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Abstract

The subject of this student research project was to create transparency during the production
of Aceto Bsalmico Traditionale. This claim was successfully met during this project. A
vinegar mother from a balsamic traditional vinegar has been grown and used in a modified
and highly accelerated process for producing a balsamic vinegar. The involved
microorganisms have been investigated. Here it was possible to classify microorganisms by
metabolic activity and morphological characteristics in 5 categories. During the process, the
development of the substances involved in the acidogenic fermentation like sugar, ethanol and
acetic acid was investigated with refractometer and enzymatic testkits. Because of measured
values the development of the concentration of the soluted substances while the first
fermentation procedure cycle could be clarified. It turned out that initially a sugar
fermentation phase occurs, which then changes to an acidogenic fermentation. Those phases
occur simultaneously over a certain period of time. Particularly, the focus was to compare
"Poesia" with science. It turned out that the "Poesia" and science are compatible in many
areas. A mother of vinegar which was made from an ABT, shows a much more pronounced
acidogenes fermentation behavior. It was also determined that a spontaneously fermented
grape juice concentrate houses microorganisms that are better adapted to the stressful
environmental conditions of grape juice concentrate than those which are available in pure
culture slide. This shows that the uncontrolled inoclation of the substrate, despite low control,
is justified. It also turned out that the sugar concentration does not bring to a halt to
fermentation of sugar, but the acidogenic femrentation. However, no limits of acidogenic
fermentation could be determined, as these showed no changes until the end of the
experiment. In addition, numerous other data have been generated to explain the actual
fermentation process and the flow arrangements especially in the initial phase of ABT-

making.
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1. Einleitung

1.1 Produktbeschreibung und Zielsetzung

Acteo Balsamico Traditionale ist eine Delikatesse Italiens, von der jeder denkt, er wiirde sie
kennen, denn Aceto Balsamico ist ein Massenprodukt, das schon fiir 2 Euro in jedem Super-
Markt erhiltlich ist. Was jedoch fehlt, ist der Wortanhang Traditionale, welcher dieses
Produkt so einzigartig macht. Es handelt sich hierbei um einen Balsamessig von sehr hoher
Qualitdt. Aceto Balsamico Traditionale (kurz: ABT) ist ein aus konzentriertem Traubenmost
hergestellter Essig, der mindestens 12 Jahre gereift ist. Er ist hochviskos und dhnelt in seinen
rheologischen Eigenschaften dem fliissigen Honig. Der Geschmack unterscheidet sich stark
von normalem Balsamicoessig und ganz besonders vom Tafelessig. Er schmeckt siifilich,
sduerlich, wiirzig und leicht nach Lakritz. Diese Geschmackskomposition ist dullerst intensiv
und sehr anhaltend. So verbleibt der Geschmack mitunter mehrere Minuten in Mund.
Aufgrund seines besonderen Geschmacks und der Intensitit wird der ABT oft als Wiirzmittel
eingesetzt. Er findet Anwendung beim Wiirzen von gegrilltem Gemiise, Parfiimieren von
edlen Meeresfriichten, Marinieren von Génseleber oder beim Glasieren von Entenbrust. Der
Vielfalt der Einsatzmoglichkeiten wiren eigentlich keine Grenzen gesetzt, wenn der Preis
nicht so exorbitant hoch wire. Aufgrund der langen Herstellungsdauer und aufgrund der
Tatsache, dass der ABT als geographisch geschiitztes Produkt nur in den Provinzen Modenna
und Regio Emillia in Italien hergestellt werden darf, gelangen jéhrlich lediglich 10.000 Liter
ABT auf den freien Markt, welche weltweit vertrieben werden. Aufgrund sehr grofer
Nachfrage und des geringen Angebotes entstehen Preise von 70 bis 150 Euro pro 100ml
Flakon.

Eine weitere treibende Kraft, die die Einzigartigkeit des ABT ausmacht ist die ,,Poesia*. Fragt
man einige Essigwinzer, wie sie ihren ABT herstellen und welche Prozesse im Einzelnen
ablaufen, so werden sie vielfiltigste Antworten geben, die wissenschaftlich betrachtet in
ithrem Informationsgehalt fragwiirdig sind. Die ,,Poesia® fiihrt dazu, dass bis heute keine
ausreichende Transparenz in Bezug auf die Herstellung des ABT erreicht wurde. Dies hat
einerseits den Hintergrund, dass die Herstellung in privaten Kreisen stattfindet, von Leuten,
die keine technologische Ausbildung erhalten haben. Andererseits ist die ,,Poesia“ eine Form
des Schutzes vor Nachahmerprodukten. Die Hersteller haben sich in lokalen Konsortien

zusammengeschlossen und sorgen dafiir, dass durch Unwissenheit AuB3enstehender so wenig



Wissen wie moglich iiber den Herstellungsprozess nach auflen gelangt. Weiterhin verzerren
sie Informationen durch Mystifizierung des Produktes.

Ziel dieser Arbeit ist die Schaffung von Transparenz in der Herstellung des ABT und die
Verifizierung der in der Literatur auffindbaren Informationen. Dies geschieht durch eine
nachgestellte, stark beschleunigte ABT-Herstellung im LabormaRstab. Die Leitfragen deren
Beantwortung in dieser Arbeit erfolgen soll, sind mikrobiologischer und technologischer
Natur. Es gilt einen Uberblick driiber zu schaffe, welcher Art jene Mikroorganismen sind, die
in einem Milieu derart hoher Zuckerkonzentration und niedrigem pH-Wert aktive
Stoffwechselprozesse ~ durchfithren  konnen und in welchem  Stadium  des
Herstellungsprozesses ihre Grenzen erreicht sind. Ferner soll gepriift werden, ob diese
Spezialisten auch noch am Ende der Herstellung zumindest in vegetativer Dormanz im
Endprodukt vorhanden sind und somit der ABT zur Anzucht einer neuen Essigmutter
verwendet werden kann. Ebenso gilt es in diesem Projekt den Herstellungsprozess an sich zu
beleuchten und zu ergriinden, zu welchen Zeitpunkten welche Stoffinderungsprozesse
ablaufen und in welcher Intensitit sie ausgeprigt sind. SchlieBlich wird anhand der erhaltenen

Ergebnisse die Ubereinstimmung von ,,Poesia“ und Wissenschaft in Frage gestellt.

1.2 Unterscheidung der Produktkategorien

1.2.1 Aceto Balsamico

Der Unterschied zwischen den Produkten, die sich hinter dem Namen Aceto Balsamico
verbergen, ist kaum jemandem bekannt. Dieser ist jedoch enorm. Man unterscheidet in groben
Ziigen zwischen 3 Produktkategorien. Jene Kategorie, die das hochste Ansehen erhiilt, ist der
Aceto Balsamico Traditionale (D.O.P), welche nur zu exorbitanten Preisen erhiltlich ist.
Deutlich giinstiger, aber dennoch kostenintensiv, ist der Aceto Balsamico di Modena (I1.G.P).

Jener Balsamessig mit dem geringsten Wert ist der Aceto Balsamico. Fiir dieses Produkt gibt
es kein einheitlich vorgeschriebenes Herstellungsverfahren, weshalb er auch aus einer
Vielzahl von Zutaten und Zusatzstoffen hergestellt werden darf. Er wird aus Wasser, Glucose-
Fruktose-Sirup, Rapsol, Salz, Zucker, Traubensaftkonzentrat, Olivendl, Zusatzstoffen wie
Natriumacetat und Verdickungsmitteln, wie Johannesbrotkernmehl hergestellt (Irmscher,
2005). Des Weiteren wird ihm oft ein Teil Aceto Balsamico di Modene 1.G.P. hinzugefiigt,
um das Produkt sensorisch aufzuwerten. Schon aufgrund der Zusammensetzung unterscheidet

er sich deutlich vom ABT oder dem ABM. Dennoch ist er wohl, aufgrund des geringen



Preises und der hohen Verfiigbarkeit die bekannteste Variante Produktgruppe Balsamessig.
Zur Identifizierung des Aceto Balsamico ist die Zutatenliste zu betrachten. Sind die genannten
Stoffe zu lesen, handelt es sich in jedem Fall nicht um eines der hochwertigen Produkte, die

nachfolgend beschrieben sind (Irmscher, 2005).

1.2.2 Acteto Balsamico di Modena (GIP)

Im Gegensatz zum Aceto Balsamico sind eindeutige Regulationen fiir den Aceto Balsamico di
Modena (kurz:ABM) getroffen worden. ABM wird als Hauptzutat aus konzentriertem
Traubenmost hergestellt, welchem Weinessig und Karamell zugesetzt werden diirfen. Das
Gemisch wird einer Reifephase von 60 Tagen in Holzfdssern unterzogen. Aufgrund der
kurzen Reifephase kann dieser eher einfache Prozess in industriellem Mafstab betrieben
werden. Dennoch erzielt der ABM Preise von bis zu 40 Euro pro 100ml. Fiir die Herstellung
des ABM wurde 2009 eine Verordnung erlassen, die dazu dienen sollte, den grof3en
Konkurrenzdruck, der von Nachahmerprodukten ausging, einzudimmen. Ferner ist ABM seit
Sommer 2009 eine gesetzlich geschiitzte Bezeichnung. Es gibt staatlich festgelegte
Bestimmungen dafiir, wann sich ein Balsamessig ABM nennen darf. Anbau, Herstellungs-
und Reifungsprozess unterliegen strengen Kontrollen. Nach bestandener Priifung erhilt das
Produkt das Echtheitssiegel ,,1.G.P.* (,,Indicazioni Geografiche Protette*), was dem deutschen
Zeichen ,,g.g.A.“ (geschiitzte geographische Angabe) entspricht.

Die Produktion der Rohstoffe und die Herstellung des Produktes diirfen seitdem nur noch in
den Provinzen Modene und Regio Emilia stattfinden. Jede Stufe des Herstellungsprozesses
wird vom Anbau der Weintrauben bis zur Abfiillung des ABM durch Kontrolleinrichtungen
tiberwacht und protokolliert. Auch der Herstellungsprozess ist in groben Ziigen geregelt. So
ist vorgeschrieben, dass ABM aus mindestens 20 % eingedicktem und teilvergorenem
Traubenmost hergestellt werden muss, welcher nur aus den Traubensorten Lambruschi,
Sangiovese, Trebbiani, Albana, Ancellotta, Fortana oder Montuni gewonnen wurde.
Zusitzlich muss ein 10 %iger Anteil von mindestens zehn Jahre altem Essig zugefiigt werden.
Nach der Eindickung muss der Most eine Dichte von mindestens 1,240 g/ml bei 20 °C haben.
Des Weiteren ist ein Gesamtsduregehalt von mindestens 8 g/kg und ein Trockenextraktgehalt
von mindestens 55 g/kg vorgeschrieben. Zur Stabilisierung der Farbe konnen dem
Fertigerzeugnis bis zu 2 Vol.-% Karamell zugefiigt werden. Das Zufiigen anderer Stoffe ist
verboten. Die Herstellung von ABM kann durch Verwendung von Bakterienkulturen im

langsamen Orleansverfahren oder mittels Holzspdnen und nachfolgender Veredelung
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erfolgen. Die Veressigung und Veredelung muss jedoch in Holzfassern aus Eiche, Kastanie,
Maulbeere oder Wacholder iiber einen Zeitraum von mindestens 60 Tagen nach
Zusammenstellung der zu verarbeitenden Rohstoffe geschehen. Auf den Verpackungen muss
neben der Bezeichnung ,,Aceto Balsamico di Modena* (ausgeschrieben oder abgekiirzt) in
italienischer Sprache und/oder in der Sprache des Bestimmungslands der Hinweis
»Indicazione Geografica Protetta“ erscheinen. Zu der Bezeichnung ,,Aceto Balsamico di
Modena* diirfen keinerlei weitere Zusitze, als die in dieser Produktspezifikation ausdriicklich
vorgesehenen Zusitze hinzugefiigt werden (Rat zum Schutz von geografischen Angaben und
Ursprungsbezeichnungen, 2006). Die nachfolgende Tabelle zeigt jene Parameter, die im

Rahmen der Qualitétspriifung bestimmt werden und deren einzuhaltende Werte.

Tabelle 1: Vorgeschriebene Parameter des Aceto Balsamico di Modena (GIP) (Rat zum Schutz von
geografischen Angaben und Ursprungsbezeichnungen, 2006)

Parameter Wert

Dichte bei 20°C Mindestens 1,06 g/ml
Alkoholgehalt 1,51n Vol.-%
Sauregehalt Mindestens 6 g/ml
Schwefelanhydrid Hochstens 100 mg/1
Asche Mindestens 2,5%
Netto Trockenextrakt Mindestens 30g/1
Reduzierende Zucker 110g/1

Eigenschaft Attribut

Klarkeit Klar und leuchtend
Farbe Tiefbraun

Geruch Anhaltend, zart, leicht nach Essig, Holznote
Geschmack Siilsauer, ausgewogen
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1.2.3 Acteo Balsamico Traditionale (DOP)

Die kostintensivsten zwei Arten des Balsamessigs sind Aceto Balsamico Traditionale di
Modena und Aceto Balsamico Traditionale di Emillia. Dies sind zwei Produkte, die ebenfalls
nur in den Provinzen Modena und Emilia hergestellt werden diirfen. Der Anhang DOP steht
fiir die italienische geschiitzte Ursprungsbezeichnung ,,Denominazione d’Origine Protetta®
und versichert, dass dieses Produkt laut italienischem Recht nur aus den genannten Regionen
stammen darf. Sie werden nach einem traditionellen Verfahren hergestellt, welches als einzige
Zutat konzentrierten Traubenmost zuldsst. Andere Zusatzstoff und Animpfkulturen sind
verboten. Die Reifezeit betrigt 12, 18(nur ,,-di Emillia®) oder 25 Jahre. Sie werden nur in

zwei charakteristischen Flaschenformen gehandelt, welche nur 100ml fassen.

Abbildung 2: Flcaon des Aceto Balsamico

Abbildung 1: Flcacon des Aceto Balsamico . R
Traditionale die Emilia (Merkle,2002) Traditionale di Modena (Merkle, 2002)

Das Design der Etiketten steht fiir die Reifezeit. So zeigt eine rétliche Aufmachung, dass es
sich um einen 12-jdhrigen ABT handelt, ein silbernes Design steht fiir den iiber 18 Jahre alten
ABT di Emillia. Fiir den 25-jdhrigen ABT steht das goldene Etikett. Jeder Flakon ist
zusitzlich mit einer Serien- und Priifnummer versehen, die die Riickverfolgbarkeit eines jeden
Flakons sicherstellen (Irmscher, 2005). Die Regelungen sind im Vergleich zum ABM deutlich
ungenauer, denn der ABT ist gesetzlich nur als geographisch geschiitztes Produkt
eingetragen. Das heillt er darf zwar nur in den Provinzen Modena und Emillia in Italien
produziert werden, wie er jedoch hergestellt wird, ist im EU-Recht nicht festgelegt. Diese
Kontrolle obliegt den ortsansidssigen Konsortien, die unter strengen Kontrollen die Produktion
des ABT tiiberwachen. So muss der Herstellungsprozess des ABT genau protokolliert werden.
Erst nach einer sensorischen Priifung, die vom Konsortium durchgefiihrt wird, wird
entschieden, ob das Produkt als ABT zugelassen werden darf. Auch die Abfiillung wird vom

Konsortium iibernommen und darf nicht durch den Erzeuger durchgefiihrt werden. Aus
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diesem Grund ist die Integritdt trotz gering geregelter Gesetzeslage gewihrleistet. Die
wenigen vom Konsortium festgelegten Produktparameter, die eingehalten werden miissen,

zeigte Tabelle2.

Tabelle 2: Vorgeschriebene Parameter zum Aceto Balsamico Traditionale (DOP) (Kommission
der europiischen Gemeinschaft: Verordnung, 2009)

Parameter ABTM ABTE
Dichte 1,24 g/ml 1,2g/ml
Essigsduregehalt 4,5¢/100g 5g/100g

2. Stand der Wissenschaft und Technik

2.1 Herstellung des ABT

2.1.1 Prinzip des Herstellungsprozesses

Die Herstellung des originalen ABT findet heute immer noch nach dem traditionellen
Verfahren statt. Dieses hat sich seit Jahrhunderten nicht gedndert und zeichnet sich besonders
durch den extremen Zeitaufwand aus. Die Herstellung von ABT ist in den meisten Fillen eine
Freizeitaktivitit einheimischer Familien. Oft wird er dort in geringen Mengen fiir den
familidren Bedarf erzeugt. Diese Familien hiiten nicht nur den ABT, sondern auch das Wissen
tiber das Herstellungsverfahren, welches teilweise mit deutlichen Unterschieden betrieben
wird. Aus diesem Grunde gelangen die besten Produkte erst gar nicht auf den freien Markt
(Merkle, 2002). Der Herstellungsprozess beginnt mit der Auswahl bestimmter traditioneller
Traubensorten. Ein ABT darf nur als ABT bezeichnet werden, wenn er aus weiflen Trebiano
und Sauvignon Trauben hergestellt wurde, welche eine gute Verwendungsmoglichkeit wegen
des hohen Zuckergehalts und wegen guter Anfilligkeit fiir Hefen und Essigsdurebakterien
aufweisen. So nehmen diese Trauben einen Verwendungsanteil von 80-90% ein. Aber auch
Weinbeeren der roten Lambrusco Trauben diirfen verwendet werden. Diese werden mit einem
Gesamtanteil von 10-20% verwendet (Merkle, 2002).

Die Traubenlese findet erst zwischen September und Oktober statt, sodass hohe
Zuckergehalte von 16-18% erreicht werden konnen. Nach der Ernte werden die Trauben

entrappt und die Beeren schonend gepresst, um das Auspressen von Tanninen und
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Farbpigmenten aus Schalen und Kernen zu vermeiden. Nach dem Pressen wird umgehend die
Cottura durchgefiihrt. Dies muss schnell erfolgen, da enzymatische Brdunungsreaktionen
sonst zu Farb- und Geschmacksfehlern fiihren wiirden. Bei der Cottura wird der Most in
einem offenen Behilter eingekocht. Dieser Verfahrensschritt hat zwei ZweckmaiBigkeiten.
Zum ersten wird der Most durch die lange thermische Behandlung stark pasteurisiert, sodass
keine fermentativen Fremdkeime vom Rohstoff im Substrat verbleiben. Zum zweiten wird der
Wasseranteil stark reduziert, sodass das Gesamtvolumen um 50% - 70% -variiert nach
Hersteller- reduziert wird. Die Cottura findet in groBen Kupfer-oder Inox-Kesseln statt. Die
Temperatur wird zwischen 90-95°C gehalten, damit eine ausreichende Keimreduktion zum
tragen kommt, jedoch keine Karamellisationsreaktionen auftreten, die zu Geschmacksfehlern
fiihren. Wihrend der Cottura werden auch die entstehenden Schiume abgetrennt. Diese
enthalten unerwiinschte Phenole, Proteine und Fremdkorper (Merkle, 2002).

Die Dauer der Cottura liegt meist zwischen 10-24 Stunden. Sie richtet sich nach der
Zuckerkonzentration der Trauben, welcher je nach Erntesaison schwankt. Die Cottura ist
beendet, wenn der gewiinschte Zuckergehalt des Mosts von 28 bis 33% erreicht ist. Nach der
Cottura wird der Most in groBe Glasbehilter gefiillt, in welchen er bis zum Friihjahr gelagert
wird. In dieser Zeit setzen sich die Triibstoffe ab, welche vor der Verwendung angezogen
werden.

Im Frithjahr wird der Most aus den Ballons in das
Botte Madre (Mutterfass) umgefiillt. Das
Mutterfass fasst, je nach Grofle der Acetaia, bis zu
1000 Liter. In diesem Fass beginnt die
Fermentation des im Most enthaltenen Zuckers zu
Alkohol, welcher anschlieend zu Essig oxidiert

wird. Aus diesem Fass heraus werden die Fisser

der Batteria befiillt. Abbildung 3: Beispiel einer Batteria (Reade, 2012)
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Diese Offnung ist mit Leinenstoff abgedeckt, um Staub und Insekten fern zu halten (Reade,
2012).

Die Fiasser der Batteria sind in absteigender Grofle angeordnet. Das grofite Fass hat ein
Fassungsvermogen von 60-75 Litern. Das néchst kleinere hat ein Fassungsvermogen, das je
um 25-30% geringer ist, als das vorherige Fass, sodass das letzte Fass nur noch ein Volumen
von 10-15 Litern fassen kann.

In der Batteria erfiillt jedes Fass eine spezifische Aufgabe. In den ersten Fissern findet die
Acetification statt. Hier wird simultan Zucker durch Hefen zu Alkohol verstoffwechselt und
Alkohol durch Essigsdurebakterien zu Essig oxidiert. In den nédchsten Fissern stellen die
Mikroorganismen ihre Stoffwechseltitigkeiten nach und nach ein. Vermutlich stirbt dabei ein
Grofteil der Mikroorganismenflora ab, besonders die extremophielen Mikroorganismen,
konnten jedoch zumindest in vegetativer Dormanz {iberdauern. Wihrend der Autolyse der
sterbenden Zellen werden Enzyme freigesetzt, die wiederum andere biochemische Prozesse
inititeren. In den letzen Fissern findet nur noch die Alterung und Reifung des ABT statt.
Welche Prozesse jedoch genau durch die Autolyse und die Alterung ablaufen, konnte bisher

nicht wissenschaftlich entschliisselt werden (Reade, 2012).

2.1.2 Tatigkeiten des Essigwinzers wihrend der Acetification

Der Essigwinzer muss lediglich in den kélteren Monaten des Jahres aktive Handlungen
ausfithren. Im Sommer wird es sehr warm in den Acetaias. In dieser Zeit finden die
fermentativen Prozesse der Mikroorganismen statt. Hier sind nur iiberwachende Mafinahmen
notig. Mit sinkenden Temperaturen stellen die Hefen und Essigsdurebakterien ihre
biologische Aktivitit ein. Der Essigwinzer spricht dann von der Ruhezeit. Wihrend dieser
Phase finden Reifeprozesse statt, sowie das Absetzen der Triibstoffe und der entstandenen
Biomasse. Weiterhin werden drei Handlungsschritte ausgefiihrt, die Prelievo, Travaso und
Rincalzo genannt werden (Merkle, 2002).

Preliveo

Unter Preliveo versteht man die Entnahme von maximal 10-20% des fertigen ABT aus dem
letzten Fass der Batteria. Es darf kein groferes Volumen entnommen werden, da sonst die
Qualitdt des ABT des Folgejahres schlechter werden wiirde. Die Abfiillung und Vermarktung
geschieht dann durch das Consorzio, sofern der ABT die Qualitétspriifungen bestanden hat.
Die Entnahme darf erst nach 12 Jahren erfolgen, wenn das Produkt als ABT bezeichnet

werden soll (Merkle, 2002).
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Travaso

Mit Travaso betitelt man das Umfiillen der Fisser. Dieses Umfiillen schliet sich an das
Preliveo an. Dabei wird der Verdunstungsverlust, der iiber den Sommer aufgetreten ist, durch
den Inhalt vorheriger Féasser ausgeglichen. Dieser Vorgang beginnt mit dem letzten Fass der
Batteria, welches mit dem Inhalt des nichst groBeren Fasses wieder aufgefiillt wird. Das
nichst groBere Fass wird wiederum mit dem groBBeren Fass befiillt. Das stetige Ausgleichen
des Verdunstungsverlustes mit ebenfalls bereits konzentriertem Most sorgt dafiir, dass die
Zuckerkonzentration und somit auch der osmotische Druck in der Batteria fortlaufend steigt

(Merkle, 2002).

Rincalzo

Am Ende des Travaso erfolgt das Rincalzo. Hier wird das grote Fass mit dem Inhalt des
bereits erwdhnten Mutterfasses befiillt. Beim Travaso und der Rincalzo ist es wichtig, dass die
Fiasser nur zu 75%  aufgefiillt werden, um optimale Verdunstungs- und

Fermentationsbedingungen zu schaffen (Merkle, 2002).

2.1.3 ,,Poesia‘*“

Das Problem, das der wissenschaftlichen Darstellung der Herstellung des ABT entgegensteht,
ist die ,,Poesia“. So wird die Herstellung des ABT durch die Essigwinzer gezielt so
dargestellt, als wiirde es sich hier um einen Prozess handeln, der auf iibernatiirliche Weise
geschieht, die durch Wissenschaft nicht erkldrt werden kann. Da sich in dieser Beziehung alle
erfahrenen Essigwinzer einig sind, ist es kaum moglich, als AuBenstehender zwischen
Tatsachen und ,,Poesia* zu unterscheiden. Dazu kommt die ausgesprochene Heterogenitiit,
mit der die Essigwinzer ihr eigenes Herstellungsverfahren darstellen. Dies beginnt schon mit
der Cottura. So schwanken die Angaben zur Temperaturfithrung zwischen 80 und 100°C.
Auch die Zeit, die fiir die Cottura aufgewendet wird schwankt scheinbar zwischen 12 und 48
Stunden. Einige Winzer lassen den eingekochten Traubenmost wenige Monate ruhen, anderer
wiederum bis zu 2 Jahren. Diese Heterogenitit in der Herstellung bezieht sich ebenso auf die
Reihenfolge der verwendeten Holzarten, die Anzahl der verwendeten Féasser und Mengen an
zu entnehmendem ABT aus dem kleinsten Fass. Einige Essigwinzer behaupten sogar, dass
alle Tatigkeiten nur an einem Freitag oder Dienstag nach Vollmond ausgefiihrt werden
diirfen. Ebenso ist die gingige Aussage fraglich, dass in den Regionen, wo ABT hergestellt
wird, ganz besondere Mikroorganismen in der Luft vorhanden sind, die dann den Most

animpfen. Es ist nicht moglich, ein einheitliches Verfahren darzustellen, denn all diese

16



unterschiedlichen Verfahren kommen tatsdchlich zum Einsatz. Deshalb besitzen auch die
fertigen ABT unterschiedliche Produkteigenschaften. Diese kiinstliche Verzerrung der
Herstellung hat aber den Vorteil, dass ein solches Produkt das Interesse der Konsumenten

weckt. Die ,,Poesia“ ist also ein dullerst wirkungsvolles Marketinginstrument (Merkle, 2002).

2.1.4 Komplikationen bei der Herstellung von ABT

Die Herstellung des ABT dauert 12-25 Jahre. In dieser Zeit kann es zu einer Vielzahl von
Komplikationen kommen, deshalb muss der Essigwinzer stets den Verlauf der Acetifikation
iiberwachen. Es miissen regelmiBig UberwachungsmaBnahmen durchgefiihrt werden, um
sicher zu stellen, dass die Mikroorganismen nicht inaktiviert wurden. Auch die
Umgebungstemperatur in der Acetaia spielt eine grole Rolle. So kann es bei zu hohen
Temperaturen zum Absterben der Mikroorganismen oder einer zu stark ausgeprigten
Verdunstung kommen, die zum  Auskristallisieren des Zuckers fiihrt. Die
UberwachungsmaBnahmen beinhalten auch die Schidlingsiiberwachung. Die vorkommenden
Schidlinge konnen Schimmelpilze, unerwiinschte Fremdhefen, Essigfliegen und deren
Maden, sowie Fadenwiirmer sein. Diese Schéddlinge konnen Fehlgeschmicker hervorrufen
oder gar den gesamten ABT verzehrsunfihig machen. Vor allem aber wird die Entwicklung
von Zucker-, Ethanol- und Essigsdurekonzentration in jedem Fass tiberpriift. Bei
Abweichungen von Normkonzentrationen kann der Essigwinzer eingreifen, indem er bei der
Travaso einen Verschnitt mit anderen Batterias durchfiihrt, die gegenteilig eine Uber- oder
Unterkonzentration aufweisen. Somit kann der Winzer beide ABT's durch Verschnitt
ausgleichen (Reade, 2012).

Ein weiteres Problem stellt der eingekochte Most selbst dar. Dieser Most hat einen extrem
hohen Gehalt an Zucker, was in einigen Féllen dazu fiihrt, dass die Fermentation nicht wie
erwartet stattfindet. In solchen Fillen wird dem Most ein in Girung befindlicher Weinessig
hinzugefiihrt, was laut Consortio eigentlich nicht erlaubt ist, jedoch trotzdem oft gemacht
wird (Reade, 2012).

Auch die Fisser konnen zu fehlerhaften Produkten fithren, indem durch schadhaftes Holz
Stoffe in den ABT gelangen, die zu Fehlgeschmack und Fehltonen fiihren. Ebenso kann es in
sehr warmen Sommern zu einer zu starken Verdunstung kommen. Diese kann einerseits dazu
fiihren, dass der Most so stark konzentriert wird, das die Mikroorganismen absterben oder
dass die Essigmutter, die sich an der Oberfliche befindet, mit absinkendem

Fliissigkeitsspiegel an der Innenwandung hingen bleibt und dort vertrocknet oder sich auf ihr
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Schimmelpilze bilden. In solchen Fillen muss der in Reifung befindliche ATB abgezogen und
das Fass einer griindlichen Reinigung unterzogen werden. Ebenso konnen auch die
Essigsdurebakterien selbst die gebildete Essigsdure zu CO, und Wasser verstoffwechseln.

Man spricht dann von Uberoxidation (Reade, 2012).

2.1.5 Einfluss der Fisser auf den ABT

Die Funktionsfahigkeit der Fasser ist von essentieller Bedeutung fiir die Herstellung des ABT.
Dazu gehort auch eine akribische Vorbereitung, wenn ein neues Fass in Betrieb genommen
werden soll. Zuerst wird das Fass mit Wasser gefiillt, damit das Holz quellen kann. Sollten
dabei Risse oder Leckstellen auftreten, ist ein Fassbinder mit der Reparatur zu beauftragen. Ist
diese VorsichtsmaBBnahme erfolgreich abgeschlossen, muss das Fass fiir die ABT-Produktion
vorbereitet werden. Dazu wird das Fass mit starkem nicht pasteurisierten Essig befiillt, der
mehr als 6% Essigsiure enthilt. Dieser verweilt dann 6 Monate im neuen Fass. AnschlieBend
wird das Fass mit einer 1:1 Mixtur aus starkem Essig und auf 33% reduzierten Most gefiillt.
Diese Mixtur verweilt weitere 6 Monate im Fass. Erst wenn diese Prozedur abgeschlossen ist,
kann das Fass zur Herstellung von ATB genutzt werden (Reade, 2012).

In den Féssern kann der zukiinftige ABT atmen, das heift, dass das Wasser durch die Poren
des Holzes diffundieren und verdunsten kann. Die Menge des verdunstenden Wassers richtet
sich nach der Art des Holzes. Es gibt porose Holzer, wie Kastanie, Maulbeere und Esche, die
die Verdunstung stark fordern und wiederum andere Holzarten, wie Wacholder, in denen nur
geringe Mengen Wasser entweichen.

Beziiglich der verwendeten Holzarten gibt es keine vorgeschriebenen Richtlinien. Die Art des
Holzes, aus welchem das Fass besteht und zu welchem Zeitpunkt es eingesetzt wird, hat
jedoch groBlen Einfluss auf die Eigenschaften des Endproduktes. Mit welchem System diese
Fasser eingesetzt werden variiert stark und ist meist das charakteristische Geheimnis der
einzelnen Vinzer. Die meist verwendeten Holzer sind Eiche (quercia), Kastanie (castagno),
Maulbeere (mora), Wacholder (ginepro), Kirsche (ciliegia), Esche (frassino), und Robinie
(robinia). Des Weiteren hat die Auswahl der Holzart einen essentiellen Einfluss auf das
spatere Aroma und die Farbe des ABT. So sorgt ein Fass aus Wacholderholz fiir einen sehr
kriaftigen Geschmack, wihrend Kirschholz eine charakteristische Siiinote hervorbringt (Read,

2012).
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2.1.6 Die Acetaia

Ein GroBer Teil der gesamten ATB-Produktion geschieht durch private Kleinhersteller, diese
besitzen kleine Acetaias auf ihren Dachbdden. Diese Dachbdden sind stark von den
Jahreszeiten beeinflusst, sodass der ATB im Sommer heilen Temperaturen bis zu 60°C und
im Winter Temperaturen unter Null ausgesetzt ist. Die Temperaturschwankungen haben eine
wichtige Funktion. Im Sommer findet bei hohen Temperaturen die Essigsdureproduktion
durch die Essigsdurebakterien statt. Im Winter dagegen tritt eine Ruhephase ein, die der
Kldarung des Produktes dient. Diese Phasen sind wichtig fiir die Ausbildung des
charakteristischen Aromas. Die Dachbdden zeichnen sich zusitzlich durch eine gute
Luftzirkulation aus, die dafiir sorgt, dass ausreichend Sauerstoff fiir die Fermentation
vorhanden ist. Eine hohe Luftfeuchtigkeit ist jedoch nicht erwiinscht, weshalb in den meisten
Acetaias Luftentfeuchter zu finden sind. Dies soll die Bildung von Schimmel vermeiden

(Merkle, 2002).

2.2 Beteiligte Mikroorganismen

2.2.1 Fermentation durch undefinierte Mischkulturen

Der ABT ist ein fermentiertes Produkt. Bei seiner Herstellung spielen Mikroorganismen also
die tragende Rolle. Aufgrund dessen, dass sich die Fertigprodukte je nach Hersteller auch aus
mikrobiologischer Sicht stark unterscheiden, ist es nicht moglich klar zu definieren, welche
Mikroorganismen tatsidchlich die tragende Rolle bei der Produktion des ABT spielen. Bisher
ist klar, dass es sich nicht um eine monoseptische Fermentation handelt. Dies ist weder bei
den Ethanol bildenden Mikroorganismen, noch bei den Sédure bildenden Mikroorganismen der
Fall. Da unterschiedliche Mischkulturen bei verschiedenen Herstellern zu finden waren ist die
Aussage iiber die Wichtigkeit der einzelnen Organismen noch schwerer zu treffen. Es ist
zudem wabhrscheinlich, dass es sich nicht um einen Leitkeim handelt, der durchgehend eine
tragende Rolle spielt, sondern, dass je nach Verdnderung der Milieubedingungen im Produkt
sich auch der dominante Mikroorganismus dndert. Bis heute konnte keine einheitliche Kultur
fiir die Produktion eines einheitlichen Produktes isoliert werden (Giudici, 2008).

Dies stilnde jedoch auch nicht im Interesse der Hersteller, denn gerade aufgrund der
variierenden Eigenschaften der Produkte, kann jeder Hersteller ein einzigartiges Produkt
kreieren (Reade, 2012).

Fest steht jedoch, dass die beteiligten Mikroorganismen in Ethanol bildende

Mikroorganismen und Sédure bildende Mikroorganismen einzuteilen sind. Aufgrund der
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extremen Milieubedingungen, die sich durch einen hohen Zucker- und Siduregehalt
auszeichnen, konnen hier vermutlich nur extremophile Mikroorganismen iiberleben. Die
beiden beteiligten Familien sind grundsitzlich in Saccharomycetaceae und Acetobacteriaceae

einzuteilen.

2.2.2 Saccharomycetaceae

Die Einordnung der Saccharomycetaceae beruht vorwiegend auf phinotypischen Merkmalen,
wie Zellteilung, Sprossung, Bildung von Hyphen, generativer und asexueller Vermehrung,
dem Nachweis biochemischer Merkmale und dem Wachstum auf bestimmten C- und N-
Quellen (Baumgart, 2009). Im ABT wurden die Gattungen Saccharomyces,
Zygosaccharomyces, Candida und Hanseniaspora nachgewiesen. Die Gattungen sind
ubiquitdr zu finden und haben sich an eine Vielzahl von Habitaten angepasst, welche sich
durch Anwesenheit von Kohlehydratquellen auszeichnen. Zahlreiche Arten dieser Gattungen
zeichnen sich durch stark ausgepridgte Toleranzen aus. Die Gattung Saccharomyces ist sehr
gut an das Milieu ABT angepasst. Erst bei der Unterschreitung der Grenzwerte jener
Parameter, die in der folgenden Tabelle aufgefiihrt sind, zeigt sich eine Hemmung oder
Inaktivierung. Da nur wenige Werte fiir andere Arten bekannt sind, werden hier beispielhaft

die Daten von Saccaromyces Sereisiae, die fiir den ABT relevant sind, angegeben.

Tabelle 3: Grenzwerte fiir Stoffwechselaktivitit von Saccaromyces cerevisiae (Baumgart, 2009)

Parameter Grenzwert
Zuckerkonzentration >50 Gew.-%
pH-Wert 1,5-2,5
Essigsdurekonzentration 10g/1
Ethanolkonzentration 20 Vol.-%

Die Gattung Zygosaccharomyces ist ein bekannter Schidling in der Lebensmittelindustrie,
der jedoch wihrend der ABT-Herstellung erwiinscht ist. Diese Gattung ist auch unter
extremen Bedingungen zur Vermehrung fihig. Z. bailii und rouxxi gehdren mit zu jenen
Mikroorganismen die das hochste Mafl an Osmotoleranz und Halotoleranz ausgebildet haben,
das bekannt ist. Sie sind sehr tolerant gegen hohe Zuckerkonzentrationen. So ist bei 50-
60%iger Zuckerkonzentration noch Wachstums moglich. Auch hohe Alkoholkonzentrationen
von bis zu 18% fithren nicht zur Abtotung. Auch bei einem pH-Wert von 1,8 findet

Vermehrung statt. Somit ist diese Mikroorganismengattung dazu in der Lage in einem
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extremen Medium wie dem ABT zu iiberleben (Solieri et al., 2005). Die Gattung Candida ist
dagegen weit weniger tolerant gegen die extremen Milieubedingungen des ABT. Mit einer
aW-Wertgrenze von 0,9-0,95 und einer unteren pH Wertgrenze von 4,5 kann dieser
Mikroorganimus nur in der Anfangsphase des Herstellungsprozesses iiberleben (Baumgart,
2009). Die Mikroorganismenarten die bisher mithilfe der PCR im ABT nachgewiesen wurden
lauten:  candida  stellata,  haseniaspora  valbyensis,  saccharomyces  cerevisiae,
zygosaccaromyces bailii, zygosaccaromyces bisporus, zygosaccaromyces mellis und

zygosaccaromyces rouxxi (Solieri et al., 2005).

2.2.3 Acetobacteriaceae

Der zweite beteiligte Familienstamm sind die Acetobacteriaceae. Bei ihnen handelt es sich
um gramnegative, obligat aerobe, stibchenformige und oft bewegliche Bakterien. Der
optimale pH-Wert fiir diese Mikroorganismen liegt meist im sauren Bereich, oft zwischen 5,3
bis 6,3. Einige wachsen noch bei erheblich niedrigeren pH-Werten. Mitglieder dieser Familie
sind auch als Essigsdurebakterien bekannt. Sie gewinnen Energie durch die Oxidation von
Ethanol zu Essigsidure. Einige Gattungen, wie z.B. Acetobacter, konnen mit Hilfe von
Enzymen des Citratzyklus (Zitronensdusrezyklus) Essigsdure weiter zu Kohlendioxid und
Wasser abbauen. Andere, wie zum Beispiel Gluconobacter, sind mangels entsprechender
Enzyme dazu nicht in der Lage. In der Natur kommen Essigsdurebakterien iiberall da vor, wo
Hefen Zucker oder pflanzliche Kohlenhydrate zu Ethanol vergiren. Sie bilden wihrend des
Wachstums eine Kahmhaut auf der Oberfldche, wo die Sauerstoffversorgung gewihrleistet ist
(Baumgart, 2009).

Als Mitglieder der Familie der Acetobacteriaceae wurden acetobacter pasteurians,
acetobacter aceti, acetobacter malorum, gluconobakter europans im ABT mithilfe der PCR

identifiziert (Solieri, 2005).
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2.3 Einfiihrung in die biochemischen Prozesse bei der Essigherstellung

2.3.1 Orleansverfahren

Die ABT-Produktion geschieht im traditionellen Orleansverfahren. Dabei bildet sich auf der
Fliissigkeitsoberfldache eine Kahmhaut, welche einen Biofilm aus aeroben Essigsdurebakterien
darstellt. Dieser Biofilm wandelt den in der Fliissigkeit unter der Kahmhaut gelosten Alkohol
in Essigsdure um. Simultan findet im unteren Teil des Gefélles ein weiterer Prozess statt.
Durch die aerobe Aktivitit der Essigsdurebakterien gelangt kein Sauerstoff in die unteren
Regionen des Gefilles. Hier liegt also ein anaerobes Milieu vor. Hier vergéren die fakultativ
anaeroben Saccharomycetaceae den in der Fliissigkeit gelosten Zucker zu Ethanol, welcher
wiederum die Essigsdurebakterien speist. Tatsdchlich finden aufgrund der polyseptischen
Mikroorganismenpopulation eine Vielzahl von Stoffwechselaktivititen statt. Die
mengenmifBig dominanten Stoffwechselprozesse sind hier die Glucosegirung, Fructosegirung
und Essigsduregirung. Als Emersverfahren ist das Orleansverfahren in seiner Produktivitit
stark veraltet und findet meist nur noch Anwendung bei traditionellen Produkten (San Chiang

Tan, 2005)

2.3.2 Die Alkoholische Géirung

Der Sinn der alkoholischen Girung ist, wie in der Atmungskette, die Synthese von ATP. Da
Sauerstoff als terminaler Elektronenakzeptor fehlt, lduft hier ein alternativer Stoffwechselweg
ab. Dieser beginnt mit der Glykolyse, wobei ein Molekiill D-Glucose zu zwei Molekiilen
Pyruvat umgesetzt wird. Da es sich hier um eine exotherme Reaktion handelt, kann ein Teil
der frei werdenden Energie zur Synthese von zwei Molekiilen Adenosintriphosphat (ATP) aus
zwei Molekiilen Adenosindiphosphat (ADP) und zwei Phosphatresten (P;) verwendet werden.
Dieser Vorgang wird Substratkettenphosphorylierung genannt. Zusitzlich werden zwei
Molekiile NAD" (Nicotinamidadenindinukleotid), welches als Coenzym fungiert, zu zwei
Molekiilen NADH," reduziert. In diesem Stadium ist der Prozess der Energiegewinnung
abgeschlossen. NAD" ist jedoch hier der limitierende Faktor und muss regeneriert werden,
damit die Glykolyse erneut ablaufen kann. Die folgenden Schritte dienen nur der NAD"-
Regeneration. (Beyer, 2009)

Von jedem Molekiil Pyruvat wird ein Molekiill Kohlenstoffdioxid durch das Enzym

Pyruvatdecarboxylase abgespalten. Das in diesem Schritt entstehende Acetaldehyd ist fiir den
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Organismus sehr toxisch und wird im folgenden Schritt durch Alkoholdehydrogenase weiter
umgesetzt. Dieses Enzym enthilt als Zentralatom ein Zinkion (Zn*"), welches die
Carbonylgruppe am Acetaldehyd polarisiert. Dadurch konnen zwei Elektronen und ein Proton
vom NADH+H" auf das Acetaldehyd iibertragen werden, wodurch es zu Ethanol reduziert
und NAD" regeneriert wird. (Beyer, 2009)

Die Netto-Reaktionsgleichung lautet:

CeH1506 +2 ADP +2 P; — 2 C,H;0H + 2 CO; + 2 ATP + 2 H30
(Beyer, 2009)

2.3.3 Fructosegirung

Fructose kann iiber zwei Wege in die Glykolyse eingespeist werden. Auf dem ersten Weg
wird ein Molekiil D-Fructose mithilfe des Enzyms Hexokinase phosphoriliert und damit in die
Glykolyse eingeschleust. Die Folgereaktionen sind dieselben, wie die im Punkt 2.4.1
Beschriebenen.

Auf dem zweiten Weg wird die Fructose zuerst durch das Enzym Fructokinase zu Fruktose-1-
Phosphat umgesetzt. Dieses wird anschlieBend durch Fruktose-1-Phosphataldolase zu
Dihydroxyacetonphosphat dissimiliert. Dieser Stoff wir dann im iiblichen Weg der Glykolyse
verwendet (Beyer, 2009). Die meisten Hefestimme sind zur Fructosegidrung in der Lage. Ist
jedoch Glucose als C-Quelle vorhanden, wird diese bevorzugt. Eine Ausnahme stellen die

Zygosaccharomycesstimme dar (Read, 2012).

2.3.4 Aerobe acidogene Fermentation

Die aerobe acidogene Fermentation ist allgemein als Essigsiduregirung bekannt. Da es jedoch
einen externen Elektronenakzeptor (O,) gibt, ist der Begriff der Géarung hier nicht korrekt. Bei
dieser Form der Fermentation handelt es sich um eine von Mikroorganismen durchgefiihrte
enzymkatalysierte Oxidation von Ethanol zu Essigsidure, welche im aeroben Milieu abliuft.
Diese exotherme Reaktion dient den Mikroorganismen der Energiegewinnung zur Synthese
von ATP. Zu Beginn wird Ethanol dehydriert, wobei Acetaldehyd entsteht. Die
Wasserstoffabspaltung erfolgt enzymatisch durch Alkohol-Dehydrogenase. Das Coenzym ist
nicht, wie bei der Glycolyse NAD", sondern Pyrrolo-chinolin-chinon. Bei der Reaktion bildet
sich PQQH+H". Wie NAD" hat PQQ die Funktion eines Oxidationsmittels. Da es in der Zelle
nur begrenzt vorhanden ist, muss es ebenfalls regeneriert werden. Dies geschieht mit

Sauerstoff als terminalen Elektronenakzeptor unter Mitwirkung von Enzymen der

23



Atmungskette. Das entstandene Acetaldehyd wird mit Wasser hydratisiert und anschliefend
durch Aldehydehydrogenase nochmals dehydriert. Es entsteht Essigsdure. Auch hier wirkt
wieder PQQ als Oxidationsmittel (Wiechoczek, 2005).

Die Gesamtreaktionsgleichung der Essigsdurebildung lautet:

CH;3-CH,OH + O, + 2 (ADP + P; )

> CH3-COOH + H,0 + 2 (ATP + H,O)

Aus einem Molekiil Ethanol entsteht also ein Molekiil Essigséure.

2.4 Vegetative Dormanz im ABT

Aufgrund der Tatsache, dass der fertige ABT einen sehr hohen Zuckergehalt hat, der
potentiell als Substrat fiir weiteres mikrobiologisches Wachstum dienen konnte, ist die
Vermutung naheliegend, dass die Mikroorganismen in Verlauf der sich veridndernden
Milieubedingungen ihre Stoffwechselaktivitdt einstellen. Aufgrund des stetig steigenden
Zuckergehaltes und der steigenden Essigsdurekonzentration stirbt demnach ein groBer Teil
der enthaltnen Mikroorganismen ab. Der iiberlebende Teil wiirde dann in eine vegetative
Dormanz verfallen. In diesem Ruhezustand findet keine DNA-Replikation und auch keine
Zellteilung statt. Der gesamte Stoffwechsel ist auf ein Minimum reduziert und ist lediglich
darauf ausgerichtet, das Uberleben der Zelle zu gewihrleisten. Dies beinhaltet die Regulation
des intrazelluliren pH-Wertes, des osmotischen Druckes und die Erhaltung der
Funktionsfdhigkeit der Zellmembran. Dieser Zustand ist in der Natur weit verbreitet, da
generell natiirliche Habitate meist suboptimale Milieubedingungen aufweisen, welche sich
meist durch mangelhafte Nihrstoffquellen oder durch Anreicherung von hemmenden
Stoffwechselprodukten auszeichnen. Kommt es jedoch zur Verbesserung der
Milieubedingungen, so wird der Stoffwechsel wieder aktiviert. Die Zellen gehen in die Lag-
Phase iiber, in der Schidden repariert werden und der Stoffwechsel aktiviert wird. Die Dauer
dieser Phase richtet sich nach Art des Organismus und Schwere der Schiaden. AnschlieBend
erfolgt die Log-Phase, die sich durch besonders starke Vermehrung und Stoffwechselaktivitit
auszeichnet (Steinbiichel, 2003).
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2.5 Nihrmedien

2.5.1 Fliissige Niahrmedien

Nihrmedien werden in der Lebensmittelmikrobiologie in vielféltigster Form mit
verschiedensten Absichten angewendet. Meist sind Nihrmedien so hergestellt, dass ein
Mikroorganismus oder eine Gruppe von Mikroorganismen gesondert kultiviert werden
konnen. Fiir die vorliegende Thematik sind fliissige und feste Selektivmedien von Bedeutung.
Fliissige Ndhrmedien werden meist zur Revitalisierung und Anreicherung von Kulturen
verwendet. Da im ABT nur tote und subletal geschddigte Mikroorganismen vermutet werden,
ist eine Revitalisierung durchzufiihren. Es ist also notig, eine ABT-Probe in eine Nihrlosung
zu geben, die eine Matrix bietet, die den Optimalbedingungen der enthaltenen
Mikroorganismen entspricht. Der Sinn ist es, den im ABT vorhandenen Stress zu beseitigen
um ein erneutes Wachstum zu initiieren. Die Auswahl der Bestandteile des Ndahrmediums ist
von entscheidender Bedeutung fiir den Anreicherungserfolg. Mikroorganismen haben
unterschiedliche Anspriiche an die sie umgebenden Substrate. So konnen Kohlenhydrate,
Sauren oder Alkohole bendtigt werden. Auch die essentiellen Inhaltstoffe, wie Mineralstoffe
und Spurenelemente miissen in ausreichender Menge vorhanden sein. Sind nicht ausreichend
Informationen iiber die enthaltene Flora gegeben, ist es sinnvoll, Komplexmedien zu nutzen.
Diese enthalten eine Vielzahl verschiedener Néhrsubstrate und Néhrstoffe, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass die Anforderungen der Mikroorganismen erfiillt sind (Klein,

2007).

2.5.2 Feste Medien

Um den Erfolg der Anreicherung mit fliissigen Ndhrmedien zu iiberpriifen, konnen feste
Nihrmedien zum Finsatz gebracht werden. Sie zeichnen sich ebenfalls durch optimale
Wachstumsbedingungen fiir den entsprechenden Organismus aus. Der Unterschied zu
fliissigen Nihrmedien ist hier die Zugabe von Agar-Agar. Dadurch werden die
Mikroorganismen auf der Agarplatte immobilisiert. Jeder Mikroorganismus, der auf der Platte
wichst, erzeugt durch Vermehrung eine Kolonie, die mit dem Auge sichtbar wird. So ist
durch Einberechnung der Verdiinnungsstufe sowohl die Keimzahl der Ausgangslosung
bestimmbar, als auch erkennbar, ob die Mikroorganismen vorhanden sind. Selektive
Néhrmedien erlauben zusitzlich eine Differenzierung. Die Berechnung der Keimzahl erfolgt
iiber den gewichteten Mittelwert der gebildeten Kolonien auf den Platten mit anschlielender

Berechnung der Kolonie bildenden Einheiten pro Milliliter. Die folgende Formel zeigt die
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Berechnung der Keimzahl bei einer 6-fachen Verdiinnungsreihe. Nicht auszihlbare Platten

entfallen bei der Berechnung (Klein, 2007).

K, #10'+K, 10" + K, ¥10° + K, #10° + K, #10° + K *10° _
6

KbE ml = 10

K,= gezihlte Kolonien auf der Platte der entsprechenden Verdiinnungsstufe.

Sabouraud-Agar

Sabouraud-Agar dient dem Nachweis von Hefen und Schimmelpilzen. Er enthilt als
Nihrstoffquelle Pepton und als Nihrsubstrat Dextrose. Er gehort aufgrund des hohen
Glucosegehaltes von 4% und der niedrigen pH-Wertes, welcher meist bei 5,6 liegt, zu den
Selektivmedien. Durch weitere Zugabe von Hemmstoffen, wie Chloramphenicol kann die
Selektivitit erhoht werden (Klein, 2007).

Da gerade die Hefen, also die Saccaromycetaceae, im ABT in grofer Vielfalt vermutet

werden, konnte dies ein geeigneter Ndhrboden sein, um diese Keime zu kultivieren.
Kreideagar

Kreide-Agar ist ein festes Nahrmedium, mit dem Siure bildende Mikroorganismen spezifisch
nachgewiesen weder konnen. Als Nihrsubstrate sind Ethanol und Glucose gegeben. Der
Nihrstoffbedarf wird durch das enthaltene Hefeextrakt gedeckt. Von besonderer Bedeutung
ist die Zugabe von Calciumcarbonat. Wird wihrend der Ausbildung einer Kolonie ein
transparenter Hof gebildet, so kann die sichere Aussagen getroffen werden, dass es sich um
einen Sdure bildenden Organismus handelt. Da die meisten Hefen als Ethanol bildende
Mikroorganismen eine hohe Toleranz gegeniiber diesen Stoffes haben und Glucose als C-
Quelle nutzen konnen, sind auch sie in der Lage auf diesem Nédhrmedium zu wachsen.
Deshalb ist Kreideagar ein optimales festes Medium, um beide Stamme zu kultivieren (Janke,

1945).
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2.6 Verfahren zur Bestimmung der Konzentration der Stoffwechselprodukte

2.6.1 Photometrische Bestimmung der Essigsdurekonzentration

Der photometrischen Bestimmung der Essigsdurekonzentration liegt eine enzymbkatalysierte
Abbaureaktion zugrunde, bei der NADH," gebildet wird, welches in seiner Konzentration
proportional zur Essigsdurekonzentration ist. Die enzymkatalysierte Reaktion gliedert sich in
drei Schritte. Im ersten Schritt wird Essigsdure durch Zugabe von ATP und Coenzym A in
Anwesenheit des Enzyms Acetyl-CoA-Synthetase zu Acetyl-CoA umgesetzt. Dieses
wiederum wird im zweiten Schritt mit Oxalacetat und Wasser durch das Enzym
Citratsynthase zu Citrat umgesetzt. Das fiir diese Reaktion benotigte Oxalacetat wird in einer
Sekundirreaktion aus L-Maltat und NAD" in Anwesendheit des Enzyms L-Maltat-
Dehydrogenase gebildet. Bei dieser Reaktion liegt ein Gleichgewicht vor, was dazu fiihrt,
dass je nach dem, wie viel Oxalacetat umgesetzt wird, entsprechend die Konzentration an
NADH," steigt. Anhand der NADH," Konzentration, welche mit einem Photometer bei 340
nm indirekt bestimmt werden kann, ist die Berechnung der Essigsdurekonzentration moglich

(Biopharm, 2014)

2.6.2 Photometrische Bestimmung der Alkoholkonzentration

Der photometrischen Bestimmung der FEthanolkonzentration liegt ebenfalls eine
enzymkatalysierte Abbaureaktion zugrunde, bei der NADH," gebildet wird, welches in seiner
Konzentration proportional zur Ethanolkonzentration ist. Ethanol wird durch NAD" in
Gegenwart des Enzyms Alkohol-Dehydrogenase zu Acetaldehy oxidiert. Diese
Gleichgewichtsreaktion ist zur Seite von Ethanol und NAD" gerichtet. Im alkalischen Milieu
und durch weiteres Umsetzen des Acetaldehyds zu Essigsdure durch das Enzym Aldehyd-
Dehydrogenase wird das Gleichgewicht auf die Seite von Acetaldehyd und NADH,"
verschoben, sodass das Ethanol vollstindig umgesetzt werden kann. Das bei der ersten
Reaktion entstechende NADH," dient als proportionale MessgroBe zur Bestimmung der
Ethanolkonzentration. Uber den Extinktionswert bei 340nm ldsst sich die

Ethanolkonzentration bestimmen (Biopharm, 2014)
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3. Material

Herstellung des Balsamessigs

Als Orignimal Probe wurde ein Aceto Balsamico Traditionale di Modena verwendet.

Herkunft: Acetaia Malpighi, Siegelnummer: A 153954.
Zur Anreicherung der Mikroorganismen im ABT und als L
Rohstoff fiir die Versuche wurde roter Traubendirektsaft der
Albi GmbH & Co. KG genutzt. Vino Rosse D’Italia (11,5
Vol.%) der Tavernello GmbH wurde ebenfalls zur
Anreicherung eingesetzt. Reines FEthanol und reine
Essigsdure wurden aus dem Laborbestand verwendet.

Die Durchfiihrung der Cottura erfolgte mit einem Satzkocher
IFF TCH. 91/033 in einem 201 Edelstahlbehilter. Die

Vorvergirung erfolgte in 51 Glasbehidltern, welche mit Abbildung 5: Aceto Balsamico

Traditionale di Modena als

Gihrrohrchen versehen wurden, in einer Wiarmekammer. Die .
Probematerial

Beimpfung der gesteuerten Vorvergidrung erfolgte mit saccharomyces cerevisiae S-189 als
Trockenpriparat der Saftlager GmbH. Die Acetifikation fand in skalierten
Kunststoffbehiltern statt. Zur gesteuerten Acetifikation wurde mit Essigmutter der Paul

Arauner GmbH & Co. KG (Charge:H13) angeimpft.

Bestimmung Prozess begleitender Parameter

Die Bestimmung der Zuckerkonzentration wéihrend der Cottura und wihrend der
Fermentation erfolgte durch refraktometrische Messungen mit einem Kiible Master
Refraktometer. Die Bestimmung der Trockensubstanz erfolgte mithilfe des Moisture
Analysers Sartorius MA 40. Die pH-Wert-Messungen erfolgten mit einem pH-Meter WTW
pH 330i. Die photometrische Bestimmung der Ethanolkonzentration wurde mit einem
Ethanol-UV-Testkit der Firma Biopharm (Charge: 14869300) durchgefiihrt. Die
Konzentrationsbestimmung der Essigsdaure wurde mittels Essigsdure-UV-Testkit von
Biopharm (Charge:1478000) bestimmt. Die photometrische Messung wurde jeweils in einem

Photometer Thermo Spectronic Genesys 20 durchgefiihrt.
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Mikrobiologische Untersuchungen

Zur Herstellung der Agar-Platten wurde Sabouraud-Glucose Agar als Fertigprdparat der
Firma Carl Roth GmbH bezogen (Charge 322189891). Der Kreide-Agar wurde aus den
folgenden Reagenzien hergestellt: D+-Glucose wasserfrei Carl Roth GmbH (Charge:
122184280), Hefeextrakt Oxoid (Charge: 80847), Agar-Agar Carl Roth GmbH (Charge:
40789919), Calciumcarbonat Sigma Aldrich. Die Inkubation erfolgte in einem Brutschrank.

Die morphologische Untersuchung erfolgte mit einem Nicon Eclipse E200 Labormikroskop.

Kleingeriite
Im Allgemeinen wurden Kleingerite, wie Messpipetten, Bechergldser, Petrischalen,
Eppendorfgefile, Kiivetten (1,5 ml), Reagenzgliser, Plattenauszidhlgerit, Drigalski-Spartel,

Drehtisch, Schiittler, Bunsenbrenner, Riihrfisch, Heizplatte, Messzylinder verwendet.

4. Methoden

4.1. Anreicherung der iiberlebenden Mikroorganismen im ABT

Die grundlegende Hypothese war, dass im ABT Mikroorganismen, zumindest in vegetativer
Dormanz, zu finden sind, die durch Uberfiihrung einer ABT-Probe in ein Ndhrmedium mit
idealer Milieueigenschaften wieder in die vegetatvie Form iberfiihrt und anschlieend
angereichert werden konnen. Da es sich bei Bestitigung dieser Hypothese um Mischkultur
handeln wiirde, deren ideales Nihrmedium nicht bekannt war, wurde Traubensaft mit
biologischer Konzentration verwendet, da dieser in Bezug auf Sdure und osmotischen Druck
deutlich geringeren Stress auf die enthaltenen Mikroorganismen ausiiben wiirde, als der ABT.
1 Liter dieses Traubendirektsaftes wurde in ein Becherglas gefiillt. Unter stetigem Riihren
wurde der Traubensaft mit einer Heizplatte auf 90°C erhitzt und fiir 15 Minuten temperiert,
um das Risiko der Fremdverkeimung mit anderen Organismen zu minimieren. Der
Verdunstungsverlust von 150ml wurde mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Anschliefend
wurde der Traubensaft auf Zimmertemperatur gekiihlt. Da die optimalen Bedingungen in
Bezug auf Substratquellen nicht bekannt waren, wurden nachfolgend 3 Testreihen angesetzt.
Sie unterschieden sich in der Zugabe von 96%igem Alkohol, Glucose und Essigsdure in
unterschiedlichen Konzentrationen. Dies hatte den Hintergrund, dass zumindest eines der

Medien auf optimale Anreicherungsbedingungen eingestellt werden wiirde, um die
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Anreicherung der Mikroorganismen zu gewihrleisten. Bei der Herstellung der drei Testreihen
wurden die Suplimente in Reagenzgliser gegeben und anschlieend mit dem vorbehandelten
Traubendirektsaft auf 9,5 ml aufgefiillt. Des Weiteren wurden 0,5ml unverdiinntem ABT
zugegeben und das Reagenzglas mit einem Deckel verschlossen. Es erfolgt eine starke
Durchmischung mittels Schiittler, da der ABT aufgrund der hohen Viskositidt sehr schlecht
16slich ist. Es schloss sich die Inkubation bei 30° im Brutschrank an.

Tabelle 4 zeigt, welche Mengen Ethanol dem entsprechenden Reagenzglas appliziert wurden

und welche Alkoholgehalte sich draus ergaben.

Tabelle 4: Testreihe mit Zugabe von Alkohol

Alkoholreihe Al A2 A3 A4 AS
Zugabe von Ethanol
96 Vol.% in ml 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Alkoholgehalt der
Losung in Vol.%

0,192 0,288 0,384 0,48 0,576

Tabelle 5 zeigt die zugegebene Menge an reiner Essigsdure und die dadurch entstehenden

Essigsduregehilter.

Tabelle 5: Testreihe mit Zugabe von Essigsiure

Essigsiurereihe El E2 E3 E4 ES
Zugabe von

Essig(100%) in ml 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Essigsduregehalt  in

g/ml 0,1005 [0,2010 0,3015 0,4020 0,5025

Tabelle 6 zeigt die Mengen an Glucose, die dem entsprechenden Reagenzglas zugegeben
wurden. Bei der Berechnung der entstehenden Zuckergehalte wurde der bereits enthaltene

Zucker im Direktsaft addiert.

Tabelle 6: Testreihe mit Zugabe von Glucose

Glucosereihe G1 G2 G3 G4 G5 G6
Glucosezugabe in g 0 2 2.5 3 3,5 4
Zuckergehalt 1,6 3,6 4,1 4,6 5,1 5,6
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4.2 Uberpriifung des Anreicherungserfolges

Zur Uberpriifung, ob Wachstum in den entsprechenden Reagenzglisern stattgefunden hat,
wurden 0,Iml Probe aus jedem Reagenzglas entnommen und auf dem Néhrmedium
Sabouraud-Agar ausgestrichen. Dies erfolgte nach 2, 5 und 10 Tagen Bebriitungszeit der
Reagenzglasproben. Die Petrischalen wurden wiederum fiir 5 Tage im Brutschrank bei 30°C
inkubiert. Dieser Test war rein qualitativ. Hier war von Interesse, ob Wachstum feststellbar
ist. Es wurde demnach keine Verdiinnungsreihe angestellt.

Zusitzlich wurde Kreide-Agar als weiteres Ndhrmedium zum Einsatz gebracht. Neben den
gebildeten Kolonien war hier auch von Bedeutung, ob transparente Vorhofe gebildet werden,
die auf Sdurebildner hinweisen wiirden. Da in den Vorversuchen der Sabouraud-Agar im
Fokus stand, wurde je Testreithe eine Probe ausgestrichen, um zu testen, in wie fern
Wachstum auf diesem Nihrmedium stattfindet. Die folgende faktorielle Matrix zeigt die

variierenden Parameter des Plattenausstrichs.

Tabelle 7: Variationsparameter beim Plattenausstrich

Probe Inkubationszeit | Agarl Agar2 Verdiinnung
ABT- 2,5, 10 Sabouraud-Agar Kreide-Agar 1:10
Verdiinnungsreihe 1:100

1:1000
Alkoholreihe 2,5,10 Sabouraud-Agar | Kreide-Agar | Keine
Essigsiurereihe 2,5,10 Sabouraud-Agar | Kreide-Agar | Keine
Zuckerreihe 2,5,10 Sabouraud-Agar Kreide-Agar Keine

4.3 Mikroskopie der gewachsenen Kolonien

Um die morphologischen Eigenschaften der in Form von Kolonien herangewachsenen
Mikroorganismen zu ermitteln, wurden die Kolonien unter dem Mikroskop betrachtet. Dazu
wurden Kolonien gleicher optischer Eigenschaften, das heift gleicher Farbe und Form
mithilfe der flachen Seite eines Spartels vorsichtig abgetragen, ohne dass dabei der Agar mit
abgetragen wurde. Diese Biomasse wurde anschlieBend zusammen mit 50ul destilliertem
Wasser in ein Becherglas gegeben und dort stark dispergiert. Die entstehende Suspension
diente als Mikroskopiermaterial. Von der Suspension wurden 10 pl auf einen Objekttriger
gegeben und anschlieBend mit einem Deckgldschen ausgebreitet. Es schloss sich die

Mikroskopie bei 1000-facher Vergréerung an.
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4.4 Vorvergiarung

Mit diesem Verfahrensschritt wurde die Cottura und die Lagerung iiber den Zeitraum bis zur
Zufiihrung des Traubenmostes in den Herstellungsprozess des ABT imitiert. 18 Liter
Traubendirektsaft wurden in einem entsprechend groflen Edelstahlbehilter iiber drei Stunden
thermisch reduziert. Dabei erhohte sich der Zuckergehalt, welcher eingangs 175g/1
(17,5°Brix) betrug, auf 310g/1 (31°Brix). Die Uberwachung des Zuckergehaltes erfolgt mittels
Handrefraktometer. Da Zucker der Hauptinhaltsstoff von Traubensaft ist, kann der
Zuckergehalt direkt von °Brix in g/l umgerechnet werden. AnschlieBend wurde der
konzentrierte Most iiber Nacht auf 30 °C abgekiihlt. Nach einer ausreichenden Abkiihlung
wurde der Most in Girballons abgefiillt. Die Gérballons hatten ein Fiillvolumen von 5 Litern.
Diese wurden jedoch nur mit 2 Litern gefiillt, um zu vermeiden, dass durch Schaumbildung
das Substrat nach auflen gelangt und somit die Gefahr einer Produktkontamination bestiinde.
Die Animpfung geschah mit 4 g saccharomyces cerevisiae in Granulatform pro Liter
konzentriertem Most. Dieses starke Uberdosieren ;
sollte eine schnelle Girung gewdhrleisten. Die
Girbehilter wurden anschliefend mit
Gummistopfen verschlossen, welche vorher in
heiBem Wasser erweicht wurden. An den

Gummistopfen wurden anschlieend Girrohrchen

angebracht. Somit konnte das bei der Girung

Abbildung 6: Apparatur der Vorvergiarung
gebildete CO2 entweichen. Das Girrohrchen wurde mit einer mit Zitronensidure versetzten

Wasserlosung befiillt. Somit war der Girballon vor Fremdverkeimung geschiitzt, jedoch
konnte mit dem Uberdruck das CO2 entweichen. Die Girung fand in der Wirmekammer bei
32°C statt. Abbildung 1 zeigt die fertig aufgestellten Girbehilter in der Wiarmekammer. Jener
Girbehilter, der im Vordergrund zu sehen ist, stellt den Vinifikationsversuch dar. Dieser
Girballon wurde nicht mit Hefekultur beimpft, um die Hypothese zu verifizieren, dass ein

ABT, ohne Steuerung der Fermentation durch Zugabe von Kulturen, hergestellt werden kann.
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4.5 Herstellung einer Essigmutter aus ABT

Die in den Vorversuchen verwendeten Reagenzglédser
wurden 3 Wochen bei 30°C inkubiert. Aufgrund der
durchgefiihrten Plattenausstriche (Siehe Punkt 5.1)
konnte beobachtet werden, dass in dieser Zeit die
Keimzahl in den Reagenzglidsern zunahm. Damit war

der Anreicherungsversuch erfolgreich. Die nach den

Vorversuchen  iiberschiissige  Teilmenge  aller

Abbildung 7: ABT Essigmutter
Reagenzgldser wurde in einem 21 Becherglas vereint. Als Ndhrmedium wurden 300ml

Rotwein und 400 ml Traubendirektsaft hinzugegeben. AnschlieBend wurde das Becherglas
mit Cellulosefaser abgedeckt und bei 30°C bebriitet. Es erfolgte eine Anreicherung fiir
weitere 3 Wochen. Im Anschluss wurde die entstandene ABT-Essigmutter mit den nun
regenerierten Mikroorganismen aus dem Aceto Balsamico Traditionale genutzt, um die

folgenden Versuchsansitze zu beimpfen.

4.6 Herstellung einer Essigmutter aus konventionellen Essigsdurebakterien

Um die Stoffwechselleistung der aus dem ABT [
gewonnenen Essigmutter mit einer
Reinzuchtessigmutter zu vergleichen, wurde als
Vergleichsbasis eine aus dem Handel bezogene
Reinzuchtessigmutter zum Einsatz gebracht. Diese
Essigmutter war sofort einsatzbereit und bendtigte

keine weitere Vorbehandlung. Sie wird im

Folgenden als Arauner-Essigmutter bezeichnet. Abbildung 8: Versuchsstiinde unterschiedlicher

Zusammensetzung
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4.7 Nachstellung der ABT-Produktion

In der folgenden Versuchsphase wurden das Rincalzo und das Travaso nachvollzogen. Die
Versuche gliederten sich in 6 Versuchsstinde, die sich entweder durch die zugegebenen
Animpfkulturen oder durch das Travasomaterial unterschieden. Jeder Versuchsstand wurde
mit 600ml Fliissigkeit befiillt welche sie aus Essigmutterimpfkultur und dem zu oxidierendem
Substrat zusammensetzte. Zuerst wurden die Gefdlle mit Substrat gefiillt, dann wurde die
Essigmutter tropfenweise auf die Fliissigkeitsoberfldache pipettiert. Aufgrund der begrenzt zur
Verfiigung stehenden Zeit und musste der Herstellungsprozess stark beschleunigt werden.
Deshalb fand die Acetifikation, wie die Vorvergirung in der Wiarmekammer bei 30°C statt.
Um auch die Verdunstung zu beschleunigen fand die Fermentation in offenen Behiltern statt.
Die Frequenz der nachgestellten Travaso war bei allen Versuchen gleich und betrug 7 Tage.
Dieser Vorgang erstreckte sich iiber 3 Wochen. Hintergrund war es, zu ergriinden, ob durch
Beimpfung von vergorenem Traubensaftkonzentrat mit der hergestellten ABT-Essigmutter
der iibliche Prozess der Acetifikation initiiert werden kann. Dies wiirde die Ausbildung einer
Kahmhaut und die Umwandlung des Alkohols in Essigsdure beinhalten. Weiterhin galt es die
Stoffwechselleistung der ABT-Essigmutter mit der Leistung der konventionellen Essigmutter
zu vergleichen. Besonders stand dabei die Entwicklung der Stoffwechselleistung bei sich
erhohendem Stress durch zunehmende Zucker- und Essigsdurekonzentration im Fokus, um
mogliche Unterschiede festzustellen, die die Hypothese bestétigen, dass eine Mischkultur aus
dem ABT andere spezielle Eigenschaften zeigt, die sie der konventionellen Essigmutter
gegeniiber als iiberlegen manifestieren. Neben dem Variationsparameter Essigmutter wurde
auch das Traubenmostkonzentrat variiert. So galt es zu verifizieren, ob eine spontane Gérung,
wie sie im Originalverfahren angewendet wird, einer gesteuerten Girung aufgrund einer
anderen Mikroorganismenflora in Bezug auf die sich #dndernden Milieubedingungen
iiberlegen sein konnte. Jede Versuchsvariante wurde mit einem Referenzversuchstand
begleitet, der sich dadurch auszeichnete, dass das Travasomaterial nicht aus weiterem
vergorenem Substrat bestand, sondern aus destilliertem Wasser. Damit wurde der Verlauf
einer Fermentation untersucht, die in einem Milieu stattfindet, das keine Aufkonzentrierung
der gelosten Stoffe erfihrt. Am Tag der Travaso wurde also eine Konzentration eingestellt,
die, wenn kein mikrobiologischer Abbau aufgetreten wire, der Eingangskonzentration gleich
wire. Weiterhin zeichnete sich die Zugabe von destilliertem Wasser dadurch aus, dass der
Inhalt der Fermentationsgefdlle nicht durch das Travasomaterial in Bezug auf Ethanol und

Zuckerkonzentration beeinflusst wurde. Im Prinzip handelt es sich bei diesen Versuchen also
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um eine normale Weinessigherstellung, deren Verdunstungsverlust aufgefiillt wird. Tabelle 8

stellte die Eigenschaften dar, in denen sich die 6 Versuchsstinde unterschieden.

Tabelle 8: Variierende Parameter der Versuchsstinde

Versuch | Impfkultur erste Fiillung Travasomaterial

1 ABT-Essigmutter spontan vergorenes Konzentrat | spontan vergorenes
100ml 500ml Konzentrat

2 ABT-Essigmutter spontan vergorenes Konzentrat | destilliertes Wasser
100ml 500ml

3 ABT-Essigmutter gesteuert vergorenes Konzentrat | destilliertes Wasser
100ml 500ml

4 ABT-Essigmutter gesteuert vergorenes Konzentrat | gesteuert  vergorenes
100ml 500ml Konzentrat

5 konventionelle gesteuert vergorenes Konzentrat | destilliertes Wasser
Essigmutter 4ml 600ml

6 konventionelle gesteuert vergorenes Konzentrat | gesteuert ~ vergorenes
Essigmutter 4ml 600ml Konzentrat
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4.8 Prozessbegleitenden Untersuchungen

4.8.1 Probenziehung

Alle 3 Tage wurden Proben mit einem Volumen von 5 ml gezogen. Die Probenziehung wurde
ca. 2 cm unterhalb der Fliissigkeitsoberflache ausgefiihrt. Sowohl das Probenmaterial, als
auch alle Ausgangsmaterialien wurden einer chemisch-physikalischen Analyse unterzogen.
Hintergrund war die Betrachtung der Verdnderung aller wesentlichen Attribute der
Materialien, um Vergleiche moglich zu machen. Es wurden die Parameter pH-Wert,

Ethanolkonzentration, Essigsdurekonzentration, Zucker und Trockenmasse bestimmt.

4.8.2 Plattenausstriche

Zu  Anfang, Mitte und Ende der Versuchsphase wurden nach dem
Oberflichenausstrichverfahren  mikrobiologische = Untersuchungen auf  Kreide-Agar
durchgefiihrt (siehe dazu 4.2). Hintergrund war es einen Uberblick iiber die mikrobiologische
Flora zu erhalten und zu erfahren, wie sch die Keimzahl der einzelnen Versuche iiber die
Versuchsphase entwickelt. Von Bedeutung war ebenfalls eine grobe Einordnung der
enthaltenen Mikroorganismen nach Saurebildungsverhalten und Erscheinungsbild der
Kolonien. Anhand dieser Untersuchung sollte auch geklirt werden, wie viele verschiedene

Mikroorganismenfamilien in den Ansitzen zu finden sind.

4.8.3 Chemisch-physikalische Untersuchungen

Die Untersuchung der Materialien auf den pH-Wert erfolgte durch Eintauchen eines mobilen
pH-Meters in die Probengefi3e zur Bestimmung des pH-Wertes, durch Aufgabe von ca. 0,6g
Probe auf ein Sample-Pad des  Moisture-Analysers zur  Ermittlung  des
Trockensubstanzgehaltes und durch Aufgabe einer geringen Probenmenge auf das Prisma
eines Refraktometers zur Bestimmung der Brixgrade. Die Bestimmung der Trockenmasse und
die refraktometrische Bestimmung des Zuckergehaltes unterscheiden sich im
Informationsgehalt kaum, da Zucker die mengenméalig dominierende Substanz ist. Jedoch
kann durch Benutzung zweier Methoden zur Bestimmung eines Parameters die Richtigkeit
der Messung bekriftigt werden. Ferner diente die Trockensubstanzbestimmung dazu, die

Verzerrung der Ergebnisse der Refraktometrie durch enthaltenes Ethanol auszugleichen.
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4.8.4 Enzymatische Analysen

Alkoholgehalt

Die Entwicklung der Ethanolkonzentration wurde mit dem enzymatischen Ethanoltestkit
durchgefiihrt. Dieser Test wird unwirksam, wenn die Ethanolkonzentration zu hoch wird, da
dann die anschlieBende photometrische Messung nicht mehr auswertbar ist. Deshalb muss vor
der Durchfithrung des Tests eine Verdiinnung erfolgen, die sich nach der vermuteten
Ethanolkonzentration richtet. Welches Verdiinnungsverhiltnis erforderlich ist, gibt die
folgende Tabelle an. Je nach Versuchsstand wurden Verdiinnungen von 1:100 oder 1:1000
vorgenommen. Dazu wurden je 0,1ml/ 0,01ml Probe mit 9,9ml/ 9,99ml destilliertem Wasser

verdiinnt.

Tabelle 9: Verdiinnungsstufen des Ethanoltests

Geschitzte Menge Verdiinnung Verdiinnungsfaktor
Ethanol [g/1] mit A.dest. F

<006g |- 1

0,06g-0,6g 9 10

0,6g-6,0g 99 100

6g-60g 999 1000

>60g 9999 10000

Zu jeder Bestimmungsreihe wurden Kiivetten mit der jeweiligen Probe und einem Leerwert
mit destilliertem Wasser gemessen. Zur Durchfiihrung der optischen Messung wurden
Kiivetten mit 1 ml des Reaktionsgemisches 2 (enthdlt NAD" und Aldehydehydrogenase in
Natriumdiphosphatpuffer) und 0,033ml Probe befiillt. Nach anschlieBendem Riihren und 3
Minuten Wartezeit wurde die erste Extinktion bei 340 nm gemessen. AnschlieBend erfolgte
die Zugabe der Suspension 3 (enthdlt Alkoholdehydrogenase) mit einem Volumen von
0,017ml. Nach einer 15-miniitigen Wartezeit wurde die zweite Extinktion bei 340 nm
durchgefiihrt. Die Messung des Leerwertes wurde analog durchgefiihrt, jedoch wurden anstatt

der 0,33 ml Probe 0,033 ml destilliertes Wasser zugegeben.
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Die Etahnolkonzentration wird mit den folgenden Formeln berechnet:

L aE=(Ey—Ey),,.~(Es—E1),...

2 cn VMG NE[e11]
gxd v+ 251000
3. A=cx* F

4. Avora=A*0,1267

E= Extinktionswert bei 340 nm

V =Testvolumen [ml]

v = Probevolumen

MG = Molekulargewicht

d = Schichtdicke

¢ = Extinktionskoeffizient von NADPH

AE= Differenzbetrag der Extinktions-
messungen

A= Ethanolgehalt der Probe [g/I]

F= Verdiinnungsfaktor
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Essigsiaurebestimmung

Auch vor der Essigsdurebestimmung musste eine Verdiinnung vorgenommen werden. Die
Hohe der Verdiinnung richtete sich nach der geschitzten enthaltenen Menge an Essigséure.
Die Proben bis zum 7. Fermentationstag wurden auf eine 10-fach-Verdiinnung eingestellt.
Alle Proben, deren Ziehung zu einem spiteren Zeitpunkt erfolgte, wurden 100-fach verdiinnt.

Es wurde je 1ml/ 0,1ml Probe mit 9ml/ 9,9ml destilliertem Wasser verdiinnt.

Tabelle 10: Verdiinnungsstufen des Acetattests

geschitzte Menge Verdiinnung Verdiinnungsfaktor
Essigsdure [g/1] mit dest. Wasser F

<0,15¢ |- 1

0,15-1,5g 1+9 10

1,5-15g 1+99 100

>15¢g 14999 1000

Zur enzymatischen Bestimmung wurden 0,333ml Losung 1 (enthélt Triethanolaminpuffer,
Apfelsidure und Magnesiumchlorid), 0,066ml Losung 2 (enthilt ATP und NAD"); 0,033ml
Probe (bzw. dest. Wasser); und 0,633ml destilliertes Wasser in eine Kiivette gegeben.
AnschlieBend wurde die erste Messung bei 340nm durchgefiihrt, um damit den
Extinktionswert Ey zu ermitteln. AnschlieBend wurde Suspension 3 (enthélt L-Maltat-
Dehydrogenase und Citratsynthase) mit einem Applikationsvolumen von 0,0033ml
zugegeben. Nach ausreichender Durchmischung mit einem Plastikspartel wurde eine
Reaktionszeit von 3 Minuten abgewartet und anschlieBend die zweite Extinktion E; bei
340nm gemessen. AnschlieBend wurden 0,0066ml Losung 4 (enthilt Acetyl-CoA-Synthetase)
zugegeben. Es erfolgte eine weitere Reaktionszeit von 10-15 Minuten mit der abschlieBenden
Messung bei 340nm, um E; zu erhalten. Die Berechnung der Konzentration ergibt sich aus

folgender Formel.

( EI_EO);W}{ (Ez—EO) _( El_EO)i, V = Testvolumen [ml]

(—r v = Probevolumen
EZ_EO Probe

Er—Eo)...... MG = Molekulargewicht
d = Schichtdicke

L AE=|:(E2_E))PW[N‘_

* € =  Extinktionskoeffizient  von
e * AE[g /1]
exd+y*2+1000 NADPH
AE = Differenzbetrag der beiden
3.S=cxF Extinktionsmessungen

S= Essigsiduregehalt der Probe [g/1]

F= Verdiinnungsfaktor
4. Bgew.%=S5%0,995
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5. Ergebnisse der mikrobiologischen und fermentativen Untersuchungen

5.1 Anreicherung der Mikroorganismen aus dem ABT

Zur Uberfiihrung jener Mikroorganismen, deren Anwesenheit im ABT vermutet wurde, war
eine Bebriitungszeit von 10 Tagen notig. Tabelle 11 zeigt, dass die Uberpriifungen der
Zellzahlentwicklung nach 2 und 5 Tagen ergaben, dass nur wenige Mikroorganismen mittels
Sabouraud-Agar in den Anzuchtmedien nachzuweisen waren. Erst nach einer Bebriitungszeit
von 10 Tagen konnte eine signifikant erhohte Zelldichte beobachtet werden. Deutlich zu
sehen ist, dass die Anzuchtmedien deren Variationsparameter die Verdiinnungsstufe des ABT,
die Konzentration von Essigsidure oder die Konzentration von Glucose waren, eine deutliche
Zunahme der Zelldichte zeigten. Dies war bei der mit Alkohol versetzten Testreihe jedoch
nicht der Fall. Grundsitzlich ist bei den angesetzten Testreihen jedoch eine Tendenz zur
Anreicherung zu erkennen. In Bezug auf die Morphologie der auf Sabouraud-Agar gebildeten
Kolonien ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Anzuchtmedien. Sie konnten optisch
in 4 verschiedene Kategorien eingeteilt werden. Zum einen wuchsen grof3flichige wei3-crem-

farbene und gelb-briunliche Kolonien, zum anderen wuchsen sehr kleine rote und gelbe

Kolonien, die ein deutlich langsameres Wachstum zeigten.

Abbildung 9: 4 gebildete Kolonieformen auf Sabouraud-Agar

Auf den Kreide-Agar-Platten war ein deutlich stirkeres Wachstum zu beobachten, als es bei
den Sabouraud-Agar-Platten der Fall war. Das Erscheinungsbild der gebildeten Kolonien
unterschied sich zwischen Kreide-Agar und Sabouraud-Agar jedoch nicht. Auf allen
ausgestrichenen Platten war nach 5 Tagen Bebriitungszeit der Reagenzglasproben das
Wachstum eines Bakterienrasens zu sehen. Besonders bei dem Ausstrich von Probe G2 wurde
gut erkennbar, dass sich ein transparenter Vorhof bildete, der auf Sdurebildner hinwies (siehe
dazu Tabelle 12). Auch die Alkoholreihe zeigte hier ein deutliches Wachstum. Es ergab sich,

dass sowohl Sdurebildner - mit Vorhof - wuchsen und jene Organismen, die keine Sdure
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bildeten -ohne Vorhof-. Da das Wachstum der angeziichteten Mikroorganismen auf dem

Kreide-Agar deutlich stirker als auf Sabouraud-Agar geférdert wurde und zusitzlich eine

Diskriminierung der Stoffwechselaktivitit moglich war, wurde bei den weiteren Platten-

Ausstrichen auf den Sabouraud-Agar verzichtet.

Tabelle 11: Wachstum auf Sabouraud-Agar-Platten

Probe 2 Tage 5 Tage 10 Tage
ABT 10" 1 Einzelne Kolonien Rasen
ABT 10~ 0 Einzelne Kolonien Rasen
ABT 10~ 0 Einzelne Kolonien Rasen
Al 0 1 Rasenring
A2 0 0 0
A3 0 0 0
A4 0 0 0
AS 0 0 0
El 0 0 Rasen
E2 0 Rasenring Rasenring
E3 0 3 Rasenring
E4 0 2 3
ES 0 2 Rasen
Gl 0 0 Rasenring
G2 0 0 Rasenring
G3 0 0 2
G4 0 0 4
G5 0 0 0
G6 0 0 Rsen

!

0 Einzelne Kolonien Rasenring Rasen

41



Tabelle 12: Wachstum auf Kreide-Agar-Platten

Probe 10 Tage
Balsamico 10~ Rasen
A2 Rasen
E2 Rasen
G/Z?2 Rasen

5.2 Prozessbegleitende mikrobiologische Untersuchungen
Zur quantitativen und qualitativen Uberpriifung der Entwicklung der Mikroorganismenflora

in den verschiedenen Versuchsstinden wurden nach 7, 14 und 21 Tagen Probenziehungen mit

anschlieBendem Oberfldchenausstrich auf Kreide-Agar-Platten durchgefiihrt. Bereits der erste

Plattenausstrich zeigte, dass die Zelldichte jener Versuchsstinde, die mit spontan vergorenem

Traubensaftkonzentrat angesetzt wurden, deutlich grofer war, als die Zelldichte jener

Versuchsstinde, die mit kontrolliert vergorenem Konzentrat angesetzt wurden. Die

Ergebnisse der Plattenausstriche gibt Tabelle 13 wieder. Die erwartete Abnahme der Zellzahl

durch Anreicherung von Stoffwechselprodukten und Steigen der Zuckerkonzentration blieb

jedoch aus.

Tabelle 13: Prozessbegleitende Keimzahlbestimmungen

Versuchsstand | KbE nach 7 Tagen KbE nach 14 Tagen | KbE nach 21 Tagen
1 2,18%10° 5,44%107 4,38%107
2 1,46%107 3,38%10° 2,21%10°
3 7,15%107 2,26%10° 1,94%10°
4 8,23%107 6,61%107 5,99%10”
5 3,53*%107 4,23%10°° 4,01¥107
6 5,11%107 3,64*%10° 1,82%10°

42




Des Weiteren zeigten die Platten, dass die dominante Mikroorganismengruppe die
Saurebildner waren. Lediglich vereinzelt wuchsen auf den Platten Kolonien, die keinen
Vorhof ausbildeten. Dabei wurden zwei unterschiedliche Formen der Koloniebildung
festgestellt. Zum einen wurden grofBflichige weille Kolonien gebildet, die in unregelmiBiger
Form an Bliiten erinnerten und einen Durchmesser von 5-10mm aufwiesen. Zum anderen
wurden rotlich-braune Kolonien mit einem Durchmesser von 3-6mm gebildet. Die
Sdurebildner  traten in 3
verschiedenen Erscheinungs-
bildern und mit sehr heterogener

Haufigkeit auf. Der dominante

Mikroorganismus bildete weil3-

creme-farbene Kolonien aus. Sie

Abbildung 10: Hauptkeim der nachgestellten ABT-Herstellung

bildeten einen Vorhof, der einen
Durchmesser hatte der circa doppelt so gro3 war, wie der Durchmesser der Kolonie selbst.
Nach 3 Tagen Inkubationszeit waren diese Kolonien mit 1-4 mm Durchmesser gut sichtbar.
Zu einer Vorhofbildung kam es erst bei hoheren Verdiinnungsstufen. Bei zu grofBer
Kolonienzahl wurden sie nicht ausgebildet.

Der zweite Mikroorganismus bildete rote Kolonien aus, welche deutlich langsamer wuchsen
und einen Durchmesser von 0,5-Imm aufwiesen. Sie wurden erst nach 5-7 Tagen
Inkubationszeit sichtbar. Der gebildete Vorhof war im Verhéltnis zur Koloniegrofle deutlich
groBer, als jener des erstgenannten Mikroorganismus™ und betrug das 4 bis 7-fache des
Koloniedurchmessers. Mengenméifig stand dieser Mikroorganismus an zweiter Stelle. So
bildete er nur vereinzelte Kolonien aus.

Jener Mikroorganismus mit der geringsten Wachstumswahrscheinlichkeit bildete weil3-gelbe
Kolonien von 0,5- 0,8mm aus. Der gebildete Vorhof dagegen war deutlich grofer, als jener
aller anderen Kolonien und betrug ca. das 20-fache des Koloniedurchmessers. Letztlich
wurden anhand von Plattenausstrichen 5 verschiedene Kolonieformen und somit 5

verschiedene Mikroorganismenarten detektiert. Diese werden in Tabelle 14 wiedergegeben.

Tabelle 14: Ubersicht der gebildeten Kolonieformen

Organismus Grofe (in mm) Farbe Séurebildner?
1 5-10 weil Nein

2 3-6 rotlich-braun Nein

3 1-4 weill-crem Ja

4 0,5-2 rot Ja

5 0,5-0,8 weil-gelb Ja
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5.3 Morphologische Untersuchungen mithilfe der Mikroskopie

Durch Betrachtung der in Suspension gebrachten
Kolonien konnten die Mikroorganismen als Zellen
betrachtet werden. Dadurch konnte neben dem
Erscheinungsbild als Kolonie und der
Stoffwechselleistung auch die Morphologie der
einzelnen Zellen zur weiteren Differenzierung
herangezogen werden. Die gro3en dunklen Kolonien
des Organismus 1 erschienen unter dem Mikroskop
iiberwiegend als kokkenférmige

dunkle Mikroorganismen.

Organismus 2, der grofle weile Kolonien bildete,
erschien  unter dem = Mikroskop  ebenfalls
kokkenférmig. In Bezug auf GroBe und Form
konnten diese beiden Organismen nicht unterschieden
werden. Im Vergleich zu den 3 anderen
Mikroorganismen unterschieden sie sich jedoch
deutlich, da die Zellgroe deutlich geringer war und
die Zelldichte deutlich hoher.

Organismus 3, welcher den dominanten Organismus
aller Versuchsansitze, welche mit ABT-Essigmutter
angeimpft wurden, darstellte, zeigte sich unter dem
Mikroskop ellipsenformig. Es ist zu sehen, dass die
Zellen bei gleichem Okular im Vergleich zu den oben
beschriebenen Mikroorganismen deutlich groBer sind

und in ihrer GroBe stark schwanken.

e £
/- 1 +f ..{
' £ e A

Abbildung 11: Organismus 1

Abbildung 12: Organismus 2

Abbildung 13: Organismus 3
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Organismus 4, welcher kleine rote Kolonien bildete, erschien unter dem Mikroskop
stibchenformig. Es ist zu sehen, dass auch diese
Zellen bei gleichem Okular im, Vergleich zu
Organismus 1 und 2, als sehr grof3 zu bezeichnen
sind. Zur besseren Differenzierung sind einige Zellen
in Abbildung 3 rot markiert. Zusétzlich wurde unter
dem Mikroskop ersichtlich, dass die
Mikroorganismen zur Bewegung befdhigt waren und

sich unabhéngig von der Kapillarstromung bewegten.

Eine Begeiflelung konnte jedoch nicht festgestellt
Abbildung 14: Organismus 4
werden. Die Zelldichte war im Vergleich zu den

obigen Organismen, trotz gleicher Verdiinnung mit destilliertem Wasser, deutlich geringer.

Organismus 5, der die kleinsten Kolonien ausbildete
und nur selten kultiviert werden konnte, zeigte sich
unter dem Mikroskop wie Organismus 1 und 2
kokkenférmig und sehr klein. Die Zelldichte war
ebenfalls sehr hoch.

Abbildung 15: Organismus 5
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Neben den gewachsenen Kolonien wurde auch
die Kahmhaut, welche sich als triiber Biofilm
auf der Oberflidche des Fliissigkeits-

spiegels der Fermentationsgefid3e gebildet hatte,
mikroskopiert. Dabei wurde ersichtlich,

dass sich die Kahmhaut, die sich auf den
Ansitzen, welche mit ABT-Essigmutter
angeimpft wurden, gebildet hatte, anhand der
Mikroorganismen, aus denen sie bestand, von
der Arauner-Essigmutter stark unterschied. Die
Abbildungen 12 und 13 zeigen, dass

beide Kahmhiute einen heterogenen Biofilm
darstellen. Es sind Zellen

unterschiedlicher Grofle und unterschiedlichen
Erscheinungsbildes zu erkennen, was darauf
schlieBen ldsst, dass es sich nicht nur um einen
Stamm handelt. Was jedoch

auffillt, ist das die ABT-Kahmhaut keine
stabchenformigen Mikroorganismen zeigt, was

jedoch bei der Arauner-Essigmutter der Fall ist.

Abbildung 16: Kahmhaut der ABT-Essigmutter

Abbildung 17: Kahmhaut der Arauner-Essigmutter
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5.3 Vorvergiarung

Traditionell wird der konzentrierte Traubenmost, bevor er im Friihjahr in das Botte-Madre
gefiillt wird, iber den Winter in Glasballons gelagert. Dieser Verfahrensschritt wurde imitiert,
indem das hergestellte Traubensaftkonzentrat iiber einen Zeitraum von 3 Wochen bei 30°C
fermentiert wurde. Es zeigte sich, dass die mit saccharomyces cereviceae angeimpfte
Teilmenge schon nach 24 Stunden in die Phase der stiirmischen Girung tiberfiihrt war, was
sich durch starkes Austreten von CO, —Blidsschen manifestierte. So wurde zum Ende der
Vorfermentation ein Alkoholgehalt von 7-8 Vol.% erreicht. Auch jene Teilmenge, die nicht
mit Hefe versetzt wurde erfuhr eine Vorvergirung. Dieser Ansatz wurde einer Spontangéirung
unterzogen und erreichte einen Alkoholgehalt von 7 Vol.%. Es zeigte sich also, dass der
erhohte Zuckergehalt keine inhibierende Wirkung auf die enthaltenen Mikroorganismen
zeigte und eine rege Stoffwechselaktivitdit sowohl von wilden Hefen, als auch von
Reinzuchthefen moglich war. Des weitren ist mit diesem Verfahrensschritt belegt worden,
dass in der Tat eine Zugabe von Reinzuchthefen nicht zwingend notwendig ist, um eine

Vorvergirung durchzufiihren.

5.4 Beobachtungen wihrend der Herstellung

Nach der Zugabe von ABT-Essigmutter und Aurauner-
Essigmutter konnte makroskopisch in der ersten Woche
keine Aktivitit beobachtet werden. Erst nach 6-9 Tagen
hatte sich bei allen Fermentationsgefi3en eine Kahmhaut
auf dem Fliissigkeitsspiegel der Fermentationsgefie

gebildet. Die Kahmhaut zeigte sich als triiber, faltiger

Biofilm. Bei Zerstorung durch die Ausfithrung einer ‘ —
) ] ) Abbildung 18: Fermentationsgefif ohne
Travaso wurden die freiwerdenden Stellen wieder Kahmhant

geschlossen. Die Kahmhaut verblieb bis zum 21. Tag
ohne Veridnderungen. Die sich dndernden
Substratbedingungen, die sich bei Versuchsstand 1, 4 und
6 als stetige Zunahme der Zuckerkonzentration und bei
Versuchsstand 2, 3 und 5 als stetige Substratverdiinnung

und eine Verknappung der Ethanolkonzentration

manifestierten, hatten keinen ‘

Abbildung 19: Fermentationsgefili mit
Kahmhaut
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Einfluss auf das Erscheinungsbild der Kahmhaut eines jeden GefidBes. Erst bei der
Durchfiihrung der letzten Travaso am 21. Tag kam es zur Auflosung der Kahmhaut in allen
GefidBlen. Auch nach mehreren Tagen der Ruhephase wurde sie nicht wieder ausgebildet.
Neben der Stoffwechselaktivitit der Séurebildner war die Verdunstung der zweite
entscheidende Vorgang wihrend des Herstellungsprozesses. So verdunsteten alle 3 Tage
100ml Fliissigkeit in den Fermentationsgefden. Diese Verdunstung trug zur Entstehung der

charakteristischen Sinuskurve der folgenden Abbildungen bei.
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5.5 Kondensations- und fermentationsbedingte Anderung der Zustandsgrofien

Anhand der Analyse der gezogenen Proben konnten die ablaufenden fermentativen Prozesse

bei der Balsam-Essigherstellung betrachtet werden. Dabei wurde deutlich, dass der

Herstellungsprozess im

betrachteten Zeitraum in zwei
Phasen unterteilt werden kann. Die
Graphiken 16, 17 und 18 zeigen
in der ersten

einstimmig, dass

Phase die Zuckerkonzentration des

zugegebenen vergorenem
Traubensaftkonzentrates trotz
Verdunstung sinkt. Die
Zuckerkonzentration (in  °Brix)

sinkt stetig bis zum Zeitpunkt der
Travaso und steigt durch erneute
Konzentratzugabe wieder leicht an.
Das Aulffiillen der
Fermentationsbehilter ist in den
Diagrammen durch das Auftreten

selben

Bei

zweier Werte zum

Zeitpunkt zu  erkennen.
fortlaufender Fermentation sinken
die gemessenen Parameter erneut
bis zur Probenziehung vor der
Durchfiihrung der nichsten
Travaso. In der ersten Phase, die
bis zur 200. Fermentationsstunde
andauert, steht die
Zuckerfermentation im Fokus der

mikrobiologischen Aktivitit.

ZustandsgroBe

30

N
[&)]
°
A g

# Zuckerkonzentration

20 ry in°Brix

15 P * . = pH-Wert

10 ° * Trockenmasse in %
5 [ [ | [ ] ] L] [ ]

o

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Zeit in Stunden

Abbildung 20: Entwicklung verstoffwechselbarer Stoffe Versuch 1
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Abbildung 21: Entwicklung verstoffwechselbarer Stoffe Versuch 4
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Abbildung 22: Entwicklung verstoffwechselbarer Stoffe Versuch 6

Zwischen Stunde 200 und 300 stagnieren diese Zustandsgrofen. Zuckerabbau und

verdunstungsbedingte Zuckeranreicherung stehen in diesem Zeitraum also im Gleichgewicht.
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Ab der 350. Stunde beginnt dann die Anreicherung der Zuckerkonzentration. Die Graphiken
16-18 zeigen deutlich, wie die Zuckerkonzentration stetig steigt. Wie im Punkt 5.4
beschrieben wurde, ist dies auch jener Zeitraum, in dem die Ausbildung der Kahmhaut
stattfand und somit die acidogene Fermentation initiiert wurde. Hier ist die Phase der
Zuckerfermentation abgeschlossen und die Phase der Zuckeranreicherung, welche den
charakteristisch hohen Zuckergehalt und die hohe Viskositit des ABT ausmacht, beginnt.
Dies ldsst darauf schlieBen, dass zu diesem Zeitpunkt entweder die Zuckerkonzentration ein
Niveau erreicht hat, das zu einem zu hohen osmotischen Druck fithrt oder, und das ist hier
wahrscheinlicher, die einsetzende Essigsdurefermentation hat hier bereits eine
Essigsdurekonzentration entstehen lassen, die den mikrobiologischen Zuckerabbau hemmt
oder verhindert. Das Diagramm, das den Fermentationsprozess von Versuch 1 zeigt, weicht in
Bezug auf diese Tendenz leicht ab, denn hier ist die Anfangszuckerkonzentration noch nicht
iiberschritten. Auch in der dritten Fermentationswoche sinkt der Zuckergehalt noch leicht ab.
Es findet also immer noch eine Fermentation des enthaltenen Zuckers statt. Da es sich hier um
das spontan fermentierte Traubensaftkonzentrat handelt, ist zu vermuten, dass die enthaltenen
Mikroorganismen auch unter erhohtem Zucker- und Essigsduregehalt ihren Stoffwechsel
aufrecht erhalten konnen und damit der Reinzuchthefe iiberlegen sind.

Die Referenzversuche 2, 3 und 95,

bei denen der Verdunstungsverlust

W
o

mit destilliertem Wasser aufgefiillt
. . 25
wurde, zeigen alle das gleiche s 1
§ 20 @ Zuckerkonzentration in
. . . =) * Brix

Verlaufsprofil. Abbildung 19 zeigt 2 u pH

. S WM i o
den Verlauf der Anderung der | 2™ . 3 in %

5 e

ZustandsgroBen von Versuch 2, . T o= - " " 7
Welcher repr’cisentativ fur dle 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Zeit in Stunden

Versuche 3 und 5 ist. Es ist zu

. Abbildung 23: Entwicklung verstoffwechselbarer Stoffe Versuch 2
beobachten, dass in der ersten

Fermentationswoche ein ausgeprigter Abbau des enthaltenen Zuckers stattfindet, welcher sich
in der Abnahme der Brix-Grade und der Trockenmasse manifestiert. Dabei ist der
Zuckerabbau stirker ausgeprigt, als die Zunahme, die durch die Verdunstung eingetreten
wire. Zusiatzlich sorgt die Zugabe von destilliertem Wasser nach 150 und 300 Stunden fiir
eine weitere Abnahme der Konzentration an gelosten Stoffen. Mit der Zugabe des destillierten
Wassers wurde der Fliissigkeitsspiegel wieder auf das Ausgangsfiillvolumen erhoht. Dabei

wurde deutlich, wie stark die Zuckerfermentation ausgeprigt ist. Denn mit der
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Zuckerkonzentration des aufgefiillten Fermentationsgefdes wird die tatsdchliche Abnahme
der Zuckerkonzentration im Vergleich zum Ausgangsrohstoff erst deutlich. Eine wichtige
Information ist das Ansteigen der Zuckerkonzentration ab der 300. und 500.
Fermentationstunde, denn dadurch wird klar, dass die Beendigung der
Zuckerfermentationsphase auch hier, trotz geringer Zuckerkonzentration, eingetreten ist.
Somit wurde die Zuckerfermentation nicht durch steigende Zuckerkonzentration inhibiert,

sondern durch die Initiierung der acidogenen Fermentation.
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In Bezug auf die ZustandsgroBen Etahnol- und Essigsdurekonzentration bestitigt sich

ebenfalls die Zwei-Phasen-Hypothese. Die Zuckerfermentation ist in der ersten Woche nicht

abgeschlossen. Dies ist daran zu erkennen, dass die Ethanolkonzentration in den ersten 72

Stunden leicht steigt. Dabei gilt es
jedoch zu beriicksichtigen, dass das
Mall an Zuckerfermentation nicht
iibereinstimmend mit der Zunahme
der  Ethanolkonzentration  ist.
Wihrend die Zuckerkonzentration
in der ersten Phase stark sinkt,
steigt die Ethanolkonzentration nur
also zu

unwesentlich. Es gilt

vermuten, dass aufgrund der

offenen Fermentation ein aerobes

Milieu zu einer vollstindigen

Oxidation des Zuckers fiithrte. Die
Konzentration der

ab

Essigsiure

beginnt der 150.

Fermentationsstunde  leicht zu

steigen. Diese Beobachtung

bekréftigt die obige Aussage, dass
die Zuckerfermentation mit
einsetzender Essigsduregirung zum
erliegen kommt. Mit der sichtbaren
Ausbildung der Kahmhaut
zwischen den Tagen 6 bis 9 beginnt
die Ethanolkonzentration stark zu
sinken. Entsprechend stark steigt
die Essigsdurekonzentration. Es ist
sehen, dass die

ferner zu
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Abbildung 24: Fermentationsverlauf von Versuch 1
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Abbildung 25: Fermentationsverlauf von Versuch 4
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Abbildung 26: Fermentationsverlauf von Versuch 6

Durchfithrung der zweiten Travaso bei den Versuchen, die mit vergorenem Konzentrat

aufgefiillt wurden, zu einer kurzzeitigen Verminderung der Essigsdurekonzentration und einer

Erhohung der Ethanolkonzentration fiihrt. Im Verlauf der folgenden Fermentationswoche

kommt es dann wieder zu einer Abnahme der Ethanolkonzentration und einer noch stirkeren
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Zunahme der Essigsdurekonzentration. Dieses Verhalten ist nach der ersten Travaso nicht zu
beobachten. Dies ist damit zu begriinden, dass die Alkoholkonzentration des zugegebenen
Konzentrates dem des Inhalt der Fermentationsgefifle gleich ist. Auch bei der
Essigsdurekonzentration zeigen sich, aufgrund der ohnehin sehr geringen Konzentration,
kaum Unterschiede. Es ist ferner festzustellen, dass die acidogene Fermentation des
enthaltenen Ethanols zu Essigsdure bei vollstindiger Ausbildung der Kahmhaut nicht linger
als eine Woche benétigt. Des Weiteren ist zu beobachten, dass die Entwicklung der
Essigsdurekonzentration aller drei Versuchsansitze recht dhnlich verlduft. Die Entwicklung
der Ethanolkonzentration hat ebenfalls ein vergleichbares Entwicklungsprofil. Der Vergleich
von Versuch 1 und 4 zeigt, dass die Entwicklung der Essigsdure sowohl in Bezug auf die
Hohe der Essigsdurekonzentration, als auch in Bezug auf die Essigsdurebildungsrate starke
Ubereinstimmungen aufweist. Beide Gefie wurden mit der angeziichteten ABT-Essigmutter
angeimpft. Versuch 6 dagegen wurde mit der Arauner-Essigmutter angeimpft. Dieser Versuch
zeigt ein abweichendes Fermentationsverhalten, welches sich in langsamerer Abnahme der
Alkoholkonzentration und niedrigerer Essigsdureausbeute manifestiert. Es zeigt sich also,
dass ein wild vergorenes Traubenmostkonzentrat eine ldngere Zuckerfermentation aufweist
und die ABT-Essigmutter eine groflere Geschwindigkeit in Bezug auf Ethanolabbau und

Essigsidureaufbau zeigt.

Die Ethanolkonzentration jener Fermentationsbehilter, die mit destilliertem Wasser aufgefiillt
wurden, betrdgt eingangs 8 Vol.% und steigt durch die anfingliche alkoholische Gérung auf
iiber 10 Vol.% an. Mit Entstehung der Kahmhaut sinkt die Ethanolkonzentration dramatisch

ab. Die Essigsidurekonzentration steigt analog; jedoch zeitlich versetzt. Die Fermentation

beginnt, wie auch in den oben

beschriebenen  Ansédtzen, mit L, 2 S |

einer Zunahme der % 12 s [ -4 o\lfglrl/zjnolkonzentration in
Ethanolkonzentration. Abbildung E i ’ . = " 'E?:igj;a'/:"ekonze””aﬁo
19 zeigt, dass gleichzeitig die N 3 I B AP
Zuckerkonzentration sinkt. Da bis 0% 1(? 15 2(? 2(;5 3(? 3(;5 4(? 4(;5 5(?

zu diesem  Zeitpunkt die Zeitin Stunden

Prozessfiihrung bei allen  Apbildung 27: Fermentationsverlauf von Versuch 2

Versuchen gleich ist, war dieses Verhalten zu erwarten.
Es ist ferner zu beobachten, dass die Ethanolkonzentration durch die mit destilliertem Wasser

durchgefiihrte Travaso deutlich absinkt und anschlieBend auch nicht mehr steigt. Auch die
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Essigsdurekonzentration ist nach der Durchfiihrung der zweiten Travaso, aufgrund von
Verdiinnung mit destilliertem Wasser, ebenfalls signifikant gesunken.

Paradox ist jedoch der Vergleich der Entwicklung der Konzentrationen von Essigsdure und

Ethanol, die allen drei Versuchen

gemein  ist. So  steigt  die 12
s : . & 101 * - ® | ¢ Ethanolkonzentration in
Essigsdurekonzentration erst, als die © g = ol
(=) o
(7]
. . 6 4 = .
Alkoholkonzentration ihrem E, o " L. . - Esfoﬁ’;f”rek°”ze""a“°”
2 [ §
. . 3
Tiefpunkt  bereits sehr nahe | N 2| ¢
O \- T .\ T T ‘\ \‘ T é\ T
gekommen ist und erreicht dennoch 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

; Zeit in Stund
sehr hohe Werte. Da jedoch zu tin Stunden

diesem Zeitpunkt sowohl Ethanol, Abbildung 28: Fermentationsverlauf von Versuch 3

als auch Zucker als mogliche Substrate bereits fast vollstindig verzehrt sind, ist die Integritét
dieser Messungen fraglich. Aus diesem Grund miissen diese Versuche als Fehlversuche
gewertet werden und konnen keinen weiteren Aufschluss iiber die Prozesse, die ohne
Konzentratzugabe ablaufen, geben.

Im Allgemeinen ist allen Versuchsansidtzen gemein, dass die Essigsduregirung und die

alkoholische Girung ineinander

ibergehen und sich teilweise

iberlagern. Es kommt anfangs zu | E .

< ¢ Ethanolkonzentration in
einer starken Fermentation, > 8 S VoI%

° 6 S . | m Essigsaurekonzentration
wihrend  derer Hefen und | § 4 - in vol%

N2 ®,
Essigsidurebakterien tatsichlich 0h . : NP

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Zeit in Stunden

simultane Fermentationsaktivititen

zeigen. Mit zunehmender
. . . Abbildung 29: Fermentationsverlauf von Versuch 5
Essigsdurekonzentration wird dann

die Hefeaktivitit vermindert. Die Essigsdurefermentation zeigte gegen Versuchsende noch
keine Verdnderungen. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass auch sie mit der Auflésung der

Kahmbhaut (siehe Punkt 5.4) zum erliegen kam.
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6. Diskussion

Der zentrale Leitfaden dieser Arbeit war es, Transparenz in den, durch die ,,Poesia“ stark
verzerrten Herstellungsprozess des ABT zu schaffen und dabei die im Einleitungsteil
beschriebenen Angaben zu verifizieren und dabei ,,Poesia® und Wissenschaft in Einklang zu
bringen. Besonders stand dabei im Fokus herauszufinden, welche Prozesse wihrend der
Balsamessigherstellung stattfinden und wann sie wiederum inhibiert werden. Die Hypothese
war es, dass zu Beginn der Herstellung ein alkoholhaltiges Substrat in die Fisser gegeben
wird, welches trotz groBer Zuckerkonzentration einer Essigsdurefermentation unterzogen
wird. Aus den durchgefiihrten Versuchen ging hervor, dass die hohe Zuckerkonzentration
weder bei der Vorfermentation des Traubensaftkonzentrates, noch bei der acidogenen
Fermentation im Hauptprozess, eine Hiirde darstellt. Beide Biotransformationsprozesse
konnten ohne Einschriankung durchgefiihrt werden. Damit wurde bereits die erste Angabe, die
es zu verifizieren gab, bestitigt. Es gibt jedoch auch Angaben von Herstellern, die den
Traubenmost wihrend der Cottura noch deutlich stirker konzentrieren. Inwiefern bei einem
noch stirker konzentrierten Most der Stress auf die Mikroorganismen derart hoch wird, dass
die Stoffwechselaktivitit zum erliegen kommt, wurde in dieser Versuchanordnung nicht
verifiziert.

Welche Prozesse wihrend der Herstellung stattfinden, konnte anhand des nachgestellten
Herstellungsverfahrens ermittelt werden. So wurde der ablaufende Prozess im betrachteten
Zeitraum in zwei Phasen unterteilt. Die erste Phase zeichnete sich durch ausgeprigte
Zuckerfermentation aus, in der jedoch nur geringe Mengen Ethanol entstanden. Da es sich um
Fermentationsgefile mit niedrigem Fliissigkeitsspiegel handelte, die einer offenen
Luftzirkulation ausgesetzt waren, ist es wahrscheinlich, dass hier keine alkoholische Gérung
stattfand, sondern eine vollstindige Oxidation des enthaltenen Zuckers. In der ersten Phase
fand kaum eine acidogene Fermentation statt. Da diese erst in der zweiten Phase ein
ausgepriagtes Mal} annahm, befanden sich die entsprechenden Mikroorganismen in der ersten
Phase vermutlich noch in der Adaptionsphase, in der sie sich vermehrten und an die
Milieubedingungen anpassten. Die erste Phase endete schlielich durch die Ausbildung der
Kahmbhaut auf der Fliissigkeitsoberfliche. Ab diesem Zeitpunkt begann die zweite Phase. Sie
ist durch eine starke Zunahme der Essigsdurekonzentration und eine starke Abnahme der
Ethanolkonzentration, sowie durch eine Anreicherung des Zuckers gekennzeichnet. Die
Zuckeranreicherung ist mit der Inhibierung der Zucker abbauenden Mikroorganismen zu

erkldaren, welche mit der einsetzenden acidogenen Fermentation ihre Stoffwechselaktivitit
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einstellen. Beide Phasen gingen ineinander iiber, sodass es im Anfangsstadium der
Fermentation tatsdchlich zu einer simultanen Umwandlung von Zucker zu Ethanol kam und
einer Umwandlung von Ethanol zu Essigsdure. Diese zeitgleich ablaufende zweistufige
Fermentation findet jedoch vermutlich nur in der Anfangsphase statt, da eine Abnahme der
Zuckerkonzentration zu einem spdteren Zeitpunkt nur noch in Versuch 1 nachgewiesen
werden konnte. [Eine vollstindige Inaktivierung der Zucker fermentierenden
Mikroorganismen konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, da die Plattenausstriche
vereinzelt Mikroorganismen zeigten, die keinen Vorhof bildeten. Besonders Versuch 1
deutete darauf hin, dass die Mikroorganismen des spontan vergorenen Konzentrates die erste
Phase deutlich lidnger aufrecht erhalten konnten, denn hier ist auch zum Versuchsende noch
ein signifikanter Abbau des enthaltenen Zuckers messbar gewesen. Zur weiteren Bestidtigung
hitten die Versuche einer lingeren Betrachtung unterzogen werden miissen, um zu ermitteln,
wie sich insbesondere die Population der Hefen in Versuch 1 nach deutlich lingerer Zeit
entwickelt. Vergleicht man das nachgestellte Verfahren, mit einer Fermentationszeit von 3
Wochen, mit dem traditionellen Verfahren, welches mindestens 12 Jahre bendtigt, wird
deutlich, dass anhand der Versuche nur auf die zu Beginn der Herstellung des ABT
ablaufenden Prozesse geschlossen werden kann. In Bezug auf die im spiteren Prozess
ablaufenden Reaktionen und deren Kinetik konnten nur unvollstindige Ergebnisse erzeugt
werden. Bevor die Phase der Uberkonzentrierung des Zuckers eintreten konnte, die
vermutlich dazu gefiihrt hitte, dass auch die Sdurebildner in ihrer Stoffwechselaktivitdt nach
und nach inaktiviert worden wéren, musste der Versuch aus zeitlichen Griinden abgebrochen
werden. Deshalb wurde zum Ende der Versuche nur eine Zuckerkonzentration erreicht, die
unwesentlich hoher war, als die Eingangszuckerkonzentration. Dennoch konnte vermutlich
das Ablaufprofil der ersten Herstellungsphase des ABT nachgestellt werden. Es stellt sich
dennoch die Frage, was nach der aktiven Fermentationsphase in den Fissern der Batteria
geschieht. Denn betrachtet man die durchgefiihrten Versuche, so ist zu sehen, dass nach einer
Woche der enthaltene Alkohol annidhernd vollstindig verstoffwechselt ist. Im traditionellen
Herstellungsverfahren finden jedoch nur jdhrlich Umfiillaktivititen statt. Da auch in der
Acetaia besonders in der warmen Jahreszeit hohe Temperaturen erreicht werden, ist
vermutlich auch die Stoffwechselaktividt in den Fissern dhnlich stark ausgeprigt, wie in den
Versuchen. Deshalb stellt sich die Frage, was nach der Beendigung der acidogenen
Fermentation geschieht. Diese Frage bezieht sich auf den gesamten verbleibenden Prozess,
denn das nachgestellte Verfahren unterscheidet sich in einem Punkt fundamental von dem

angewendeten Verfahren. Hier wird nicht regelméfig alkoholhaltiges Substrat zugegeben. Es
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wird der Inhalt der vorherigen Fisser zugegeben, in denen ebenfalls bereits die acidogene
Fermentation stattgefunden hat. Das bedeutet, sofern auch nur annihernd eine &dhnliche
Reaktionskinetik stattfindet, wie in den durchgefiihrten Versuchen, fehlt bereits im 2. Fass der
Batteria der Alkohol als Substrat fiir die Essigsduregidrung. Deshalb stellt sich die Frage, wie
dort eine weitere Fermentation stattfinden kann. Eine mogliche Erkldrung ist, dass bei der
traditionellen Herstellung in Italien weitere Mikroorganismen an der Herstellung beteiligt
sind, deren Anzucht in den Vorversuchen missgliickt ist. Wihrend die Zucker
fermentierenden Mikroorganismen in den Versuchansitzen durch die steigende
Essigsdurekonzentration weitgehend inhibiert wurden, konnten diese ,,unbekannten*
Mikroorganismen in der Lage sein, fortfahrend Ethanol produzieren oder eine direkte
Umwandlung von Zucker zu Sédure durchfiihren. In diesem Fall wiirde es sich nicht um eine
aerobe acidogene Fermentation handeln, sondern um eine anaerobe acidogene Fermentation.
Es ist aber ebenfalls moglich, dass im weiteren Verlauf der Herstellung keine weitere
Essigsdure mehr produziert wird und der Essigsduregehalt des Endproduktes bereits im ersten
Zyklus der Herstellung eingestellt wird. Reine Essigsdure besitzt einen Siedepunkt von 118°C
und einen Dampfdruck bei 20°C von 16 hPa. Reines Wasser dagegen hat einen Siedepunkt
von 100°C und einen Dampfdruck bei 20°C von 23,37 hPa (Cheung, 2005). Damit ist klar,
dass bei fortfahrender Verdunstung keine Abnahme der Essigsdurekonzentration stattfindet,
sondern eher eine Anreicherung. Dem entsprechend konnte die Hypothese zutreffen, dass die
mikrobiologisch eingestellte Essigsdurekonzentration schon in der ersten Herstellungsphase
abgeschlossen ist. Wihrend der im weiteren Prozess stattfindenden Verdunstung verdunsten
dann Essigsdure und Wasser in einem Verhéltnis, das mehr Wasser als Essigsdure enthélt und
deshalb trotz steigender Zuckerkonzentration der relative Essigsduregehalt aufgrund von
Anreicherung nicht sinkt.

Auch die mikrobiologischen Untersuchungen fiihrten zu einer vermehrten Transparenz
wihrend der ABT-Herstellung. Es hat sich gezeigt, dass tatsdchlich eine Essigmutter aus
fertigem ABT hergestellt werden kann. Die Plattenausstriche nach unterschiedlichen
Zeitintervallen der Bebriitung zeigten deutlich, wie die Zellzahl im hergestellten Ansatz stetig
stieg. So waren in der Anfangsphase in den angesetzten Reagenzglasproben (siehe dazu Punkt
4.1) keine vegetativen Mikroorganismen nachweisbar. Die Zellzahl stieg jedoch stetig mit
vergehender Zeit. Die Prozess begleitenden Plattenausstriche zeigten, dass iiberwiegend
Acetobacteriaceae nachweisbar waren, die auf Kreide-Agar zu transparenten Vorhofen
fiihrten. Ferner konnte ergriindet werden, dass es tatsdchlich mehrere Mikroorganismenarten

sind, die wihrend der ABT-Herstellung die Fermentation des Ethanols zu Essigsdure

57



durchfiihren. Dabei stellte sich jedoch heraus, dass bei den Séure bildenden Mikroorganismen
ein Hauptkeim vorhanden ist, der zahlenmifBig den beiden anderen Mikroorganismenarten
deutlich  iiberlegen ist wund somit vermutlich auch den groften Teil der
Stoffwandlungsprozesse durchfiihrt. Der Vergleich von Versuch 4 und 6, welche sich darin
unterscheiden, dass Versuch 4 mit der ABT-Essigmutter angeimpft wurde und Versuch 6 mit
der Arauner-Essigmutter angeimpft wurde, zeigt, dass tatsidchlich aufgrund unterschiedlicher
Essigmuttern auch ein unterschiedlicher Fermentationsverlauf stattfand. So zeigte Versuch 4
einen schnelleren Abbau der Ethanolkonzentration und eine hohere Essigsdureproduktion.
Somit ist bestitigt, dass im ABT tatsidchlich extremophiele Mikroorganismen vorhanden sind,
die deutlich besser an die extremen Milieubedingungen der Versuchsansitze angepasst sind.
Die Mikroskopie bekriftigte die Unterschiede beider Essigmuttern dahingehend, dass andere
Mikroorganismen zu beobachten waren. Auch die enthaltenen Mikroorganismen im
vergorenen Traubensaftkonzentrat zeigten unterschiedliche Eigenschaften. So zeigte sich,
dass die Zucker fermentierenden Mikroorganismen im spontan vergorenen Konzentrat
deutlich besser an die Milieubedingungen angepasst sind, weshalb hier die erste Phase auch
zum Ende der Versuche nicht vollstindig abgeschlossen ist. Mit diesen Ergebnissen ist
demnach bestitigt, dass durch die spontane Fermentation von Traubenmostkonzentrat und
auch in der Batteria eine Mikroorganismenflora entsteht, die einer gesteuerten
Mikroorganismenflora {iiberlegen ist. Eine verldssliche Identifikation der enthaltenen
Mikroorganismen konnte jedoch mit den angewendeten Techniken nicht durchgefiihrt
werden. Es konnte lediglich gezeigt werden, wie die ausgebildeten Kolonien aussehen und ob
es sich um Séurebildner oder Nicht-Sdurebildner handelt. Die Mikroskopie ermoglichte
zusitzlich die Morphologie der Mikroorganismen auf zelluldrer Ebene zu iiberpriifen und
erbrachte dabei das Ergebnis, dass die enthaltenen Organismen sich zum Teil deutlich in
GrofBe und Form unterscheiden. So war es moglich aufzuzeigen, dass grofe stibchenférmige
und ellipsenféormige Organismen zu finden sind und solche die um ein Vielfaches kleiner sind
und eher kokkenformige Erscheinungsbilder haben. Eine qualifizierte taxonomische
Zuordnung war im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich. Dadurch ist ebenfalls die
Moglichkeit nicht auszuschlieBen, dass wihrend der langen Anzuchtphase und wihrend des
offenen Fermentationsprozesses Mikroorganismen aus der Luft in die Versuchsansitze
gelangten und deshalb moglicherweise ein Teil der enthaltenen Mikroorganismen nicht aus
dem ABT stammen, sondern aus der Umgebungsluft. Diese Form der Animpfung wird
schlieBlich auch von den italienischen Essigwinzern als standardméfige Beimpfung ihres

Traubenmostkonzentrates genannt.
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AbschlieBend ist dieses Projekt als Teilerfolg zu betrachten. Es konnte ein hohes Mal3 an
Transparenz in der ersten Phase der ABT-Herstellung geschaffen werden. Dennoch wurden
viele weitere Unklarheiten aufgedeckt, die einer weiteren Priifung unterzogen werden miissen.
Fir die erweiterte Schaffung von Transparenz kann bei erneuten Versuchen auf die
Referenzversuche mit Reinzuchtessigmutter verzichtet werden, da die Anziichtung einer
ABT-Essigmutter uneingeschrinkt funktioniert hat. Bei weiterer Forschung ist besonders in
den Fokus zu stellen, was nach der aktiven Fermentationsphase, in der Essigsdure produziert
wird, passiert. Wie bereits beschrieben, verlduft die Phase sehr schnell ab. Das in den
Versuchen 1, 4 und 6 erhaltene Produkt dhnelte dem ABT geschmacklich sehr stark, weshalb
es zu ergrilnden gilt, wie stark der Einfluss von weiterer Reifung ist. Ebenfalls kann der
Einfluss der verschiedenen Holzer betrachtet werden. Es wire moglich, dass diese weiteren
Versuche in Ergebnisse miinden, die eine ABT-Herstellung erméglichen, die bei weitem nicht
so zeitaufwéndig ist, wie das traditionelle Verfahren. Der Fokus kann auch auf die genaue
Identifikation der enthaltenen Mikroorganismen gelegt werden, um zu kldren welcher Gattung
sie angehoren. Fiir diesen Anspruch wire eine DNA-Sequenzierung durchzufiihren, welche
eine exakte Zuordnung der Kolonien zu den entsprechenden Mikroorganismen moglich
macht. In jedem Fall birgt der ABT einige ungeklirte Fragestellungen, deren

wissenschaftliche Beantwortung bisher noch nicht erfolgt ist.
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7. Zusammenfassung

Diese Ausarbeitung hatte zum Ziel mehr von Transparenz wéhrend der Herstellung des Aceto
Balsamico Traditionale zu schaffen. Diesem Anspruch konnte wihrend dieses Projektes
gerecht werden. Es wurde erfolgreich eine Essigmutter aus einem Aceto Balsamico
Traditionale angeziichtet und in einem abgewandelten und stark beschleunigt nachgestellten
Verfahren zur Herstellung eines Balsamessigs verwendet. Dabei wurden die beteiligten
Mikroorganismen untersucht. Hier war es moglich die Mikroorganismen grob durch
Stoffwechselleistung und morphologische Eigenschaften in 5 Kategorien einzuteilen.
Wihrend der nachgestellten Herstellung wurde die Entwicklung der an der acidogenen
Fermentation beteiligten Stoffe (Zucker, Ethanol, Essigsidure) refraktometrisch und mit
Enzymtestkits nachvollzogen. Anhand der Entwicklung der gelosten Stoffe im Verlauf des
Prozesses konnte ermittelt werden, wie sich deren Konzentration wihrend der Herstellung im
ersten Zyklus entwickelt. Es stellte sich heraus, dass anfangs eine Zuckerfermentationsphase
eintritt, die dann in eine acidogene Fermentation {ibergeht. Beide Phasen verlaufen iiber einen
gewissen Zeitraum simultan. Besonders stand im Fokus die ,,Poesia* mit der Wissenschaft in
Einklang zu bringen. Dabei stellte sich heraus, dass die ,,Poesia“ und Wissenschaft in vielen
Bereichen vereinbar sind. Eine Essigmutter die aus einem ABT hergestellt wurde, zeigt ein
deutlich stidrker ausgeprigtes acidogenes Fermentationsverhalten. Es wurde auch ermittelt,
dass ein spontan vergorenes Traubensaftkonzentrat Mikroorganismen beherbergt, die besser
an die Milieubedingungen angepasst sind, als jene die in Reinzuchtpréparaten erhéltlich sind.
Damit ist die Anwendung ungesteuerter Substratbeimpfung, trotz geringer Kontrolle,
gerechtfertigt. Es stellte sich ferner heraus, dass nicht die steigende Zuckerkonzentration die
Zuckerfermentation zum erliegen bringt, sondern die acidogene Fermentation. Es konnten
jedoch keine Grenzen der acidogenen Fermentation festgestellt werden, da diese keine
Veridnderungen bis zum Versuchsende zeigte. Des Weiteren wurden zahlreiche weitere Daten
erzeugt, die besonders in der Anfangsphase der ABT-Herstellung den eigentlichen
Fermentationsprozess und die Ablaufmodalititen erkldren. Somit stellt diese Arbeit einen
breit gefidcherten ersten Versuch dar, die Mystifizierung des Aceto Balsamico Traditionale,

die durch ,,Poesia‘“ entstand zu entschliisseln.
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