Modellreaktion diese Thiolesterbil-
dung nachgestellt werden [20].

Aromastoffe aus dem Aminosaurestoffwechsel

Aminosduren werden in den verschiedensten Orga-
nismen nach dem sogenannten Ehrlich Pathway ver-
stoffwechselt (Schema 3). Dabei wird in einem ersten
Schritt durch Transaminierung eine 2-Ketocarbonsiure
gebildet. Diese wird nun in einem weiteren Schritt
durch Thiamin-abhédngige Decarboxylasen in den um
ein Kohlenstoffatom drmeren Aldehyd tibergefiihrt. Je
nach Redox-Zustand der Zelle erfolgt eine Oxydation
zur Carbonséure (durch Liponsdure vermittelt), oder es
kann eine Reduktion zum entsprechenden Alkohol er-
folgen. Diesem Abbauweg unterliegen verzweigtket-
tige (Leucin, Isoleucin [21], Valin [22]), aromatische
(Phenylalanin [23, 24], Tyrosin [25], Tryptophan [26])
und schwefelhaltige Aminosduren (Methionin [27],
eventuell Cystein).
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Schema 3. Bildung von Aromastoffen nach dem Ehrlich-Abbau.

Die Abbauprodukte sind bedeutende Aromabe-
standteile des Mostes und Weins. Aus Valin entsteht
so Isobutanol, aus Leucin Isoamyalkohol oder aus
Isoleucin 2-Methylbutanol. Bei diesen Alkoholen han-
delt es sich um ,Fuselole”, die einen negativen
Beitrag zum Weinaroma liefern. Diese Alkohole kon-
nen wiederum mit Carbonsiduren verestern, die eher
fiir angenehme Aromen stehen. So bildet sich aus
Isoamylalkohol und Essigsdure das Isoamylacetat,
dem die Attribute Banane /Eisbonbon zugeordnet wer-
den. Auch hier wird ab einer bestimmten Konzen-
tration die Grenze von angenehm zu fehlerhaft tiber-
schritten. Bei einem genaueren Blick auf die Fraktion
der fliichtigen Komponenten bei einer Weinanalyse
findet man tatsichlich die durch den Ehrlich-Abbau
gebildeten Alkohole und Séduren in Form ihrer Es-
ter untereinander oder die Fuselsduren vorwiegend
als Ethylester und die Fuselalkohole mit den am
hiufigsten im Wein vorkommenden Séuren (Essig-,
Milch-, Bernstein-, Apfel- und Weinsdure) verestert
vor [28].

Beim Beitrag dieser Ester-Komponenten zum
Aroma eines Weins muss beachtet werden, dass sich
die Zusammensetzung stindig (zum Beispiel bei der
Lagerung) dndert. Da die Ester sich unter enzymati-
schen Bedingungen (Esterasen) bilden, stellt sich oft
erst im fertigen Wein das chemische Gleichgewicht
ein [29]. In der klassischen Beschreibung besteht
der letzte Schritt des Ehrlich-Abbaus in der Re-
duktion des Aldehyds zum ,,Fuselalkohol®. In Wirk-
lichkeit hingt aber die Balance zwischen der Oxida-
tion und Reduktion des Aldehyds stark von den Kul-
tivierungsbedingungen ab. Unter aeroben, Glucose-
limitierten Bedingungen mit bestimmten Aminosiuren
als einzigen Stickstoffquellen werden fast ausschlief3-

lich die Fuselsduren erhalten. Unter komplett anaer-
oben Bedingungen bildet sich ausschlieflich der
,JFuselalkohol® [30]. So liefert die anaerobe Vergirung
von Glucose mit Phenylalanin als einziger Stick-
stoffquelle fast ausschlieBlich 2-Phenylethanol [31].
Somit ist der Redoxstatus der Zelle entscheidend fiir
die Art des Produkts und dessen Einfluss auf das
Aroma.

In den letzten Jahren sind groBe Anstrengun-
gen unternommen worden, um ein besseres Ver-
stindnis der Gene zu erhalten, die bei diesem Ab-
bau involviert sind. In Schema4 ist der Ehrlich-
Abbauweg der oben erwihnten Aminosiuren schema-
tisch zusammen gefasst. Die Gene, die fiir die
Codierung der entsprechenden Enzyme stehen, sind
ebenfalls aufgefiihrt. Der Thiamin-abhingige Decar-
boxylierungsschritt des Ehrlich-Abbaus wurde ur-
spriinglich mit nur einem Enzym, der Pyruvatdecar-
boxylase in Verbindung gebracht. Bei der vollstindi-
gen Entschliisselung des Genoms von Saccheromyces
cerevisiae zeigte sich jedoch, dass nicht weniger als
fiinf verschiedene Gene (PDC 1, PDC 5, PDC 6, ARO
10, THI 5) identifiziert werden konnten, die dhnliche
Sequenzen aufwiesen, wie die Thiamin-abhédngigen
Decarboxylase-Gene. Drei dieser Gene (PDC 1, PDC
5, und PDC 6) kodieren die Pyruvatdecarboxylasen,
wihrend die anderen beiden alternativen Gene fiir De-
carboxylasen des Ehrlich-Abbaus der 2-Ketosduren
mit anderen Strukturen stehen.

Produkte aus dem Aminosdureabbau spielen als
Naturstoffe eine wichtige Rolle. Die auf dem Ehrlich-
Abbau aus Tryptophan gebildete 3-Indolylessigsdure
ist als Phytohormon (Auxin) bei Wachstumsvorgin-
gen in Pflanzen unentbehrlich. Durch den weiteren
Abbau bis zum 2-Aminoacetophenon erhalten



N. Miiller - Weinbereitung und die Aromabildung im Wein

495

Tabelle 2. Produkte des Ehrlich-Abbaus verschiedener Aminoséduren.

Aminoséure 2-Ketosédure Fuselaldehyd Fuselalkohol Fuselsdure Lit.
Leucin 2-Ketoisocapron- Isoamylaldehyd Isoamylalkohol Isovaleriansdure [21]
sdure
Valin 2-Ketovaleriansdure Isobutyraldehyd Isobutanol Isobuttersdure [22]
Isoleucin 2-Keto-3-methyl- 2-Methylbutanal Amylalkohol 2-Methyliso [21]
valeriansdure buttersdure
Phenylalanin Phenylpyruvat 2-Phenylacet- 2-Phenyl- Phenylessig- [23, 24]
aldehyd ethanol sdure
Tyrosin (4-Hydroxyphenyl)- 2-(4-Hydroxy- Tyrosinol (4-Hydroxy- [25]
pyruvat phenyl)-acet- phenyl)-essig-
aldehyd sdure
Tryptophan (3-Indolyl)-pyruvat 3-(Indolyl)- Tryptophol (3-Indolyl)- [26]
acetaldehyd essigsiure
(Auxin)
Methionin 2-Keto-4-methyl- Methional Methionol 3-(Methylthio)- [27]
thiobuttersidure propionséure
Transamination Aminoséure
AROS8
2-Oxoglutarat
g ARO9
BAT2/TWT2
Glutamat BAT1/TWT1
2-Ketosaure
ARO10
Decarboxylierung PDC1
co, PDC5
PDC6
Oxidation "Fuselaldehyd" Reduktion
NADH, H* ADH1 - ADH6
ALD1-ALD6 SFA1, AAD3, 4, 6
NAD* AAD10, AAD14
NAD* AAD15, AAD16
+ YCR105W
NADH, H YPLO8SW
"Fuselsaure" "Fuselalkohol

Schema 4. Ehrlich-Abbau von Aminosduren: Gene, die die Enzyme kodieren, sind kursiv angegeben (nach Lit. [25]).

wir diese fiir den untypischen Alterston (UTA)
des Weins verantwortliche Komponente [11].
Die Aminosdure Methionin gibt bei der Milch-
sduegidrung zur Produktion von fliichtigen Schwe-
felverbindungen Anlass. Neben den klassischen
Aminosdureabbauprodukten Methionol, Methional
und  3-(Methylmercapto)propionsiure  (Tabelle 2)
werden die Bockser verursachenden leichtfliichtigen

Schwefelverbindungen Methylmercaptan und dessen
Oxidationsprodukt Dimethyldisulfid gebildet.

Fuselalkohole aus der Biosynthese pyruvatogener
Aminosiduren

Es sei darauf hingewiesen, dass diese aroma-
bildenden Zwischenprodukte nicht unbedingt aus
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dem Protein- bzw. Aminosiduremetabolismus stam-
men miissen. Das aus dem Glucosestoffwechsel
stammende zentrale Zwischenprodukt Pyruvat ist
ja selbst wieder Ausgangsmaterial fiir verschiedene
Aminosduren (Aminoséduren der Pyruvatfamilie).

Der nach der Decarboxylierung des ThPP-
Pyruvataddukts gebildete ,aktive Acetaldehyd* kann
mit weiterem Pyruvat zu 2-Acetolactat konden-
sieren, einem Zwischenprodukt, das wir aus der
malolaktischen Girung kennen und aus dem die
aromaaktiven Substanzen Acetoin, Diacetyl und
Butan-2,3-diol gebildet werden (Schema 5). Durch
eine Dismutase erfolgt eine Umlagerung zum 2-
Keto-3-hydroxyisovaleriat, das enzymatisch zum
2,3-Dihydroxyisovaleriat reduziert wird. Die Dehy-
dratisierung der Dihydroxyverbindung durch eine
Dehyratase liefert schlieBlich das 2-Ketoisovaleriat,
das wir schon aus dem Ehrlich-Abbau des Valins als
erste Zwischenstufe nach der Transaminase-Reaktion
kennen. Man sollte sich dabei stets vor Augen halten,
dass Aminosduren auch untereinander interkon-
vertierbar sind. 2-Ketoisovaleriat ist selbst wieder
Ausgangsmaterial fiir die Biosynthese von Leucin. Die
Kondensation mit Acetyl-CoA liefert das Isopropyl-
malat, das durch Dehydrierung/Decarboxylierung das
2-Ketoisocaproat bildet, die Vorstufe zum Isoamyl-
alkohol. Hefekulturen mit Valin als einziger Stick-
stoffquelle liefern neben Isobutanol auch Isoamyl-
alkohol [32]. Zur Bildung der hoheren Alkohole
(,,Fuselalkohole®), Aldehyde und Fettsduren braucht
es also nicht den Umweg iiber die entsprechenden
verzweigtkettigen aliphatischen Aminosduren (Valin,
Leucin, Isoleucin). Das Schema 5 verdeutlicht diese
Zusammenhinge.

0 AcCoA o OH

)k COOH
COOH

OH

(e}
COOH M COOH
OOH \

Thiaminpyrophosphat als Coenzym beim
Metabolimus von Milchsiurebakterien

Wihrend die Géirung durch Hefen zur Bildung von
Stoffwechselprodukten fiihrt, die meist einen positi-
ven Aromaeindruck vermitteln, werden von den an
der Weinbereitung beteiligten Mikroorganismen auch
Stoffe erzeugt, die Ursache von Fehlaromen sind.
Diese Weinfehler konnen von unterschiedlichen Or-
ganismen gebildet werden; auch Saccharomyces cere-
visiae kann in geringerem Ausmafl Ursache dafiir
sein. Meist sind es aber die sogenannten ,,wilden*
Hefen und Milchsidurebakterien und (seltener) Es-
sigsdurebakterien. Die grofite Bedeutung haben bak-
terielle Qualitdtsminderungen des Weins, vor allem
die von Milchsdurebakterien verursachten. Die streng
anaerob lebenden Milchsidurebakterien gewinnen ihre
Energie aus dem Zuckerabbau. Dabei werden zwei
Abbauwege genutzt: Die homo- und die heterofer-
mentative Milchsduregdrung. Wéhrend die homofer-
mentativen Milchsdurebakterien nach dem klassischen
Emden-Meyerhoff-Weg Glucose iiber Brenztrauben-
sdure in Milchsdure umwandeln, bilden die hetero-
fermentativen oder heterolaktischen auBler Milchsdure
noch andere Produkte, unter anderem Essigsidure und
Kohlendioxid. Der bei der biologischen Entsduerung
gewiinschte Apfelsiure-Abbau zu Milchsiure durch
Milchsdurebakterien (z.B. Oenococcus oenii) unter-
scheidet sich von dem heterofermentativen Glucoseab-
bau durch die gebildete Milchsdure. Bei ersterem
entsteht aus L-Malat L-Lactat, beim zweiten aus
D-Glucose D-Lactat. Ein bakterieller Weinverderb
lasst sich also leicht an der D-Milchsédurebildung
erkennen. Die malolaktische Fermentation ist der

Valin Isobutanol
COOH \ /
OH o AcCoA
o - oH — T

> )\/\
OH

Leucin

Schema 5. Fuselalkohole aus der Biosynthese pyruvatogener Aminoséuren.
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COCH

Hooc \% COOH
H

Citrat

O

7—» )ch COOH

Acetaldehyd
Acetolactat

Schema 6. Citrat-Abbau in der malolaktischen Gérung.

zweite wichtige mikrobiologische Prozess bei der
Weinbereitung und gleichzeitig einer der schwierig-
sten [33]. Er wird von Milchsidurebakterien der Gat-
tungen Oenococcus, Lactobacillus, Pediococcus und
Leuconococcus durchgefiihrt. Malolaktische Gérung
ist definiert als die Umwandlung von Apfelsiure in
Milchsédure und Kohlendioxid. Neben der gewtiinsch-
ten ,biologischen” Entsduerung (die zweibasische
Apfelsiure wird in die einbasische Milchsiure iiber-
fiihrt) trigt sie zur mikrobiologischen Stabilitidt des
Weins bei und fiihrt auch zu einer Verdnderung des
Aromaprofils [34].

Milchsédurebakterien sind also auf zwei Wegen an
der Aromaprofilbildung des Weins beteiligt: Durch
heterofermentativen Glucoseabbau, vor allem bei
Weinen, die noch Restzucker enthalten und meist in
einem mikrobiellen Weinverderb enden, und durch
biologischen Apfelsiureabbau, wobei die metabolis-
chen Nebenprodukte meist zu einem positiven
Geruchs- und Geschmacksprofil des Weins beitragen.
Bei der malolaktischen Girung wird nicht nur Apfel-
sdure sondern auch Zitronensdure metabolisiert. Als
eines der wichtigsten Zwischenprodukte tritt dabei das
Diacetyl auf, das als bedeutendster Aromastoff der
malolaktischen Girung angesehen wird. Wenn dessen
Gehalt iiber der Wahrnehmungsschwelle (0,9 mg/L)
liegt, werden dem Wein buttrige oder nussige Aromen
zugeschrieben [35].

I

o TPP o

HOOC)K/ COOH )k COOH

Oxaloacetat

Pyruvat

o)

)kg/ Diacetyl
O OH
o o

Acetoin Butan-2,3-diol

Die Acylgruppen-iibertragenden Eigenschaften des
Thiaminpyrophosphats werden also sowohl bei der
heterofermentativen Milchsduregdrung (im Pento-
sephosphatzyclus) als auch in Nebenreaktionen der bei
der malolaktischen Fermentation eingesetzten Milch-
sdurebakterien (siehe Diacetylbildung beim Zitronen-
sdureabbau, Schema 6) genutzt. Bei der heterofer-
mentavien Milchsduregirung, bekannt als alternativer
Stoffwechselweg beim Glucoseabbau, reagiert Thi-
aminpyrophosphat (TPP) als Coenzym einer Acyl-
transferase (Transketolase — TK) mit Xylulose-5-
phosphat (Schema 7). Das gebildete Addukt, eine an
Thiamin gebundene C,-Einheit, wird auf einen ,,Vie-
rerzucker (Erythrose-4-phosphat) unter Bildung von
Fructose-6-phosphat iibertragen. Diese C;-Einheit, die
man in Analogie zum aktivierten Acetaldehyd auch
als aktivierten Glykolaldehyd bezeichnen kann, spielt
auch in anderen Transketolase-Reaktionen des Pento-
sephosphatcyclus eine wichtige Rolle. Der heterofer-
mentative Zuckerabbau in Milchsdurebakterien hat die
Bildung von weinschidlichen Stoffen zur Folge, allen
voran Essigsdure.

Auch wenn es fiir die Bildung von Essigsdure
andere Ursachen (Essigsdurebakterien, wilde Hefen)
geben kann, ist die hiufigste die durch Milchsédure-
bakterien verursachte. Uberschreitet der Essigsiurege-
halt (praktisch identisch mit fliichtiger S&ure) be-
stimmte Werte (1,08 gL~ bei WeiBwein, 1,2 gL~}
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H;m 0

H,C-OH
C=0
C=0 ~Cc* H__O
0 _ ~c _
HO-CH + HC-OH TPP , Ho-CH
& HC-OH HO-OH HO-OH
HHé_ggo > e HC-OH
2C-OPO; 2 3 H,C-OPO,2

Schema 7. Die Rolle des Thiaminpyrophosphats im Pentosephosphatcyclus.

Mannit

T

Glucose Fructose

Glucose-6-P Fructose-6-P

Erythrose-4-P — Erythrit

/

|

6-P-Gluconat

co,

Ribulose-5-P ——» Xylulose-5-P

Pentosen

\

Essigsdure «—— Acetyl-P <«— Acetyl CoOA —» Acetaldehyd — Ethanol

Glycerinaldehyd-3-P —» Pyruvat —» Milchsédure

Schema 8. Heterofermentative Milchsduregérung durch Oenococcus oeni in Jungwein und Most. Die zu Weinfehler fithrenden

Produkte sind hervorgehoben (Quelle: Lit. [36]).

bei Rotwein), so darf der Wein nicht in Verkehr ge-
bracht werden. Weine mit diesen Essigsdurekonzentra-
tionen sind aber bereits ungeniebar. Eine zusitzliche
Gefahr besteht auch noch durch die Bildung von Ethyl-
acetat, das als Ursache eines weiteren Weinfehlers,
des Losungsmitteltons, verantwortlich ist. Die durch
Essigsdure hervorgerufene Geschmacksbeeinflussung
gehort zu den hédufigsten und folgenschwersten Wein-
fehlern und ist nicht mehr zu beheben. Auch die bei
der heterofermentativen Milchsduregidrung anfallen-
den Nebenprodukte Mannit und Milchséure sind Ur-
sache fiir die haufigen Weinfehler Mannit- bzw. Milch-
sdurestich (Schema 8) [36].

Thiaminpyrophosphat und Acyloinkondensationen

Wie schon weiter oben erwidhnt, bestimmt das
Schicksal des primdren Additionsprodukts ,,aktiver
Aldehyd* die Gesamtaktivitit des ThPP-abhingigen
Enzyms. In Gegenwart eines zweiten Aldehyds oder
anderer Carbonylkomponenten, oder bei Akkumula-
tion von groBen Produktmengen, kann eine C-C-
Bindungskniipfung (Carboligation) stattfinden. Diese
Reaktion liefert chirale 2-Hydroxyketone, die als
vielfiltig verwendbare Synthesebausteine das breite
Interesse an diesen enzymatischen Reaktionen begriin-
deten. In der Tat gehort die enzymatische Synthese der
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Benzaldehyd
Pyruvat

©*(

Tyrosin

Ephedrinsynthese
N

Pyruvat

_.QA@*

Glutaminsaure

» —_—
Acetaldehyd W o

Furfural
Pyruvat

R_o OH
|/

HOQ/\)I;beerketon

Sotolon
(Sherry)

H (Bier)
= —CH20H

w

Schema 10. Durch Thiaminpyrophosphat katalysierte Acyloin-Kondensationen.

Ephedrinvorstufe R-Phenylacetylcarbinol (1-Phenyl-1-
hydroxy-propan-2-on) aus Benzaldehyd (Schema 10)
zu den ersten industriell durchgefiihrten Biotransfor-
mationen [7].

Auch bei der Biosynthese von Aromavorstufen in
Wein und anderen alkoholischen Getrénken spielen
Thiamn-abhingige Carboligasereaktionen eine nicht
unerhebliche Rolle. Wir sind ihnen weiter oben
schon begegnet, z.B. bei der Biosynthese von 2-
Ketoisovalerat und 2-Ketoisocapronat als Vorstufen
der Fuselalkohole Isobutanol und Isoamylalkohol oder
bei der Bildung von Acetoin und Diacetyl wihrend
der Milchsduregirung. In Riesling-Wein wurde ein
weiteres Acyloinkondensationsprodukt bereits 1966
isoliert, aber nicht identifiziert. Dies gelang dann
spater Sakato aus Carignan-Wein, der ihm die Struk-
tur des 3-Hydroxy-4-phenyl-2-butanon zuordnete,
eine Verbindung mit stark blumigem Geruch [37].
Beim Bier wurde 1-(2-Furyl)propan-1,2-diol als
Fermentationsprodukt in Mengen bis zu 135 ppb
nachgewiesen [38]. Es handelt sich dabei um das re-
duzierte Kondensationsprodukt aus aktivem Acetalde-
hyd und dem im Bier reichlich vorhandenen Furfural.
Es bleibt zu kliren, ob etwas Ahnliches in Weinen,
die aus hocherhitzten Mosten hergestellt wurden,
zu finden ist. Letztere bilden beim Erhitzen Spuren
von 5-Hydroxymethylfurfural (HMF), das dann in
analoger Weise zum 1-((5-Hydroxymethyl)-2-furyl)-
1,2-propandiol verstoffwechselt werden konnte. Weit-
ere Aromastoffe, die iiber enzymatische Acyloinkon-

densationen gebildet werden, sind das im Sherry vor-
kommende Sotolon [39], das aus Glutaminsiure iiber
Succinaldehyd gebildet wird, und das ,Himbeerke-
ton* aus Tyrosin [23]. Schema 10 fasst einige der hier
erwihnten Acyloine zusammen.

Schlussbetrachtungen und Ausblick

Die vielseitigen biochemischen Eigenschaften
Thiamin-abhingiger Enzyme als Acylgruppen iiber-
tragende Spezies spielen auch bei der Aromabildung
im Wein und anderen alkoholischen Getrinken eine
wichtige Rolle. Die bei der Weinbereitung einge-
setzten Mikroorganismen (Weinhefen und Milch-
sdurebakterien) weisen bei unterschiedlichen Arten
unterschiedliche Enzym- und damit Genausstattungen
auf, die allein schon bei der Wahl des eingesetzten
Mikroorganismus eine Variation des Aromaprofils er-
moglichen. Grundsitzlich sollte es dann auch moglich
sein, durch gentechnische Verdnderungen die Bildung
von aromawirksamen Verbindungen zu steuern und
Fehlaromen zu vermeiden. Wie der heftig gefiihrte
Glaubenskrieg um die Frage Spontangidrung oder
Reinzuchthefen aber schon zeigt, sind wir von einer
solchen Vorgehensweise noch weit entfernt, zumal
Verbraucher, Erzeuger und Gesetzgeber eindeutig eine
solche Entwicklung ablehnen. Es sollte aber schon
ausreichen, durch Aufkldrung der Genome Riistzeug
fr die Auswahl der geeigneten Mikroorganismen
bereit zu stellen.
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