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1 Zusammenfassung

In Wein produzierenden Betrieben kann das Vorkommen von unerwunschten
Mikroorganismen ein hygienisches Problem darstellen und auch die Qualitat
des Weines unglnstig beeinflussen. Eine Evaluierung der steirischen
Weinkeller im Hinblick auf die Menge und Zusammensetzung der
Schimmelpilzflora ist sowohl flir den Weinherstellungsprozess als auch aus
Grunden des Arbeithehmerschutzes von Bedeutung.

Im Zeitraum von Februar 2007 bis September 2008 wurden 36 Weinkeller von
20 Weinkellereien in der Steiermark auf das Vorkommen von Schimmelpilzen in
der Luft und auf Materialoberflachen sowie auf das Vorhandensein von
Trichloranisol (TCA), Tetrachloranisol (TeCA) und Tribromanisol (TBA) in der
Luft untersucht. Die Luftkeimmessungen erfolgten nach dem Impaktions-
verfahren mittels sechsstufigem Andersen® Kaskaden Sammler und einstufigem
Merck Air Sampler MAS-100®. Die Untersuchung auf TCA, TeCA und TBA
erfolgte mittels Solid Phase Micro Extraction (SPME) mit Gaschromato-
graphie/Massenspektroskopie.

Die Ergebnisse zeigen, dass die hochsten medianen Sporenkonzentrationen
von 1,6x10* KBE/m? Luft in Weinkellern zu finden waren, die aus Ziegel und vor
1950 erbaut wurden und eine sichtbare Schimmelpilzbefallsflache der Kategorie
,mittel aufwiesen. Mit dem multiplen Gammamodell wurde ermittelt, dass die
mittleren Sporenkonzentrationen von xerophilen Pilzen in der Weinkellerluft
signifikant von der Temperatur der Auf3enluft beeinflusst wurden. Mit steigender
AuBRenlufttemperatur stieg auch die Pilzsporenkonzentration in den Weinkellern
an. Abhangig von der Temperatur der Aul3enluft war die mittlere Konzentration
von xerophilen Pilzen in der Luft von Weinkellern ohne Raumlufttechnische
Anlage hoéher als in jenen mit einer Raumlufttechnischen Anlage. Die
Wabhrscheinlichkeit fur einen schweren Schimmelpilzbefall im Weinkeller nahm
mit steigender relativer Luftfeuchtigkeit im Weinkeller zu. In der Raumluft der
Weinkeller wurden 14 dominante Gattungen nachgewiesen, wobei die
Gattungen Penicillium, Aspergillus und Cladosporium vorherrschend waren. Die
Pilzart Zasmidium cellare wurde in 5 Weinkellern (13%) in Ziegelbauweise mit
einer Schimmelpilzbefallsflache der Kategorie ,schwer® nachgewiesen.
Wahrend in vier von 38 Kellerluftproben TCA Uber der Nachweisgrenze von
<1 ng/L vorhanden war, konnte TeCA nur einmal und TBA nicht detektiert
werden.

Diese Ergebnisse bilden eine Datengrundlage flur weiterfiUhrende Studien Uber
die Zusammensetzung der Schimmelpilzarten und deren Beteiligung an der
Synthese von TCA in Weinkellern, sowie flir arbeitsmedizinische Unter-
suchungen.

Schlagworter: Sporenkonzentration, Schimmelpilze, Weinkeller, Trichloranisol



2 Summary

The presence of unwanted microorganisms in wineries presents not only
hygienic and medical problems but also has a negative influence on wine
quality. An evaluation of Styrian wine cellars with regard to the volume and the
composition of the mycoflora is very important both for the process of wine
production and for occupational safety.

36 wine cellars of 20 vintners in Styria were investigated with regard to
microorganisms in the air and on material surfaces. Moreover, the presence of
Trichloroanisole (TCA), Tetrachloroanisole (TeCA) and Tribromoanisole (TBA)
in the air was determined by means of solid-phase micro-extraction.
Microorganisms were measured using the six-stage Andersen® cascade
impactor and the one stage Merck MAS-100® impactor.

The results showed that the highest median spore concentrations of 1.6x10*
cfu/m? air were in wine cellars with medium mold infestation which were built of
brick and before 1950. The multiple Gamma model showed that mean
xerophilic spore concentrations were significantly influenced by outdoor
temperature. An increase of outdoor temperature led to an increase of the spore
concentration in the air of the wine cellars. Cellars without air conditioning
system showed higher spore concentrations in the air than cellars with an air
conditioning system. The probability for a large mold infestation increases with
the increase of air humidity in the wine cellars. In the air of the wine cellars 14
predominant species were found. Penicillium, Aspergillus and Cladosporium
were the most frequent species. Zasmidium cellare was found in five wine
cellars (13%) build of brick with large mold infestation. TCA was detected in the
air of four wine cellars and TeCA in one wine cellar. TBA was not detected.

These results will serve as a data basis for further studies regarding the
spectrum of the fungal species and their role in the synthesis of TCA in wine
cellars and also for occupational health.

Keywords: spore concentration, fungi, mold, wine cellar, trichloroanisole
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4 Einleitung

4.1 Wissenschaftlicher Hintergrund

In Wein produzierenden Betrieben kann das Vorkommen von unerwinschten
Mikroorganismen, wie Bakterien und Schimmelpilzen nicht nur ein hygienisches
Problem darstellen, sondern auch die Qualitdt des Weines ungunstig
beeinflussen. Die Weinqualitat kann durch Fehler wahrend der Trauben-
produktion, der Weinlese, der Verarbeitung, aber auch bei Tatigkeiten im
Weinkeller vermindert werden, wodurch Aussehen, Geruch oder Geschmack

des Weines verandert werden kann.

Einer der haufigsten Weinfehler, der durch auliere Einflisse entsteht, ist der
Korkgeschmack, der in der Regel den Wein ungenie3bar macht (Tanner und
Zanier, 1981). Er verleint dem Wein einen schimmelahnlichen, muffigen
Beigeschmack. Der Geschmack beruht auf Aktivitaten von Schimmelpilzen, die

den Korken bereits bei der Produktion besiedeln konnen.

Als wesentliche Ursachen flr den Fehlgeschmack oder sog. Korkschmecker,
gelten das Kochen des Korks in chlorhaltigem Wasser und die Chlorbleiche bei
der Korkherstellung, durch die Trichloranisol entstehen kann, welches schon in
geringsten Konzentrationen einen sensorisch wahrnehmbaren Fehlton
hervorruft. Die am haufigsten gebildete chemische Verbindung hat die
Bezeichnung 2,4,6-Trichloranisol, allgemein auch TCA genannt. Zahlreiche
Untersuchungen bestatigen das Vorkommen von Trichloranisolen im Kork
(Simpson und Sefton, 2007; Coque et al., 2003; Juanola et al., 2002; Alvarez-
Rodriguez et al., 2002; Fischer, 2000).

Neben diesem echten Korkgeschmack gibt es aber auch zahlreiche Fehler bei
der Weinherstellung oder Lagerung, die zu Unrecht dem Korken zugeschrieben
werden. Die Weinproduktion stellt beispielsweise sehr hohe Anforderungen an
das Lagerklima des Weinkellers. Wenn die Bedingungen im Keller nicht optimal
sind, kann das Wachstum von verschiedenen Mikroorganismen beglnstigt
werden. Durch die mikrobielle Aktivitat im Weinkeller kbnnen Schimmelpilze,

wie z.B. die Gattungen Penicillium und Trichoderma zur Bildung von TCA
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beitragen, indem Chlorphenole zu Chloranisolen methyliert werden (Prak et al.,
2007). Bestimmte Schimmelpilzarten konnen auch Toxine wie z.B. das
Ochratoxin A (OTA) produzieren, die in hohen Konzentrationen im Wein
vorkommen kénnen (Gambuti et al., 2005). Neben Schimmelpilzen kdénnen
auch Bakterien, wie z.B. Acetobacter pasteurianus, Acetobacter aceti,
Gluconobacter oxydans, Lactobacillus brevis und Leuconostoc mesenterioides

u.a. der Grund fur einen fehlerhaften Wein sein (Huhn et al., 1999).

In vielen Materialien, die man im Keller vorfindet, sind Zusatzstoffe enthalten.
Phenolhaltige Zusatzstoffe in Holzpaletten, Fassern, Bodenbelagen aus
Kunstharz etc. kénnen mit freiem Chlor in Kontakt geraten und durch
Schimmelpilze zu Chloranisolen umgesetzt werden. Dieses Chlor kann
beispielsweise aus chlorhaltigen Reinigungsmitteln, oder aus chlorhaltigem
Wasser stammen, das oft in Barriquekellern zum Wassern des Bodens benutzt
wird, um das Austrocknen der Fasser zu verhindern. Chlorphenole werden in
der Verpackungsindustrie und in der Holz- und Korkherstellung als Schutzmittel
eingesetzt (Coque et al., 2006; Pfeifer, 2002). Bromierte Verbindungen wie z.B.
2,4,6-Tribromphenol (TBP) werden bei Kunststoffen und zellulosehaltigen
Materialien als Schutz vor Pilzbefall und als Flammschutz eingesetzt. Durch
Schimmelpilze kann wiederum das sensorisch dem echten Korkgeschmack
ahnelnde Tribromanisol (TBA) gebildet werden (Coque et al., 2006; Pfeifer,
2002).

Pilze kdénnen bei ausreichendem Schimmelpilzbefall in den Weinkellern hohe
Sporenkonzentrationen an die Luft abgeben. Fur einen Schimmelpilzbefall wird
haufig eine Kombination verschiedener Faktoren wie z.B. Substrat-,
Luftfeuchtigkeit oder Temperatur als Ursache genannt. Das Substrat fir
Schimmelpilze besteht aus organischen Stoffen, wie z.B. Erde, Holz,
Staubpartikel, Kunststoff und anderen. Aulierdem konnen die Substrat-
oberflachen und diverse Materialien im Innenraum die Wachstumsbedingungen

der Pilze beeinflussen.

Fir die Weinqualitat sollte im Weinkeller eine Raumtemperatur zwischen 8°C
und 15°C vorherrschen (Vogt et al., 1984). Weinkeller sollten weder zu trocken
noch zu feucht sein. Eine gute LUiftung ist von groRer Wichtigkeit, denn muffige

Gerliche koénnen sich auf den Wein Ubertragen. Die Innenraumluft der
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Weinkeller sollte idealer Weise 50-75% relative Luftfeuchtigkeit (RH) aufweisen.
Bei Weinkellern mit einer RH von weniger als 65% konnen die Korken in den
Flaschen austrocknen. Zu hohe Luftfeuchtigkeit kann Schimmelpilzwachstum
an Wanden und Oberflachenmaterialien hervorrufen und in weiterer Folge dazu

fuhren, dass z.B. Korken und Flaschenetikette verschimmeln.

Erfahrungen zeigten, dass in unbelasteten Weinkellern dieselben Schimmelpilz-
arten vorkommen wie in der Aullenluft und dass die Innenraumluft von der
Aulenluft beeinflusst wird (Picco et al., 2004). Die Zahl der Schimmelpilzsporen
in der Aulenluft wird von der Beschaffenheit der Umgebung, der Vegetation,
dem Klima, der Tages- und Jahreszeit beeinflusst. Fur das Auftreten von
myzelbildenden Pilzen in der Luft von Weinkellereien gibt es derzeit keine
Richt- bzw. Grenzwerte. Generell wird jedoch angestrebt auch in den

Weinkellern das Wachstum von Schimmelpilzen zu vermeiden.

Im Zusammenhang mit einer hohen Sporenkonzentration von Schimmelpilzen
in der Luft steht die exogen allergische Alveolitis (EAA), eine Berufskrankheit,
die als ,Winzerlunge“ bezeichnet wird. Diese Hypersensitivitatspneumonitis
kann sich bei anhaltendem Allergenkontakt zu einer diffusen interstitiellen
Lungenfibrose mit Spatschaden entwickeln. Hauptverantwortlich zeichnet sich
daflr die Pilzart Botrytis cinerea (Buchter, 2011; Buzina, 2007; Trautmann,
2006; Bessot et al., 1997; Popp et al., 1987).

4.2 Ziel der Arbeit

Ziel dieser wissenschaftlichen Studie war es, eine erste Evaluierung der
steirischen Weinkeller im Hinblick auf das Vorkommen von Schimmelpilzen
durchzufihren. Anhand von quantitativen und qualitativen Analysen sollte
untersucht werden, in welchem Ausmald die Mikroorganismen Kellerraume
belasten und infolge die Qualitdt des Weines beeintrachtigen konnten. Die
Untersuchungen Uber die Menge und Zusammensetzung der Mikroflora in
Weinkellern sind sowohl fur den Weinherstellungsprozess als auch aus
Grunden des Arbeitnehmerschutzes von Bedeutung. Ein weiteres Ziel war es,
die Konzentration von TCA, TeCA (Tetrachloranisol) und TBA in der Luft der

untersuchten Weinkeller zu erfassen.
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4.3 Schimmelpilze

4.3.1 Definition

Eine besondere Gruppe der Pilze sind die ,Schimmelpilze*. Das Wort

,Schimmel* stammt aus dem Althochdeutschen und bedeutet ,Kahm“ und ist

mit dem Wort ,Schimmer® verwandt (Kluge, 1963). Der Begriff ,Schimmelpilz*

umfasst keine systematisch abgetrennte Pilzgruppe, sondern bildet eine

Okologische Kategorie, die verschiedene Organismen vereint, die bestimmte

gemeinsame okologische Nischen besiedeln.

Far Schimmelpilze gelten nach der Definition von Delitsch (1943) folgende
Merkmale (Micke und Lemmen, 2004; Reil3, 1998):

Ihr Lebensraum ist der Boden oder es sind konzentrierte Nahrlésungen

(keine ausgesprochenen Wasserpilze).

Sie konnen saprophytisch leben, d.h., sie gewinnen ihre Nahrstoffe aus

abgestorbenen organischen Substanzen, die sie dadurch zersetzen.

Sie bilden ein typisches Myzel, ein Fadengeflecht aus Hyphen. Hefen
dagegen bilden durch Sprossung lockere Zellverbande, aber kein echtes

Myzel.

Die Vermehrung erfolgt Uberwiegend durch ungeschlechtliche Sporen

(Sporangiosporen oder Konidien).

Wenn sexuelle Fortpflanzungsorgane gebildet werden, dann sind diese

klein.

Nach dieser Definition gehéren zu den Schimmelpilzen fast alle
imperfekten Pilze und viele Schlauch- und Jochpilze.

Genauere Kriterien fur die Zuordnung eines Pilzes zu den Schimmelpilzen

wurden von Kreisel (1988) gefasst:

Sie weisen eine ruderale Lebensstrategie auf, d.h., es erfolgt eine
Anpassung an nahrstoffreiche, aber nur kurzfristig verfiugbare Substrate.

Als Erstbesiedler haben sie nur wenige Konkurrenten.
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e Es wird ein Hyphenmyzel ausgebildet.

e Die Wachstumsgeschwindigkeit bis zur Sporenbildung ist hoch. Die
Entwicklung von der keimenden Spore bis zur ersten Sporenbildung

verlauft innerhalb weniger Tage.

e Es werden groRe Mengen an Sporen gebildet, um infolge der

Kurzlebigkeit des Substrates rasch neue Substrate zu besiedeln.

¢ Die Vermehrung erfolgt Gberwiegend oder ausschliel3lich vegetativ, meist
durch Konidien oder endogene Sporen. Die zeitlich und energetisch
aufwendigen Phasen der geschlechtlichen Vermehrung werden

vermieden.

e Ein parasexueller Zyklus ohne sexuelle Fortpflanzung sichert die

genetische Rekombination.

e In der Fungistase ist die Empfindlichkeit gegeniber Nahrstoffen
vorhanden. Stehen plotzlich geeignete Substrate zur Verfigung, kdnnen
die Nahrstoffe die Fungistase aufheben und eine sofortige Keimung der

Sporen ermdglichen.

e Sie kommen ubiquitar vor. Als Saprophyten kdnnen sie in einem weiten
Spektrum an Substraten gedeihen und infolge ihres gering

spezialisierten Stoffwechsels weltweit in allen Klimazonen wachsen.

e Es wird eine grol’e Anzahl an Stoffwechselprodukten gebildet (Primar-

und Sekundarmetabolite), die ausgeschieden werden.

e Eine klare Zuordnung welche Pilze zu den Schimmelpilzen gehdren ist
schwer. Der Ubergang von saprophytischer und parasitischer
Lebensweise erfolgt flieRend und hangt von den aulleren Gegebenheiten
ab. Die Ausbildung des typischen Myzels ist nicht unveranderlich, da
viele Pilze je nach Umweltbedingungen mit Myzel oder aber auch

hefeahnlich wachsen kdnnen (Dimorphismus).

4.3.2 Morphologie und Fortpflanzung

Man unterscheidet bei der Entwicklung der Schimmelpilze die vegetative Phase

oder Wachstumsphase und die generative oder Vermehrungsphase. In der

16



vegetativen Phase bildet der Pilz fadenartige Zellfaden, die Hyphen. Hyphen
entstehen durch Auskeimen von Sporen und bilden nach Wachstum und
fortlaufender Verzweigung das Myzel. Das Myzel kann sich im Substrat
(Substratmyzel) oder auf der Substratoberflache (Oberflachenmyzel)
entwickeln. Das Myzel ist mit Cytoplasma ausgefillt und kann durch

Querwande (Septen) in einzelne Zellen untergliedert oder vollig unseptiert sein.

In der generativen Phase werden Fortpflanzungszellen gebildet. Erst durch
diese Strukturen ist ein Schimmelpilz morphologisch bestimmbar. Die
ausgebildeten Vermehrungszellen werden als Sporen bezeichnet und je nach
Art ihrer Entstehung in ungeschlechtliche und geschlechtliche Sporen unterteilt.
Bildet ein Schimmelpilz diese beiden Sporentypen aus, wird er als ,perfekt”
bezeichnet. Wenn er ein unseptiertes Myzel besitzt, wird er der Klasse der
Zygomycetes (Jochpilze) zugeordnet, verfugt er Uber septierte Hyphen der
Klasse der Ascomycetes (Schlauchpilze). Da flr die meisten Schimmelpilze nur
eine ungeschlechtliche Fortpflanzung bekannt ist, wurde die Pilzklasse der

Deuteromycetes (Fungi imperfecti) eingefuhrt (Reil3, 1998).

4.3.3 Verbreitung

Schimmelpilze kommen ubiquitar vor und sind in erster Linie im Erdboden auf
verwesenden tierischen und pflanzlichen Substraten zu finden. Begrenzt wird
ihr Vorkommen durch Nahrstoffmangel, Hemmsubstanzen oder konkurrierende
Arten und ungeeignete physikalische Bedingungen. Die Besiedelung anderer
Lebensraume erfolgt mit Hilfe der gebildeten Sporen. Jede atmospharische
Luft, AuBen- oder Innenraumluft enthalt Sporen bestimmter Schimmelpilzarten.
Die Sporenkonzentration variiert ja nach Ort, Hohe, Tages- und Jahreszeit,
Umgebungsbedingungen und Klimabedingungen. Die Lebensdauer der
Pilzsporen ist in der freien Luft von Temperatur, Luftfeuchtigkeit und
Sonneneinstrahlung abhangig. Farblose Sporen werden im Gegensatz zu
pigmentierten Sporen rasch durch die UV-Strahlung im Sonnenlicht abgetotet.
In Innenrdumen sind Schimmelpilze spezifischen Umweltbedingungen
ausgesetzt, wobei Heiz- und Luftungsverhalten dazu fihren, dass xerotolerante

Arten einen grof3en Anteil an der Schimmelpilzflora haben. Die jahreszeitliche
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Zusammensetzung der Pilzarten im Innenraum wird qualitativ vom Arten-
spektrum der AuRenluft beeinflusst (Micke und Lemmen, 2004; Reif3, 1998).

4.3.4 Lebensbedingungen

Sporenkeimung, Myzelwachstum und Sporenbildung hangen vom Nahrsubstrat,
der Temperatur, dem pH-Wert des Substrates und dem Gehalt an frei

verfugbarem Wasser des Substrates (Wasseraktivitat, a,-Wert) ab.

4.3.4.1 Temperatur

Schimmelpilze wachsen in einem weiten mittleren Temperaturbereich
(Mesophilie). Fur das Myzelwachstum liegt die Minimaltemperatur um 0°C, die
Optimaltemperatur bei 25°C-35°C und die Maximaltemperatur zwischen 30°C
und 40°C. Thermotolerante Schimmelpilze haben mit einer Maximaltemperatur
von 50°C einen noch gréleren Bereich flr das Wachstum zur Verfligung, wobei
Thermophile erst bei Temperaturen Uber 20°C wachsen (Tabelle 4.1). So
gedeihen z.B. Vertreter der Gattung Penicillium bevorzugt bei 20-25°C und
warmeliebendere Aspergillus Arten bei 25-35°C (Micke und Lemmen, 2004;
Reil3, 1998).

Tabelle 4.1: Temperaturbereiche fiir das Wachstum von Schimmelpilzen

Bezeichnung Minimum °C Optimum °C Maximum °C
Mesophilie 0 25-35 ca. 40
Thermotoleranz 0 30-40 ca. 50
Thermophilie 20-25 35-55 ca. 60

4.3.4.2 Wassergehalt des Substrates

Schimmelpilzen und auch anderen Mikroorganismen steht nicht der gesamte
Wasseranteil des Substrates zur Verfugung sondern nur der Teil des
Gesamtwassergehaltes, der nicht an I6sliche Substanzen wie Salze,
Kohlenhydrate und Eiweilstoffe gebunden ist. Diese Wasseraktivitat (ay-Wert)

ist abhangig von der chemischen Zusammensetzung, der Temperatur und dem
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pH-Wert des Substrates. Der Zusammenhang zwischen dem a,-Wert und der
RH, die im Gleichgewicht mit dem Substrat steht, wird in der Gleichung nach
Scott (1957) ausgedruckt:

RH (%) = aw*100

Die meisten Schimmelpilze haben ihr a,-Minimum bei 0,80-0,85, ihr Optimum
bei 0,95-0,98. Unterschiedliche a,-Werte sind fur das Wachstum und far
einzelne Stoffwechselleistungen erforderlich. Fur die Sporenkeimung und das
Myzelwachstum reichen geringere a,-Werte aus als fur die Sporenbildung. Bei
Optimaltemperatur ist der ay-Bereich, der die Sporenkeimung erlaubt, am
grofdten. Fallt die Wasseraktivitat unter 0,61, so ist ein Pilzwachstum sehr
unwahrscheinlich (Mucke und Lemmen, 2004; Reil3, 1998).

4.3.4.3 Wassergehalt der Luft

Die Freisetzungsrate der Sporen wird durch die RH beeinflusst (Mucke und
Lemmen, 2004; Rei, 1998). Eine Unterscheidung der Pilzsporen in
~Schonwettersporen® bzw. ,dry air spora“ und ,Schlechtwettersporen® bzw. ,wet
weather spora“ kann erfolgen (Grinn-Gofron, 2007; Troutt and Levetin, 2001;
Reil3, 1998). Die Sporen unterschiedlicher Schimmelpilzgattungen wie z.B.
Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Alternaria und andere, die zu den ,dry
air spora“ zahlen, werden bei geringer RH und niedriger Windstarke durch die
Luftbewegungen verbreitet (Rei3, 1998; Levetin, 1995; Hirst and Stedman,
1963). Die Verbreitung von hydrophilen Sporen erfolgt passiv durch Regen und
diese  Gattungen werden als ,wet weather spora“® bezeichnet
(http://pollen.utulsa.edu/Spores/AIRSPORA.html; 04.2011). Wahrend oder nach

Regen befinden sich daher viele Asco- und Basidiosporen in der Luft (Troutt

and Levetin, 2001; Li and Kendrick, 1995b). Asco- bzw. Basidiosporen werden
bei der sexuellen Vermehrung von Ascomyceten oder Schlauchpilzen in
schlauchféormigen Ascii bzw. von Basidiomyceten in Sporenstandern oder
Basidien gebildet (Hawksworth et al., 1995).
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4.3.4.4 pH-Wert des Substrates

Schimmelpilze bevorzugen Substrate mit leicht saurem Milieu, d.h, ihr pH-
Optimum liegt bei 4,5-6,5. Durch Ausscheiden von Stoffwechselprodukten sind
Schimmelpilze in der Lage den pH-Wert des Substrats zu verandern (Mtcke
und Lemmen, 2004; Reil3, 1998).

4.3.4.5 Licht

Bei einigen Schimmelpilzarten konnte beobachtet werden, dass die
Sporenbildung durch Licht angeregt wird, wobei Dunkelheit die Produktion von
geschlechtlichen Ascosporen sowie Sklerotien fordert (Micke und Lemmen,
2004; Reif3, 1998).

4.3.4.6 Chemische Faktoren

Schimmelpilze sind heterotroph und daher auf die Anwesenheit organischer
Kohlenstoffverbindungen angewiesen. Da sie kleine und wasserlosliche
Molekule durch die Zellwand aufnehmen, ist ihr Wachstum in Gegenwart von
Glucose, Maltose, Saccharose und ahnlichen Verbindungen gut (Micke und
Lemmen, 2004; Reif3, 1998).

4.3.5 Zasmidium cellare

In einigen Weinkellern alteren Baujahres sind oft Wande, Fasser und Flaschen
mit dem Schimmelpilz Zasmidium cellare Syn.: Racodium cellare bzw.
Cladosporium cellare bedeckt (Haas et al., 2010, Arzanlou et al., 2007, Tribe et
al. 2006; Schanderl, 1936). Dieser geruchsneutrale Kellerschimmel
(,Kellertuch®) bildet mit dem Luftmyzel dunkelgraue bis grinschwarze
watteartige Polster und Gberwachst auch Oberflachen wie Glas, Porzellan und
Metall, da er gasformig in der Kellerluft vorkommende organische Stoffe wie
z.B. Ethylalkohol metabolisieren kann (Dittrich und Grossmann, 2005). Erstmals
wurde der Weinkellerschimmel 1696 in London dokumentiert (Tribe et al.,
2006). Zylindrische, blasse braun-olivfarbene, gewarzte Konidien (9-14 pm x 2-
2,5 ym) werden selten ausgebildet. Wenn Konidiophoren vorhanden sind, sind
sie vereinzelt im Luftmyzel verteilt. Die zylindrischen Konidiophoren sind haufig

zu konidiogenen Zellen (20-60 um x 2-2,5 um) reduziert und erheben sich vom

20



Luftmyzel (Arzanlou et al., 2007, Tribe et al., 2006). Z. cellare ist laut Dittrich
und Grossmann (2005) ein Indikator fur mindestens 85% Luftfeuchtigkeit und
soll nach miindlichen Uberlieferungen der Weinbauern durch die Regulation der
Luftfeuchtigkeit flr optimale Lagerbedingungen in den Weinkellern sorgen
(Dittrich und Grossmann, 2005). Aussagen von Winzern lauten haufig: ,Der
schwarze Schimmel ist der Gute, der weille Schimmel der Schlechte®.
Schanderl (1958) hat bei Ernahrungsversuchen von Z. cellare mit gasformigen
Verbindungen festgestellt, dass der Pilz nicht nur Alkohole sondern auch
Formaldehyd, Thymol und Essigsaure als Kohlenstoffquelle nutzen kann. Als
Stickstoffquellen kénnen dem Pilz Ammoniak und Pyridin bzw. als
Schwefelquelle kdnnen Thiosulfat und schwefelige Saure dienen (Kiene, 1939).
Im Gegensatz zu anderen Schimmelpilzgattungen wie Penicillium, Fusarium
oder Trichoderma soll der Weinkellerschimmel Z. cellare geruchsneutrale
Eigenschaften haben und nicht in Verbindung mit chlor- oder bromhaltigen
Substanzen zur Bildung von halogenierten Anisolen beitragen, welche einen
unangenehmen muffigen Geruch erzeugen (Prak et al., 2007; Tribe et al., 2006;
Chatonnet et al., 2004; Alvarez-Rodriguez et al., 2002; Fischer, 2000).

4.4 Tri-, Tetrachloranisol und Tribromanisol

4.4.1 Weinkontamination durch Anisole

Trichloranisol (TCA) konnte bereits 1981 als Verursacher des Korkgeschmacks,
einem der haufigsten Weinfehler, der durch aullere Einflusse entsteht und den
Wein in der Regel durch einen schimmelahnlichen, muffigen Beigeschmack
ungenielbar macht, identifiziert werden (Tanner und Zanier, 1981). Der
Geschmack beruht auf Aktivitaten von Schimmelpilzen, die den Korken bereits
bei der Produktion besiedeln konnen. Mathieu fuhrte 1900 schimmelige und
modrige Fehltdne im Wein auf Schimmelpilze der Gattung Penicillium zuruck,
die in den Lentizellen nachgewiesen wurden (Mathieu, 1900). Kork wird aus der
Rinde der Korkeiche (Lat. Quercus suber) gewonnen. Bei der Korkherstellung
gelten das Kochen des Korks in chlorhaltigem Wasser und die Chlorbleiche als
Ursachen fur diesen Fehlgeschmack bzw. Korkschmecker und flir die Bildung
von TCA. Da durch den Kochvorgang bzw. die Bleichung mit Hypochlorid
Chlorphenole entstehen konnen, wurde diese verboten bzw. durch
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Wasserstoffperoxid mit Ammoniak ersetzt. Aufgrund unzureichender Kontrollen
scheint die Chlorbleiche nach wie vor eine Ursache fur den Fehlgeschmack zu
sein (Simpson und Sefton, 2007; Coque et al., 2006). Ein Befall mit
Mikroorganismen erfolgt bei der Zwischenlagerung der Korkplatten nach dem
Bleichen und Waschen des Korks beim Herstellungsprozess. Schimmelpilze
und Bakterien konnen sich im Lentizellengewebe des Korks entwickeln. Die
toxischen Chlorphenole werden durch Biomethylierungsreaktionen der
Mikroorganismen zu nicht toxischen Chloranisolen umgewandelt (Coque et al.,
2006; Sponholz und Muno, 1994; Maujean et al., 1985). Durch die mikrobielle
Aktivitat im  Weinkeller kénnen daher Schimmelpilze zur Bildung von
halogenierten Anisolen beitragen, indem Chlorphenole zu Chloranisolen
methyliert werden (Prak et al. 2007). Zahlreiche Untersuchungen bestatigen
das Vorkommen von Chloranisolen im Kork (Simpson und Sefton, 2007; Coque
et al., 2003; Alvarez-Rodriguez et al., 2002; Juanola et al., 2002; Fischer et al.,
2000). In Abbildung 4.1 sind die haufigsten Vertreter der halogenierten Anisole,

die bei der Weinkontamination auftreten, angeftuhrt.

Der Einsatz von Herbiziden, Insektiziden und Fungiziden auf Chlorphenolbasis
wird als eine der Hauptursachen fiur den Eintrag von Chlorphenolen in den
Weinkeller bzw. im Kork angesehen (Simpson und Sefton, 2007; Coque et al.,
2006; Simpson und Lee, 1990). Chlorphenole wurden auch in Holzschutzmitteln
verwendet und gelangen auch uber diesen Weg in die Weinkeller (Coque et al.,
2006; Tanner und Zanier, 1981). In Europa wurde der Einsatz von
Chlorphenolen in der Land- und Forstwirtschaft bereits 2002 verboten
(EC 2002). Da viele Chlorphenole nur sehr schwer biologisch abbaubar sind,

persistieren sie lange in der Umwelt (Abbildung 4.2; Coque et al., 2006).
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Abbildung 4.1: Strukturformeln von Anisol und den haufigsten Halophenolen und
Haloanislolen, die bei der Kontamination von Wein eine Rolle spielen (Coque et al., 2006)

Phenolhaltige Zusatzstoffe sind meist in vielen Kellermaterialien wie z.B.

Holzpaletten, Fassern und Bodenbelagen aus Kunstharz enthalten. Kommen

diese phenolhaltigen Materialien mit freiem Chlor in Kontakt, kdnnen sich
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Chlorphenole bilden, die durch Schimmelpilze zu Chloranisolen umgewandelt
werden. Quellen fur freies Chlor kénnen z.B. chlorhaltige Reinigungsmitteln
oder die Verwendung von chlorhaltigem Wasser zum Wassern des Bodens in
Barriquekellern sein. Chlorphenole werden in der Verpackungsindustrie und in
der Holz- und Korkherstellung als Schutzmittel eingesetzt (Coque et al., 2006;
Pfeifer, 2002). Viele Kunststoffe und zellulosehaltige Materialien enthalten zum
Schutz vor Pilzbefall und als Flammschutz bromierte Verbindungen wie z.B.
2,4,6-Tribromphenol. TBP kann in Verpackungsfolien, Kunststoffschlauchen,
Holz, Pappe, Wand- und Bodenfarben vorkommen und es kann wiederum
durch Schimmelpilze das sensorisch dem echten Korkgeschmack ahnelnde
TBA gebildet werden (Coque et al., 2006; Chatonnet et al., 2004; Pfeifer, 2002).

Sunlight-mediated
PCP atmosphera = TCP atmosphere
photodehalogenation

Residuas of chemica
industries and pesticides
from agricultural

Environmentsl contamination
of cork oek trees and the cork

CHLOROPHENOLS

Callar’s contamination by using
) : of woods, silicons, peintings,
)‘ e R, = and othar tainted materials

Abbildung 4.2: Kreislaufe von Chlorphenolen und Chloranisolen in der Umwelt (Coque et
al., 2006)
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Der molekulare Mechanismus der TCA-Bildung durch Biomethylierung von
Trichlorphenol (TCP) im Weinkeller ist wissenschaftlich geklart. Die
Biomethylierungsreaktion, die im Weinkeller hauptsachlich von Schimmelpilzen
ausgefuhrt wird, wird durch das Enzym Chlorophenol O-Methyltransferase
(CPOMT) katalysiert (Abbildung 4.3).

In Abbildung 4.4 nach Pfeifer (2002) ist die Bildung von TCA im Wein Uber drei
miteinander verbundenen mikrobiellen Wegen dargestellt. Die Chlorierung
erfolgt durch frei werdendes Chlor aus dem Hypochlorid. Die phenolische
Grundsubstanz stammt entweder aus dem Kork als Phenol oder Anisol oder
Schimmelpilze selbst bilden Phenole im Pentosephosphatweg Uber
Shikimisaure, einer Vorstufe bei der Synthese aromatischer Aminosauren. Die
Methylierung vom Phenol zum Anisol erfolgt uUber die CPOMT der
Mikroorganismen (Pfeifer, 2002; Maujean et al., 1985).

Mikrooganismen
O H O-Mathylisung
\CHQ
Chlnll:ﬂ‘!'ﬂ Weth oxy-Gruppe
O-Ilﬂ:h'fl-

24B-TCA

Abbildung 4.3: Mikrobieller Umsetzungsschritt von TCP zu TCA katalysiert durch die
Chlorophenol O-Methyltransferase

Die Fahigkeit durch Biomethylierung TCP zu TCA abzubauen ist flr
Schimmelpilze wie Penicillium glabrum, Penicillium roqueforti, Trichoderma
viridae, Trichoderma longibrachiatum, Paecilomyces variotii, Chrysonilia
sitophila und andere dokumentiert (Coque et al., 2003; Alvarez-Rodriguez et al.,
2002; Simpson und Lee, 1990). Die Effizienz der Abbauleistung der
Schimmelpilze durch Biomethylierung von TCP ist unterschiedlich. So werden
z.B. von Mucor plumbeus oder Penicillium decumbens weniger als 1% TCP zu
TCA umgesetzt, wogegen von Trichoderma longibrachiatum 38% oder von
Fusarium oxysporum 29% umgesetzt werden. Die Menge an eingesetztem TCP
korreliert nicht mit der Menge an TCA, das durch die Biodegradation entsteht
(Coque et al., 2003; Alvarez-Rodriguez et al., 2002).
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Abbildung 4.4: Bildung von TCA in Wein nach Pfeifer (2002), verédndert

Penicillium roqueforti und Chrysonilia sitophila weisen eine hohe biologische

Abbaukapazitat auf und bauen das Suberin des Korks bzw. das Lignin des

Holzes und die Zellulosebestandteile ab. Aus den verschiedenen

Abbauprodukten kann wiederum TCA gebildet werden, wenn Hypochlorid
vorhanden ist (Vitorino et al., 2007; Chatonnet et al., 1994).

Um diese fur den Korkschmecker verantwortlichen Verbindungen im Wein
wahrnehmen zu kdnnen, muss eine bestimmte Konzentration, der sensorische
Schwellenwert erreicht werden. Wird dieser Schwellenwert Uberschritten, kann
der Fehlton wahrgenommen werden, wobei die Schwellenwerte fir jede
Substanz und fur jede Matrix, wie z.B. Wasser oder Wein unterschiedlich sind.
In Tabelle 4.2 sind die sensorischen Schwellenwerte fur TCA, TeCA und TBA
angefuhrt. Die wahrnehmbaren Schwellenwerte sind nicht nur fur Weil3- oder
Rotweine unterschiedlich, sondern auch der Mensch spielt eine Rolle, da

verschiedene Personen unterschiedliche sensorische Wahrnehmungsstufen
aufweisen.
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Tabelle 4.2: Sensorische Geruchsschwellenwerte fiir TCA, TeCA und TBA aus der
Literatur nach Coque et al., (2006)

Sensorischer
Verbindung Matrix
Schwellenwert
2,4,6-TCA Wasser 30-300 pg/L
Wein 1,5-3,0 ng/L
2,3,4,6-TeCA Wasser 4 ng/L

Weil3-, Rotwein 10-15 ng/L

Schaumwein 5 ng/L
2,4,6-TBA Wasser 8-30 pg/L
Wein 3,4 ng/L

5 Material und Methoden

5.1 Studiendesign

In dieser Studie wurden Luftkeimmessungen in verschiedenen Typen von
Weinkellern wie z.B. Ziegel- und Betonkeller, in Kellern mit und ohne
Raumlufttechnischen Anlagen und in Kellern mit Stahltank- oder
Holzfassgarung vorgenommen. Um abschatzen zu koénnen, wie hoch die
Sporenkonzentration in der Luft von Weinkellereien sein kann, wurden Keller,
die einen unerwunschten sichtbaren Schimmelbefall aufwiesen, mit Kellern
ohne Schimmelprobleme verglichen. Weiters wurde die Raumluft auf ihren
Gehalt an TCA, TeCA und TBA untersucht. Neben der Bestimmung der
Pilzsporenkonzentration pro m?® Luft wurden zur weiteren Beurteilung der
Weinkeller zusatzlich Proben von div. Materialien (Mauerwerk, Weinfasser etc.)

entnommen und qualitativ mit den Schimmelpilzarten der Kellerluft verglichen.

Zu jeder Raumluftmessung wurde eine Vergleichsmessung in der Auflenluft

durchgefuhrt, da die Differenz der Anzahl koloniebildender Einheiten pro m® Luft
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(KBE/m?) Rickschlusse auf eine mdgliche Belastung durch Schimmelpilzsporen
im Innenraum zulasst. Anhand der quantitativen und qualitativen Analyse der
Keimkonzentrationen sollte untersucht werden, inwieweit sich bestimmte
Keimgruppen selektiv auf mit Schimmel belastete Kellerrdaume eingrenzen

lassen.

Ein weiterer Schwerpunkt lag in der Dokumentation von AufRenlufttemperatur
und relativer Luftfeuchtigkeit, um den jahreszeitlichen Verlauf der
Sporenkonzentration und -zusammensetzung der Luft vergleichen zu kdnnen.
In diesem Kontext wurden parallel zu jeder Sporenkonzentrationsmessung
Lufttemperatur und Luftfeuchtigkeit der Innenraum- und Aufenluft bestimmt,
sowie der Taupunkt der Kellerluft ermittelt. Oberflachentemperatur-Messungen
sollten Hinweise auf mogliche Ursachen fur Schimmelpilzwachstum an den
Konstruktionsteilen geben. Zusatzlich wurden Daten uber die baulichen
Gegebenheiten, die raumlufttechnischen Einrichtungen und die Kellerliftung

erhoben.

5.2 Untersuchte Weinkeller

Im Zeitraum von Februar 2007 bis September 2008 wurden 36 Weinkeller von
20 steirischen Weinkellereien in Osterreich auf das Vorkommen von
Schimmelpilzen in der Luft und auf Materialien sowie auf das Vorhandensein
von TCA, TeCA und TBA in der Luft untersucht. Von den insgesamt 36
beprobten Weinkellern waren 16 aus Ziegel und 20 aus Beton gebaut. 22 Keller
waren mit einer Raumlufttechnischen Anlage (LUftungsanlage, Klimaanlage)
ausgestattet. Die Weinkeller ohne Klimaanlage wiesen eine mechanische oder

naturliche Bellftung auf.

Unter der Kategorisierung ,Ziegelkeller* bzw. ,Betonkeller® sind folgende

baulichen Unterschiede zu verstehen:

Ziegelkeller: Sind primar alte Keller, die mit Lehmziegel gemauert wurden, aber
auch alte Wirtschafts- oder Stallgebaude, die spater zu ,Weinkellern® umgebaut
wurden. Die Ziegelkeller befinden sich ganzlich oder partiell unter der Erde und

sind durchwegs ebenerdige Gebaude.
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Betonkeller: Diese Bauweise setzte in den 50er Jahren des zwanzigsten
Jahrhunderts ein. Der Groldteil moderner Weinkeller weist den Raum
begrenzende Stahlbetonelemente auf, die zusatzlich mit anderen
Oberflachenmaterialien versehen sein kdnnen, z.B. Kunststoffpaneele, Ziegel,

Putze etc.

Eine Unterteilung der Keller konnte auch noch hinsichtlich ihres
Verwendungszweckes getroffen werden. Kellerraume in denen Grofteils nur
Barriquefasser gelagert wurden, wurden als ,Lagerkeller® bezeichnet, die

anderen Keller als ,Produktionskeller®.

Eine weitere Kategorisierung der Weinkeller erfolgte nach der GroRe der
befallenen Oberflachen der Wande, Decken und Boden mit Schimmelpilzen.
Die Keller wurden in drei Kategorien gegliedert: Weinkeller mit einer
Schimmelpilzbefallsflache von <20% wurde der Kategorie ,leicht® zugeordnet.
Eine Befallsflache von 20-80% wurde als ,mittel“ bezeichnet. Weinkeller mit

einer Befallsflache von mehr als 80% wurden als ,schwer” eingestuft.

5.3 Mikrobiologische Methodik
5.3.1 Luftkeimmessungen

5.3.1.1 Probennahme

Die Luftkeimmessungen erfolgten nach dem Impaktionsverfahren, einem
direkten Sammelverfahren bei dem die abgeschiedenen Mikroorganismen
direkt auf geeigneten Nahrboden gesammelt wurden. Die Luftkeimsammler
wurden in einer Hohe von 1,50 m Uber Bodenniveau in der Raummitte platziert.
Von jedem der 36 Weinkeller wurden Luftproben im Frihling, in den Monaten
Februar bis Mai und im Sommer, von Juni bis September, gezogen. Parallel zu
jeder Kellerraumluftmessung wurde eine Vergleichsmessung der Aufenluft

vorgenommen.

Als Impaktoren wurden der sechsstufige Graseby® Andersen-Kaskaden-
Sammler (ACFM) und der einstufige Merck Air Sampler MAS-100® (MAS)
eingesetzt. Die Sammelzeit wurde beim MAS-100® mit einem Luftdurchsatz von

100 L/min, mit 1 min, beim ACFM mit einem Luftdurchsatz von 28,3 L/min, mit
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2 min gewahlt. Als Impaktionsmedien wurden Malzextraktagar (MEA) flr
mesophile und Dichloran-Glycerolagar (DG18) fur xerophile Schimmelpilze
verwendet (Tabelle 5.1). Die Luftkeimmessungen erfolgten in Anlehnung an die
VDI 4300 Blatt 10.

Um weitere Kiriterien zur Beurteilung der Weinkeller zu erhalten, wurden
Material- und Abstrichproben von Wand- und Fassoberflachen mit sterilen
Tupfern entnommen und auf die in Tabelle 5.1 angefuhrten Nahrmedien

ubertragen.

5.3.1.2 Probenaufarbeitung und Probenauswertung

Die Nahrmedien der Material- bzw. Abstrichproben und die von den Impaktoren
beaufschlagten Agarplatten wurden fur sieben bis zehn Tage bei 25°C inkubiert.
Um die Gesamtkeimzahl zu ermitteln, wurden die Kolonien jeder Platte nach
der Inkubation ausgezahlt und addiert. Die statistische Korrekturtabelle nach
Feller (1950) wurde nicht verwendet, um eine Vergleichbarkeit der Daten mit
vorangegangenen Studien zu ermoglichen. Um die Gesamtkeimzahl des ACFM
zu ermitteln, wurden die Kolonien auf den Nahrmedienplatten von den sechs
Stufen des ACFM addiert. Die Gesamtkeimzahl wurde flir beide Impaktoren in

KBE/m? Luft angegeben und nach folgender Formel umgerechnet:

n KBE x 1000

KBE /m? =
/m flow X time

n KBE...Summe der Kolonien auf der Nahrmedienplatte
flow...Luftdurchflussrate pro Minute

time...Sammeldauer in Minuten

In Anlehnung an die VDI wurden flur die Auswertung der Sporenkonzentrationen

die xerophilen Schimmelpilze herangezogen.

Eine Vordifferenzierung der Pilzisolate wurde direkt unter dem Stereomikroskop

anhand der Oberflachenstruktur und der Wuchsform der Kolonien durchgefuhrt.
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Mit dem Lichtmikroskop wurden die einzelnen Pilzisolate auf Objekttrager
anhand vorgegebener Bestimmungsschlissel nach morphologischen Kriterien
bestimmt (De Hoog et al., 2002; Samson et al., 1996; Kilch, 1988; Pitt 1985).
Die molekularbiologische Identifizierung der Schimmelpilzarten erfolgte mit der
Polymerase Kettenreaktion (PCR) und anschlielender Sequenzierung der
Internal transcribed spacer (ITS) Region der nuklearen ribosomalen DNA
(Schwieger und Tebbe, 1998; White et al., 1990; Saiki et al., 1988). Die PCR
der ITS Region wurde mit dem Primerpaar ITS1 (5°-TCC GTA GGT GAA CCT
GCG G-3") und ITS4 (5 -TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3") durchgeflihrt
(White et al., 1990). Fur die Sequenzierung wurde der interne Primer ITS5 (5°-
GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3°) mit dem Sequenzer Hitachi 3130
Genetic Analyzer von Applied Biosystems verwendet. Die ldentifizierung der
Sequenzen erfolgte Uber die Datenbankrecherche der NCBI (National Center
for Biotechnology Information) mit dem Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) bzw. uber FASTA (fast all) zur Homologiesuche. Entsprechend den
Angaben der VDI 4300 Blatt 10 wurden die Kultivierungsverfahren durchgefihrt
und die Ergebnisse beurteilt. Die Prozentanteile der dominanten
Schimmelpilzgattungen in der Luft und auf Wanden bzw. Fassern der

Weinkeller (n=72) wurden bestimmit.
5.3.2 Verwendete Nahrmedien

5.3.2.1 Malzextrakt Agar (MEA), Merck KGaA Art.-Nr.: 105398

Zusammensetzung g/L

Malzextrakt 30,0
Pepton aus Sojamehl 3,0
Agar-Agar 15,0
pH 5,6+0,2
Zubereitung

24 g Basisnahrboden werden in 500 ml Aqua dest. suspendiert und bis zum

vollstdndigen Losen erhitzt. AnschlieBend wird die Suspension bei 121°C Uber
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10 Minuten autoklaviert. Nach dem Abkihlen auf 50°C gut mischen und in

Petrischalen gieRen (Merck KGaA, Applikationen, http://www.merck-

chemicals.com/germany/food-analytics/malzextrakt-agar/MDA CHEM-
105398/p_uuid?attachments=APPL, 04.2011).

5.3.2.2 Dichloran-Glycerol Agar (DG18), Oxoid Ltd Art.-Nr.: CM0729
Zusammensetzung g/L

Pepton 5,0

Glucose 10,0

Kaliumhydrogenphosphat 1,0

Magnesiumsulfat 0,5
Dichloran 0,002
Agar-Agar 15,0
pH 5,6%0,2

Zubereitung

15,75 g Basisnahrboden werden in 500 ml Aqua dest. suspendiert und bis zum
vollstandigen Ldsen erhitzt. Danach 100 g Glycerin zugeben. Den Inhalt eines
Rohrchens Chloramphenicol-Selektiv-Supplement (50 mg) in 3 ml Aceton I6sen
und zu 500 ml flissigem Basisndhrboden mit Glycerin zugeben. Die
Chloramphenicol-Konzentration in 1 L Medium betragt 100 mg/L. AnschlieRend
wird die Suspension bei 121°C uber 15 Minuten autoklaviert. Nach dem
Abkuhlen auf 50°C gut mischen und in Petrischalen giellen. Das
Chloramphenicol-Selektiv-Supplement kann auch nach dem Autoklavieren
zugegeben werden (Oxoid Handbuch, 1993, S. 152).
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5.3.2.3 Chloramphenicol-Selektiv-Supplement, Oxoid Ltd Art.-Nr.:
SRO078E

Zusammensetzung

Chloramphenicol 50 mg

Zubereitung

Den Inhalt eines Roéhrchens Chloramphenicol-Selektiv-Supplement in 3 mi

Aceton l6sen und zu 500 ml flissigem Basisnahrboden mit Glycerin zugeben.

Tabelle 5.1: Verwendete Nahrmedien fiir das Impaktionsverfahren und die
Abstrichproben

Inkubation Nachzuweisende

Nahrmedien (Temp., Zeit) Mikroorganismen

Malzextrakt Agar (MEA) 25°C, 7-10

Merck KGaA Tage mesophile Schimmelpilze

Dichloran-Glycerol Agar
(DG18)
Oxoid Ltd

25°C, 7-10

Tage xerophile Schimmelpilze

5.4 Anisol - Analyse

Um den TCA-, TeCA- und TBA-Gehalt der Weinkellerluft zu bestimmen, wurde
die Solid Phase Micro Extraction (SPME) mit anschlieBender
Gaschromatographie/Massenspektroskopie GC/MS eingesetzt (Fischer, 2000).
Da die Probe in flussiger Form vorliegen musste, wurde als Modellldsung eine
10%ige alkoholische Ldsung mit einem pH-Wert von 2, der mit Hilfe von

Milchsaure eingestellt wurde, verwendet.

Je 150 ml der Weinmodell-Losung wurde in den Weinkellern in einem
Aluminiumschalchen fur mindesten 48 Stunden aufgestellt und anschliel3end
mittels SPME/GC/MS gemal} ISO 20752 auf den Gehalt an TCA, TeCA und
TBA untersucht. Die Nachweisgrenze nach DIN 32645 liegt fir die Analyten bei
1 ng/L.
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Bei der SPME bzw. Festphasenmikroextraktion wird eine mit
Polydimethylsiloxan beschichtete Faser, die in eine Spritznadel integriert ist, in
die Gasphase eines Probeglaschens, das mit der Testflissigkeit zu etwa der
Halfte geflllt ist, gebracht. Innerhalb von wenigen Minuten erfolgt die
Anreicherung an der Faser. AnschlieRend wird die Faser in das hei3e Innere
des Injektors eines Gaschromatographen gebracht. Die Analyten werden von
der Faser desorbiert und in der Trennsaule des Gaschromatographen in die
Einzelbestandteile aufgetrennt. Am Ende der Trennsdule eluieren die
Verbindungen, die am Detektor aufgetrennt, mit einem Massenspektrometer

qualitativ und quantitativ ermittelt werden.

Da Anisolverbindungen bereits bei extrem geringen Konzentrationen (ca.
5ng/L) sensorisch aktiv werden, mul3ten die Messungen an der
Nachweisgrenze des Gerates (<1 ng/L) durchgefuhrt werden. Der Nachweis der

Anisolverbindungen wurde auf zwei GC/MS Geraten parallel durchgefuhrt.

5.5 Verwendete Messgerate

5.5.1 Merck Air Sampler MAS-100® (MAS-100)

Der Merck Air Sampler MAS-100® (Merck, Germany) arbeitet nach dem Prinzip
der einstufigen Impaktion, bei dem die Luft horizontal oder vertikal durch eine
perforierte Platte mit 400 Lochern von je 0,7 mm Durchmesser angesaugt wird
(Meier und Zingre, 2000). Die Herstellerfirma garantiert mit dem
Hochleistungsgeblase einen Luftstrom von 100 L/min +2,5%, welcher
automatisch durch Volumenmessungen Uberpriuft wird (Abbildung 5.1). Die
Geschwindigkeit, mit der die Partikel auf Nahragarplatten auftreffen, betragt in
etwa 11 m/sec und entspricht der Stufe 5 des Andersen-Samplers (MAS-100°,

Bedienungsanleitung).

Die Wirksamkeit der Abscheidung von Luftkeimen eines Sammelgerates wird
durch den cut-off-Wert dsy beschrieben (Nevalainen et al., 1992). Fir eine
effiziente Sammlung von luftgetragenen Pilzen mussen Impaktoren verwendet
werden, dessen cut-off-Werte unter der mittleren Grof3e der zu sammelnden
Mikroorganismen liegen (Buttner, 1997). Der cut-off-Wert beim MAS-100®
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Sammler (dsp = 1,7 um) ist geeignet um luftgetragene Pilzsporen 22 uym im

aerodynamischen Durchmesser zu sammeln (Yao und Mainelis, 2006).

Microbiclogical Air Sampl

For 90 mm Standard Petridis

! MAS-100

Abbildung 5.1: Merck Air Sampler MAS-1 00°
(MAS)

(Quelle: Institut fiir Hygiene, Mikrobiologie
und Umweltmedizin; Merck KGaA,
http://microbiology.merck.de/pharmaceutica
l-ingredients/mas-100-microbial-air-
monitoring-

systems/german/c FMCb.s10QqYAAAEoFId
h9ENU; 04.2011))

5.5.2 Andersen® Kaskaden Sammler (ACFM)

Der sechsstufige Andersen® Kaskaden Sammler (ACFM, Graseby® Andersen,
USA) ist ein Multi-Dusen-Stufen-Impaktor, der aus sechs hintereinander
angeordneten Siebplatten mit je 400 Léchern, die im Durchmesser von Stufe zu
Stufe kleiner werden, besteht (Abbildung 5.2, 5.4). Es koénnen somit alle
Partikelgrofien eingesammelt werden, wobei sich bei Stufe 1 des Andersen
Sammlers Teilchen von 28,2 ym absetzen, bei Stufe 5 lungengangige Stoffe mit
1,0-2,0 ym Durchmesser hangen bleiben, sowie kleinste Teile mit 0,65-1,0 pm
auf Stufe 6. Mit diesem Kaskaden-Impaktor kénnen die Partikel nach ihrem
aerodynamischen Verhalten getrennt und direkt mit der Absetzung im
menschlichen Respirationstrakt verglichen werden (Abbildung 5.3). Die Pumpe
sorgt im Dauerbetrieb flr einen konstanten Luftdurchsatz von 28,3 L Luft pro
Minute (Andersen, 1958). Die koloniebildenden Einheiten der einzelnen Stufen

werden gezahlt und addiert, um die Pilzsporenkonzentration der Proben zu

35


http://microbiology.merck.de/pharmaceutical-ingredients/mas-100-microbial-air-monitoring-systems/german/c_FMCb.s1OQgYAAAEoFldh9ENU
http://microbiology.merck.de/pharmaceutical-ingredients/mas-100-microbial-air-monitoring-systems/german/c_FMCb.s1OQgYAAAEoFldh9ENU
http://microbiology.merck.de/pharmaceutical-ingredients/mas-100-microbial-air-monitoring-systems/german/c_FMCb.s1OQgYAAAEoFldh9ENU
http://microbiology.merck.de/pharmaceutical-ingredients/mas-100-microbial-air-monitoring-systems/german/c_FMCb.s1OQgYAAAEoFldh9ENU
http://microbiology.merck.de/pharmaceutical-ingredients/mas-100-microbial-air-monitoring-systems/german/c_FMCb.s1OQgYAAAEoFldh9ENU

ermitteln. Der cut-off-Wert des Andersen Sammlers (dso = 7,0 ym - 0,65 um) ist

geeignet um luftgetragene Pilzsporen mit einer Groflze von 1-10 ym und hoher

im aerodynamischen Durchmesser zu sammeln.

Abbildung 5.2: Andersen® Kaskaden Sammler
(ACFM)

(Quelle: Institut fiir Hygiene, Mikrobiologie
und Umweltmedizin)

Simulates Human
Respiratory System

STAGE
7 microng & above

ANDERSEN SAMPLERS -

Stufe 1: Luftpartikel 27 ym (Nasen-
o schleimhaut)

Stufe 2: Luftpartikel 4,7-7 ym (Pharynx)

Stufe 3: Luftpartikel 3,3-4,7 ym
(Luftréhre und Hauptbronchus)

S Stufe 4. Luftpartikel 2,1-3,3 ym

2 ) .

i (Lappen- und Segmentbronchi)
/ Stufe 5: Luftpartikel 1,1-2,1 um

33“_353 iy of'-f-v/ (Bronchioli)

21;&(.;%4 Socondary Stufe 6: Luftpartikel 0,65-1,1 um

ST (Aveol)

1.1—-2.1 b onchi

STAGE 6

0.65—1.1 ghepoill

[ &
2y

Abbildung 5.3: Simulation des menschlichen Respirationstraktes durch den Andersen

Kaskaden Sammler (Quelle: Pacwill Environmental Ltd.,
http://Iwww.pacwill.ca/en/ProductsServices/6stage.htm, 04.2011)
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STAGE NO.

JET SIZE AIR FLOW
JET VELOCITY

STAGE 1
0.0465" DIA.
3.54 FT/SEC

STAGE 2
0.0360" DIA.
5.89 FT/SEC

STAGE 3
0.0280" DIA.
9.74 FT/SEC

STAGE 4
0.0210" DIA.
17.31 FT/SEC

STAGE 5
0.0135" DIA,
41,92 FT/SEC _— 7~ LA

STAGE 6 I T T T T m e o S 3 2 S

W/

76.40 FT/SEC
Abbildung 5.4: Schematische Darstellung des sechsstufigen Andersen® Kaskaden
Sammlers (Quelle: Andersen, 1958)

5.5.3 Testo 845 Infrarot-Temperatur-Messgerat

Dieses Infrarot-Temperatur-Messgerat eignet sich fir die Messung der
Temperatur und der relativen Luftfeuchtigkeit fir Nah- und Fernfeldmessungen
und bestimmt automatisch den Taupunkt (testo®845, GmbH, Austria). Die
Oberflachentemperatur wird mittels Infrarotmessung bestimmt und mit einem

Feuchtemodul werden die RH und der Taupunkt angezeigt.
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5.6 Molekularbiologische Arbeitstechniken

FUr die molekularbiologischen Untersuchungen wurden folgende Arbeitsschritte
durchgefuhrt:

5.6.1

DNA-Isolierung: mittels Epicenter Kit (nach Anweisung des

Herstellers)

in ein autoklaviertes 1,5 ml Reaktionsgefal® 300 pl Yeast Cell Lysis
Solution vorlegen

ein kleines Stlck Pilz dazu geben und mit einem Pistill die Probe
homogenisieren

die Probe bei 65°C 15 min im Thermoblock inkubieren

dann 5 min auf Eis stellen

150 pl Protein Precipitation Reagent zugeben und 15-20 sek vortexen
10 min bei 10000 rpm bei RT zentrifugieren

Uberstand in ein neues Reaktionsgefal geben

500 pl Isopropanol zugeben

kurz schutteln

10 min bei 10000 rpm bei RT zentrifugieren

Uberstand abheben und verwerfen

Zugabe von 500 ul 70% Ethanol

5 min bei 10000 rpm bei RT zentrifugieren

Uberstand abheben und verwerfen

Pellet im Trockenschrank bei 45°C fur 15 min trocknen oder fur 2-3 min
in die Vakuumzentrifuge stellen

Pellet je nach GrofRe in 50 oder 100 ul A.d. 16sen
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5.6.2 PCR: Enzymatische Amplifizierung eines DNA-Abschnitts

Die PCR wurde in einem automatischen PCR-Cycler nach folgendem
Protokoll durchgefuhrt.

Ansatz: Mastermix:

A.d. 37 ul
10xBuffer 5ul
dNTPs 1 ul
Primer ITS1 10 yM 2 ul
Primer ITS4 10 uM 2 ul
TaqgPolymerase 1l
48 ul

Pro Ansatz 48 pl Mastermix + 2 pl Template

PCR Programm:

94°C 2 min

94°C 45 sek

48°C 45 sek 30 Zyklen
72°C 1 min 30 sek

68°C 5 min

4°C 60 min

8°C -
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5.6.3 Gelelektrophorese: Auftrennen der PCR-Produkte

entsprechend ihrer GroRRe

Die negativ geladenen Nucleinsduremolekile der PCR-Produkte wurden mit
Hilfe eines elektrischen Feldes im Agarosegel entsprechend ihrer GroRe

aufgetrennt.

5.6.4 Aufreinigung der PCR-Produkte: mittels InvisorbSpin Rapid
Kit
Die Primer wurden aus dem PCR-Produkt entfernt, um Stérungen bei der

anschliellenden Sequenzierung zu vermeiden.

- zu jeder Probe 130 pl Puffer P zugeben

- mischen und in Spin Reaktionsgefale Uberfuhren

- 1 min bei RT stehen lassen

- 30 sek bei RT bei 10000 rpm zentrifugieren

- in die Spin Reaktionsgefalde 700 ul Waschpuffer zugeben
- 30 sek bei RT bei 10000 rpm zentrifugieren

- durchgeflossenen Waschpuffer verwerfen

- 3 min bei RT bei 13200 rpm zentrifugieren (EtOH wird entfernt)
- Spinfilter in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} geben

- 100 pl Elutions Buffer zugeben

- far 3 min bei RT stehen lassen

- 1 min bei RT bei 10000 rpm zentrifugieren

- aufgereinigtes Eluat fur Cycle Sequencing
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5.6.5 Cycle Sequencing und Aufreinigung

Die PCR-Produkte wurden fur die Sequenzierung mit dem Sequenzer

Hitachi 3130 Genetic Analyzer von Applied Biosystems vorbereitet.

Ansatz:

A.d

5 x Buffer

BigDye

Primer ITS5 1,6 uM

Template

4,2 ul
2 ul
1,8 pl
1 ul
1 ul

10 pl

Cycle Sequencing Programm:

94°C

94°C

50°C

60°C

4°C

8°C

18 sek

15 sek

10 sek

2 min

60 min

Aufreinigung nach Cycle Sequencing:

25Zyklen

- inein 1,5 ml Reaktionsgefal3: Cycle Sequencing Produkt geben + 2,5 pl
125 mM EDTA + 25 pl 100% EtOH - vortexen

- 20 min bei 4°C bei 13200 rpm zentrifugieren

- Uberstand abheben und verwerfen
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-+ 200 pl 70% EtOH (nicht mehr vortexen)

- 15 min bei 4°C bei 13200 rpm zentrifugieren

- Uberstand verwerfen

- Im Trockenschrank bei 45°C 15 min trocknen oder fur 2-3 min in der
Speedvac trocknen

- ,Pellet” in 15 yl HiDi (Formamide) I6sen

5.7 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung der Daten wurde die Software SPSS® Version
15.0 und R, eine freie Software fur statistisches Rechnen und statistische
Grafiken, verwendet (www.r-project.org). Zur Datenauswertung mittels SPSS
wurden der Kruskal Wallis H-Test, der Mann-Whitney U-Test und der Spearman
Rangkorrelationstest herangezogen. Die als ,signifikant® bezeichneten
Korrelationen oder Unterschiede sind bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
kleiner als 5% gegeben. In den Ergebnissen wurden Minimum, Maximum und
Median angegeben, wobei bei den Auswertungen der Sporenkonzentrationen

der Median herangezogen wurde.

Zusatzlich wurden mittels R parametrische statistische Modelle, die auf den
Mittelwerten basieren, erstellt. Diese Modelle sind spezifische Gruppen von
Klassen generalisierter linearer Modelle (McCullagh and Nelder, 1989). Fur die
statistische Auswertung der Pilzsporenkonzentration auf den Medien DG18 und
MEA wurden log-lineare Gamma Modelle erstellt. Ein multinominales Modell
(Venables and Ripley, 2002) wurde angepasst um mogliche Risikofaktoren flr
leichten, mittleren und schweren Schimmelpilzbefall zu finden. Logistische
Regressionsmodelle wurden dazu eingesetzt, um relevante Faktoren zu
identifizieren, die einen Einfluss auf das Auftreten von bestimmten Pilzarten
haben. Fur jedes Modell wurden erklarende Risikofaktoren und ihre
Interaktionen flr die linearen Prediktoren herangezogen. p-Werte <0,05 wurden
als signifikant betrachtet. Zu diesen untersuchten Risikofaktoren gehdrten
Variablen wie Lufttemperatur, RH, Taupunkt, Alter und Typ der Konstruktion,

Verwendungstyp des Kellers und Grad der Befallsflache. Die Komplexitat der
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Prediktoren wurde schrittweise reduziert, solange es zu keiner signifikanten

Anderung der Validitat der entsprechenden Kriterien kam.
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6 Ergebnisse

6.1 Vergleich der Sporenkonzentrationen (KBE/m?) in der
Weinkellerluft und in der Auenluft

In den 36 untersuchten Weinkellern (n=72) wurden mit dem ACFM mediane
Pilzsporenkonzentrationen (KBE/m?®) in der Luft fur xerophile und mesophile
Pilze von 1,5x10®* KBE/m*® und 1,3x10® KBE/m*® ermittelt. In der umgebenden
Aulenluft betrug die Sporenkonzentration im Median 9,4x10*> KBE/m?® flr
xerophile und 1,1x10®* KBE/m*® fir mesophile Pilze. Die hochsten
Sporenkonzentrationen fiir luftgetragene Pilze wurden mit 1,6x10* KBE/m?
(DG18) in Ziegelkellern und mit 5,9x10®° KBE/m? (DG18) im Median in der
Aulenluft ermittelt (Tabelle 6.2).

Nach Anlieferung der Trauben kam im Weinkeller zum Ablésen der Trauben
vom Rappen, dem Traubenstielgerist eine Abbeer- bzw. Rebelmaschine

(Rebler) zum Einsatz.

Tabelle 6.1: Pilzsporenkonzentrationen in der Weinkellerluft bei Einsatz einer
Abbeermaschine und in der AuBenluft (n=3)

Rebler Rebler AuRenluft AuRenluft

ACFM MAS ACFM MAS
DG18 Pilzsporenkonzentrationen/m? Luft
min 3 3 N ;
[KBE/m?] 3,9x10 4,0x10 7,6x10 1,6x10
Median 3 3 5 )
[KBE/m?] 4,6x10 7,8x10 1,2x10 5,9x10
max 4 . . ,
[KBE/m?] 2,1x10 1,5x10 1,2x10 3,0x10
MEA
min 3 3 s ;
[KBE/m?] 9,1x10 4,0x10 1,2x10 2,9x10
Median 4 4 5 .
[KBE/m?] 3,2x10 1,4x10 1,7x10 1,2x10
max 4 . . ,
[KBE/m?] 3,6x10 2,0x10 1,7x10 5.8x10

Bei diesem Arbeitsschritt wurde mit dem ACFM eine mediane
Pilzsporenkonzentration in der Luft flir xerophile und mesophile Pilze von
4,6x10° KBE/m? bzw. 3,2x10* KBE/m? gemessen (Tabelle 6.1).
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Tabelle 6.2: Pilzsporenkonzentrationen in der Luft der Weinkeller und in der AuBenluft

Keller Ziegel- Beton- Produk- Lager- AuRen-
ACFM gesamt keller keller tionskeller keller uft
n=72 n=34 n=38 n=40 n=32
DG18 Pilzsporenkonzentrationen/m* Luft
min 2 2 2 2 ) ;
[KBE/my 1 1X10 2,8x10 1,1x10 2,8x10 1,110 1,8x10
Median 3 3 3 5 . ,
[KBE/m?] 1,5x10 2,5x10 1,3x10 1,6x10 1,3x10 9,4x10
max 4 4 3 4 4 3
[KBE/m?] 1,6x10 1,6x10 3,7x10 1,6x10 1,4x10 5,9x10
MEA
min 1 2 ] ; ) ;
KBE/my %10 4,4x10 3,5x10 3,5x10 8,8x10 2,0x10
Median 3 3 ) s . 5
[KBE/m?] 1,3x10 1,7x10 9,5x10 1,4x10 1,2x10 1,1x10
max 4 4 3 4 4 3
KBE/my  2X10 1,2x10 5,110 1,2x10 1,2x10 5,4x10
Keller Ziegel- Beton- Produkt- Lager- AuRen-
MAS gesamt keller keller ionskeller keller Ut
n=72 n=34 n=38 n=40 n=32
DG18 Pilzsporenkonzentrationen/m?® Luft
min ’ 5 ] 5 ) 1
KBE/my  2>0X10 1,8x10 5,0x10 1,7x10 5,0x10 2,0x10
Median 3 3 ) 3 ) )
[KBE/m?] 1,2x10 1,9x10 9,5x10 1,6x10 9,6x10 7,7x10
max 3 3 3 3 3 3
[KBE/my &°X107  85x10°  4,2x10 8,5x10 8,2x10°  3,4x10
MEA
min 1 2 1 9 ] ]
KBE/my 010 1,8x10 4,0x10 1,4x10 4,0x10 6,0x10
Median 3 3 5 3 ) )
[KBE/m3  1Ox10 1,3x10 7,3x10 1,3x10 8,4x10 7,8x10
max 3 3 3 3 3 3
[KBE/m?] 7,5x10 7,5x10 3,3x10 7,2x10 7,5x10 3,3x10

Mit dem multiplen Gammamodell konnte gezeigt werden, dass ein Anstieg der

Sporenkonzentration fur

mesophile Pilze

in der

Aufenluft zu einem

signifikanten Anstieg (p<0,02) der mesophilen Sporenkonzentration in der

Weinkellerluft fuhrte. Flr xerophile Pilze konnte dieser Effekt nicht beobachtet

werden.

45



6.2 Vergleich der Sporenkonzentrationen (KBE/m®) in Relation
zum Bautyp des Weinkellers und zu den klimatischen

Bedingungen

6.2.1 Darstellung des Einflusses verschiedener Faktoren auf die
mittleren Sporenkonzentrationen in der Weinkellerluft anhand

eines log-linearen Gammamodells

Der Einfluss verschiedener Faktoren auf die Sporenkonzentration in der
Weinkellerluft wurde mit Hilfe eines einfachen log-linearen-Gammamodells
uberpruft. Es konnte gezeigt werden, dass die mittlere Sporenkonzentration der
Weinkellerluft signifikant (p<0,05) unterschiedlich in Bezug auf den Bautyp und
das Alter der Weinkeller, das Vorhandensein einer Raumlufttechnischen Anlage
(Luftungsanlage, Klimaanlage), sichtbaren Schimmelpilzbefall, Auenluft-

temperatur, RH und Taupunkt ist.

Das multiple Gammamodell zeigte, dass die mittleren Sporenkonzentrationen
von xerophilen Pilzen in der Weinkellerluft signifikant von der
AuBenlufttemperatur beeinflusst wurden. Mit einer Signifikanz von p<0,0002
zeigte sich dieser Effekt bei Weinkellern mit sichtbaren
Schimmelpilzbefallsflachen der Kategorie ,mittel“ am starksten. In Abbildung 6.1
und 6.2 ist ersichtlich, dass die Sporenkonzentration von xerophilen Pilzen in
Weinkellern, die vor 1950 erbaut wurden und die Schimmelbefallskategorie
,schwer aufwiesen im Mittel am hoéchsten war. Mit steigender
Aulenlufttemperatur stieg auch die Pilzsporenkonzentration in den Weinkellern
an. Abhangig von der Temperatur der Auf3enluft war die mittlere Konzentration
von xerophilen Pilzen in der Luft von Weinkellern ohne Raumlufttechnische
Anlage hoher als in jenen mit einer Raumlufttechnischen Anlage. Keller, die
nach 1979 erbaut wurden und Schimmelpilzbefallsflachen der Kategorie ,leicht®

aufwiesen, zeigten die geringsten mittleren Sporenkonzentrationen in der Luft.
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Abbildung 6.1: Die mittleren Sporenkonzentrationen in der Luft von Weinkellern
mit raumlufttechnischen Anlagen in Relation zur AuBenlufttemperatur. Das
Baujahr der Weinkeller ist in 3 Kategorien (schwarz/<1950, rot/1950-1979,
griin/21980) unterteilt. Die Kategorien der Schimmelpilzbefallsflache sind als
olleicht, A/mittel und +/schwer symbolisiert.
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Abbildung 6.2: Die mittleren Sporenkonzentrationen in der Luft von Weinkellern
ohne raumlufttechnische Anlagen in Relation zur AuBenlufttemperatur. Das
Baujahr der Weinkeller ist in 3 Kategorien (schwarz/<1950, rot/1950-1979,
griin/21980) unterteilt. Die Kategorien der Schimmelpilzbefallsflaiche sind als
olleicht, A/mittel und +/schwer symbolisiert.

Die mittleren Sporenkonzentrationen von mesophilen Pilzen in der
Weinkellerluft wurden signifikant (p<0,05) von der Temperatur und der RH im
Aufenbereich beeinflusst. Das multiple Gammamodell (Abbildung 6.3 und 6.4)
zeigte, dass sich in den Weinkellern mit ,leichter® sichtbarer
Schimmelpilzbefallsflache bei einer Aul3enlufttemperatur von 10°C die KBE/m?
Luft signifikant (p<0,00005) mit steigender RH der AufRenluft erhéhten. Im
Gegensatz dazu nahmen die KBE/m?® Luft im Mittel signifikant in den Kellern mit
,mittleren® (p<0,02) und ,schweren® (p<0,003) Schimmelpilzbefallsflachen mit

ansteigender RH in der Aulenluft ab. Waren die Keller mit einer
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Raumlufttechnischen Anlage ausgestattet, so wurden im Mittel geringere
KBE/m?® Luft erfasst als bei Kellern ohne einer Raumlufttechnischen Anlage. Bei
einer AuBenlufttemperatur von 30°C konnte bei hdheren
Sporenkonzentrationen in der Weinkellerluft, die gleiche Beobachtung gemacht
werden (Abbildung 6.5 und 6.6).
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Abbildung 6.3: Die mittleren Sporenkonzentrationen in der Luft von Weinkellern mit
der Schimmelpilzbefallsfliche der Kategorie ,leicht” bei einer AuBenlufttemperatur
von 10°C in Relation zur AuBenluftfeuchtigkeit. Das Baujahr der Weinkeller ist in 3
Kategorien (schwarz/<1950, rot/1950-1979, griin/21980) unterteilt. Die Austattung der
Keller mit einer Raumlufttechnischen Anlage wird mit o/nein, Alja symbolisiert.
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Die Sporenkonzentrationen von mesophilen Pilzen waren im Mittel in
Weinkellern der Schimmelbefallskategorie ,schwer®, die vor 1950 erbaut
wurden, am hochsten und in Kellern, die nach 1979 erbaut wurden und
Schimmelpilzbefallsflachen der Kategorie ,leicht aufwiesen am geringsten
(Abbildung 6.3 - 6.6).
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Abbildung 6.4: Die mittleren Sporenkonzentrationen in der Luft von Weinkellern
mit der Schimmelpilzbefallsfliche der Kategorie ,schwer® bei einer
AuBenlufttemperatur von 10°C in Relation zur AuBenluftfeuchtigkeit. Das Baujahr
der Weinkeller ist in 3 Kategorien (schwarz/<1950, rot/1950-1979, griin/21980)
unterteilt. Die Austattung der Keller mit einer Raumlufttechnischen Anlage wird
mit o/nein, Alja symbolisiert.
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Abbildung 6.5: Die mittleren Sporenkonzentrationen in der Luft von Weinkellern
mit der Schimmelpilzbefallsfliche der Kategorie ,leicht“ bei einer
AuBenlufttemperatur von 30°C in Relation zur AuBenluftfeuchtigkeit. Das Baujahr
der Weinkeller ist in 3 Kategorien (schwarz/<1950, rot/1950-1979, griin/=21980)
unterteilt. Die Austattung der Keller mit einer Raumlufttechnischen Anlage wird
mit o/nein, Alja symbolisiert.
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Abbildung 6.6: Die mittleren Sporenkonzentrationen in der Luft von Weinkellern mit
der Schimmelpilzbefallsflaiche der Kategorie ,,schwer“ bei einer AuBenlufttemperatur
von 30°C in Relation zur AuBenluftfeuchtigkeit. Das Baujahr der Weinkeller ist in 3

Kategorien (schwarz/<1950, rot/1950-1979, griin/21980) unterteilt. Die Austattung der
Keller mit einer Raumlufttechnischen Anlage wird mit o/nein, Alja symbolisiert.

6.2.2 Wahrscheinlichkeiten fur das Auftreten eines schweren
sichtbaren Schimmelpilzbefalls mittels eines multinomialen
Modells

Die Studie =zeigte, dass im Weinkeller die RH im Gegensatz zur
Innenraumtemperatur einen Einfluss auf den ,schweren“ sichtbaren

Schimmelpilzbefall hatte. Die RH in den Weinkellern variierte zwischen 39%
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und 85%. In den untersuchten Weinkellern wurden Innenraumtemperaturen von

9,6°C bis 23°C gemessen. Im Mittel lag die Raumtemperatur bei 15,3°C.

=2 .
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Abbildung 6.7: Die Wahrscheinlichkeiten fiir das Auftreten eines schweren
sichtbaren Schimmelpilzbefalls in Weinkellern bei einer Raumtemperatur von
10°C. Die Farben symbolisieren das Baujahr der Weinkeller mit einer
Raumluftechnischen Anlage (rot/<1950, dunkelblau/1950-1979, pink/21980)
und ohne eine Raumlufttechnische Anlage (schwarz/<1950, griin/1950-1979,
hellblau/z21980). Volle Linien symbolisieren Produktionskeller, strichlierte
Lagerkeller.

Mit einem multinomialen Modell wurden die Wahrscheinlichkeiten fir das
Auftreten eines schweren sichtbaren Schimmelpilzbefalls in den Weinkellern
bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass mit steigender RH im Weinkeller die
Wabhrscheinlichkeit flir das Auftreten eines schweren Schimmelpilzbefalls
zunimmt. Ist keine Raumlufttechnische Anlage im Keller vorhanden, steigt die
Wabhrscheinlichkeit fur das Auftreten eines ,mittleren® und ,schweren®
sichtbaren Schimmelpilzbefalls ebenso. Diese Wahrscheinlichkeit trifft auch auf

Weinkeller, die zur Produktion genutzt werden zu. Bei Produktionskellern ohne
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Raumlufttechnischer Anlage und einem Baujahr von 1950-1979 bzw. vor 1950
tritt die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten eines ,schweren® sichtbaren
Schimmelpilzbefalls bereits bei einer RH im Keller von 55% bzw. 60% auf
(Abbildung 6.7).

6.2.3 Darstellung des Einflusses verschiedener Faktoren auf die

medianen Sporenkonzentrationen in der Weinkellerluft

In der Luft der untersuchten Weinkeller (n=72) wurden mit dem ACFM
Sporenkonzentrationen von xerophilen Pilzen fiir Ziegelkeller (n=34) mit 1,6x10°
KBE/m® und fiir Betonkeller (n=38) mit 1,3x10° KBE/m® im Median ermittelt
(Tabelle 6.2, Abbildung 6.8).
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Abbildung 6.8: Mediane Sporenkonzentrationen in der Weinkellerluft im Jahresmittel
kategorisiert nach dem Bautyp
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Die Sporenkonzentrationen von xerophilen Pilzen in der Luft von
Produktionskellern (n=40) betrugen im Median 1,6x10° KBE/m® und von
Lagerkellern (n=32) 1,3x10° KBE/m?® (Tabelle 6.2, Abbildung 6.9).
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Abbildung 6.9: Mediane Sporenkonzentrationen in der Weinkellerluft
kategorisiert nach der Verwendung

Von 36 untersuchten Weinkellern wurde in funf Ziegel- und zwei Betonkellern
eine Taupunktunterschreitung an zumindest einem Raum umhullenden Bauteil
wie z.B. Decke, Wande gemessen. Zum Zeitpunkt der Untersuchung konnten in
drei Ziegelkellern und einem Betonkeller eine kritische Oberflachentemperatur
an zumindest einem Raum umhillenden Bauteil festgestellt werden. Das
bedeutet, dass die gemessene Oberflachentemperatur im Bereich von <3°C
uber dem ermittelten Taupunkt lag. Die Sporenkonzentrationen von xerophilen
Pilzen in Kellern mit Taupunktunterschreitung lagen im Median bei 3,9x10°
KBE/m?® Luft und waren somit signifikant hdher (p<0,05) als in Kellerrdumen

ohne Taupunktproblemen (Abbildung 6.10).
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Abbildung 6.10: Mediane Sporenkonzentrationen in der Weinkellerluft
kategorisiert nach dem Auftreten von Taupunktunterschreitungen

Die Sporenkonzentrationen von xerophilen Pilzen in der Luft von Weinkellern
mit ,schwerem® sichtbarem Schimmelpilzbefall (>80%) erreichten im Median
Werte zwischen 2,8x10° KBE/m*® und 1,4x10* KBE/m3. In Weinkellern mit
Jleichtem* sichtbarem Schimmelpilzbefall (<20%) wurden Werte von 1,1x10°
KBE/m® bis 7,4x10° KBE/m® Luft festgestellt. Die hdchsten
Sporenkonzentrationen von xerophilen Pilzen wurden im Median in
Ziegelkellern mit ,mittlerem” sichtbarem Schimmelpilzbefall (1,6x10* KBE/m3),
die niedrigsten in Betonkellern mit ,leichtem® sichtbarem Schimmelpilzbefall
(1,1x10?> KBE/m?) festgestellt. In Tabelle 6.3 sind die KBE/m?® Luft mit den

Kategorien der Schimmelpilzbefallsflachen angefuhrt.
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Tabelle 6.3: Mediane Sporenkonzentrationen in der Luft von Weinkellern in Relation zur

Schimmelpilzbefallsflache Teil 1

Schimmelpilz- . Keller Ziegel- Beton-
befalisflache ~ DC 18/ACFM gﬁi??t l;ilgzr l;«ilgeg AuRenluft
[KEr,nEi?mﬂ 1,1x10° 3,4x10? 1,1x10° 1,8x10"
28*3/2 [&"gg}a'l] 1,2x10° 1,4x10° 1,1x10% 7.2x102
[Kg"é’r‘ng] 7,4x10° 7,4x10° 3,7x10° 4,1x10°
[Kén|5i7m3] 3,7x10° 3,7x10? 1,8x10° 2,3x10?
2oeon  Keeim M0 et 180’ 8oxio’
[KIanS/)r(nﬂ 1,6x10* 1,6x10* 1,8x10° 3,3x10°
[Ké?ziymﬁ‘] 2,8x10° 2,8x10° - 7,1x10"
SfQ&Zr [&ASS}ZZ] 7,1x10° 7,1x10° - 9,5x10?
[KénEa/)r(nﬂ 1,4x10° 1,4x10* - 5,9x10°
SbChimm?lp“Z_ MEA/ACFM* gﬁi'ﬁt Zk'iﬁ’ii ?(Ztl?enr AuRenluft
efallsflache gl Ny e
[KérI]Ei?mﬂ 3,5x10" 4,6x10° 3,5x10 2,1x10°
Son KoL 1,0x10° 1,4x10° 8,7x107 1,1x10°
[KernEa/)r(TP] 9,8x10° 9,8x10° 5,1x10° 3,9x10°
[KE:TI]-Zi?mﬂ 6,4x10° 6,4x10° 1,4x10° 1,9x10?
zr.?_‘;tgl/,, [,'g'gg}fn'l] 1,5x10° 3,2x10° 1,5x10° 1,2x10°
[KlgnEa/)r(n3] 1,2x10° 1,2x10° 1,6x10° 2,9x10°
[KBETEi;‘mﬂ 1.4x10° 14x10° - 2,1x10?
S>Czr3](\)l\</>2Ir [&Agg}?nrl] 7.4x10° 7,4x10° - 2,0x10°
[Kgé’r;ﬂ 1,0x10* 1,0x10* ; 5,4x10°
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Tabelle 6.3: Mediane Sporenkonzentrationen in der Luft von Weinkellern in Relation zur
Schimmelpilzbefallsflache Teil 2

Schimmelpilz- Keller Ziegel- Beton-
befallsflache ~ DC18/MAS gesamt l;filg l;ill3e8r AuBenluft
[KB@?mﬂ 5,0x10" 3,2x10° 5,0x10" 2,0x10'
o [}'}"gé’};’l] 8,9x10° 1,0x10° 8,5x10° 7.7%x10°
[Kénf/ﬁqs] 5,4x10° 5,4x10° 4,2x10° 2,6x10°
[KErsti?mﬂ 4,8x10° 4,8x10? 1,1x10° 1,8x10?
281-2?;!/0 [&Aseg}amrl] 1,7x10° 2,5x10° 1,4x10° 4,0x10?
[Kéné)r(rﬂ 8,2x10’ 8,2x10° 1,6x10° 3.4x10°
[KEEE?mﬂ 1,4x10° 1,4x10° - 2,0x10"
poton KoL/ 6,2x10° 6,2x10° i 8,6x102
[KénEa/%] 8,5x10° 8,5x10° - 3,2x10°
Schimmelpilz- Keller Ziegel- Beton-
befallsflache MEAMAS ggi??t lr(ilgir ﬁlgeg Aufienluft
[KBETEi;‘mﬂ 4,0x10' 1,8x10° 4,0x10' 6,0x10"
'558'3/2 [&Aseg}?nrl] 6,5x10° 8,9x10° 6,1x10? 7.4x10?
[Kgéﬁﬂ 4,2x10° 4,2x10° 3,3x10° 2,9x10°
[KEr;nEi7m3] 3,2x10° 3,2x10? 8,5x10° 1,3x10?
zrg_gtgl/o [}'}Aggjfn@] 1,4x10° 2,0x10° 1,1x10° 1,1x10°
KBE/] 7,5x10% 7,5x10% 1,4x10° 2,2x10°
[KBErIIEi?m3] 1,3x10° 1,3x10° - 2,2x107
SEQSY’Zr [&Agg}?nrl] 3,5%10° 3,5x10° - 1,2x10°
[Klgqlg)r(nﬂ 7,2x10° 7,2x10° - 3,3x10°
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6.3 ldentifizierte Schimmelpilzgattungen

6.3.1 Schimmelpilzgattungen in der Weinkellerluft

In der Raumluft der Weinkeller (n=72) waren 14 der 28 aus der Luft

identifizierten Pilzgattungen vorherrschend.

Paecilomyces sp.
Fusarium sp. OFase
Acremonium sp.
Chrysonilasp. B\Wand
Alternaria sp. O Luft
sterile mycelia
Wallemia sp.
Basidiomycetes
Trichoderma sp.
Mucor sp.

Botrytis sp.

Dominante Gattungen

Eurotium sp.

Aspergillus sp. L
1 ]

|
Penicillium sp. [E—— . d ,
0 10 20 30 40 50

Prozent

Abbildung 6.11: Identifizierte dominante Schimmelpilzgattungen aus der Weinkellerluft
(n=72), von Wandproben (n=62) und Fassproben (n=36) aus den 36 Weinkellern

Es wurden vorwiegend Schimmelpilze der Gattung Penicillium, Aspergillus und
Cladosporium nachgewiesen. Die Gattung Penicillium war mit 45%
vorherrschend, gefolgt von Aspergillus mit 21% und Cladosporium mit 12%. Die
ubrigen Gattungen wurden mit einem Anteil von <5% dokumentiert (Abbildung
6.11). In Tabelle 6.4 sind alle identifizierten 35 Schimmelpilzgattungen und 84
Arten, welche aus der Weinkellerluft, von Wand- und von Fassproben isoliert

wurden, aufgelistet.
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6.3.2 Schimmelpilzgattungen von Weinkellerwand- und Fassproben

In den Weinkellern wurden 62 Abstrichproben von Wandoberflachen und 23
von Fassoberflachen genommen. Von den Wandoberflachen wurden 15
Gattungen und von den Fassoberflachen 23 Gattungen isoliert. Bei den
Wandproben waren die Gattungen Penicillium mit 23%, Cladosporium mit 20%,
Aspergillus mit 13% und Basidiomyceten mit 11% dominant. Bei den
Fassproben waren die dominanten Gattungen Penicillium mit 38%,
Cladosporium mit 17%, Basidiomyceten mit 12% und Aspergillus mit 8%. Die
Gattungen Mucor, Eurotium, Fusarium, Paecilomyces, Alternaria, Acremonium
und Boftrytis waren mit einem Anteil von 6% und weniger vertreten (Abbildung
6.11).

Mit logistischen Regressionsmodellen wurden die Ursachen und Bedingungen
fir das Auftreten bestimmter Pilzarten im Weinkeller untersucht. Es wurde
festgestellt, dass das Wachstum von Aspergillus versicolor signifikant (p<0,01)
begunstigt wird, wenn an Bauteiloberflachen im Weinkeller der Taupunkt
unterschritten wird. Die Auftrittswahrscheinlichkeit von Aspergillus fumigatus
war signifikant héher in Ziegelkellern (p<0,006) als in Betonkellern und wurde
signifikant begunstigt, wenn der Taupunkt (p<0,02) unterschritten wurde. Das
Auftreten dieser Pilzart reduzierte sich, wenn die Innenraumtemperatur (p<0,03)
und RH (p=<0,02) im Weinkeller anstiegen. Die Gattung Mucor sp. wurde mit
einer signifikant (p<0,02) héheren Wahrscheinlichkeit in Weinkellern, die vor
1950 erbaut wurden, gefunden. Die Art Botrytis cinerea wurde mit einer
signifikant (p<0,02) hoéheren Wahrscheinlichkeit in Weinkellern, die zur
Produktion genutzt wurden, ermittelt. Die Auftrittswahrscheinlichkeit von
Alternaria alternata war signifikant geringer in Ziegelkellern (p<0,01) als in
Betonkellern.

Die Pilzart Zasmidium cellare wurde in funf Weinkellern (13%) in
Ziegelbauweise mit einer Schimmelpilzbefallsflache der Kategorie ,schwer®
entdeckt. Z. cellare bedeckte in diesen Kellern ca. 50-80% der Bauteil-
oberflachen. Es wurden Sporenkonzentrationen von xerophilen Pilzen von

3,6x10° KBE/m? im Median in der Luft gemessen.
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Tabelle 6.4: Identifizierte Schimmelpilzgattungen und —arten

Fungal Taxa A' B> W’ Fungal Taxa A B W Fungal Taxa A
Absidia Fusarium Penicillium thomii +
Absidia macrospora Fusarium oxysporum +  Penicillium tricolor +
Absidia repens Fusarium poae Penicillium variabile +
Acremonium Fusarium solani + Phanerochaete
Acremonium murorum Geotrichum Phanerochaete chrysosporium — +
Acremonium strictum +  Geotrichum candidum + Phialophora
Alternaria Lecanicillium Phialophora europaea
Alternaria alternata + +  Lecanicillium psalliotae + Phoma
Aspergillus Moniliella Phoma glomerata +
Aspergillus candidus + Moniliella acetoabutens + Rhizomucor
Aspergillus clavatus + Mortierella Rhizomucor sp.
Aspergillus flavus + Mortierella sp. + Rhizopus
Aspergillus fumigatus + + 4+  Mucor Rhizopus microsporus
Aspergillus neoellipticus + Mucor circinelloides + +  Rhizopus oryzae
Aspergillus niger + Mucor fragilis +  Rhizopus stolonifer
Aspergillus ochraceus + Mucor hiemalis +  Scopulariopsis
Aspergillus versicolor + + Mucor plumbeus +  Scopulariopsis brevicaulis
Aspergillus tamari + Mucor racemosus +  Scopulariopsis fusca
Aspergillus terreus + +  Paecilomyces Schizophyllum
Aureobasidium Paecilomyces variotii + +  Schizophyllum commune +
Aureobasidium pullulans + + 4+ Penicillium Simplicillium
Botrytis Penicillium adanetzioides + Simplicillium lamellicola
Botrytis cinerea + +  Penicillium angulare + Stachybotrys
Botrytis fabae Penicillium aurantiogriseum + Stachybotrys chartarum +
Byssochlamys Penicillium brevicompactum + Trametes
Byssochlamys nivea + Penicillium camembertii + +  Trametes hirsuta
Cladosporium Penicillium carneum + Trametes versicolor
Cladosporium cladosporioides Penicillium chrysogenum + Trichoderma
Cladosporium sphaerospermum + Penicillium corylophilum + Trichoderma viridae
Chrysonilia Penicillium crustosum + Trichoderma harzianum
Chrysonilia sitophila + +  Penicillium decumbens + Trichoderma longibrachiatum
Emericella Penicillium expansum + +  Trichothecium
Emericella nidulans + +  Penicillium glabrum + Trichothecium roseum +
Eurotium Penicillium griseofulvum + Ulocladium
Eurotium amstelodami + +  Penicillium italicum +  Ulocladium chartarum +
Eurotium chevalieri Penicillium nalgiovense + Wallemia
Eurotium herbariorum + +  Penicillium olsonii + +  Wallemia sebi +
Epicoccum Penicillium piceum +  Zasmidium
Epicoccum nigrum + + 4+ Penicillium purpurescens Zasmidium cellare
Penicillium roqueforti
Penicillium spinulosum + +

A’ Luft

B..Fass

W°...Wand

In Ziegelkellern ohne Z. cellare Bewuchs wurden im Median um das 2,5 fach
geringere Sporenkonzentrationen von 1,4x10° KBE/m? von xerophilen Pilzen in

der Luft festgestellt. Mit dem logistischen Regressionsmodell wurde festgestellt,
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dass das Auftreten von Z. cellare mit zunehmender RH im Weinkeller signifikant
(p=<0,006) zunimmt.

6.4 Tri-, Tetrachloranisol und Tribromanisol

Es wurden 38 Weinkellerluftproben auf Tri-, Tetrachloranisol und Tribromanisol
untersucht. In sechs Proben konnte kein TCA nachgewiesen werden. In 27
Proben lagen die TCA-Werte unter der Nachweisgrenze von 1ng/L und in vier
Proben war TCA Uber der Nachweisgrenze von <1 ng/L vorhanden. Bei einer
Probe war das TCA durch eine andere Substanz Uberlagert, sodass kein TCA
Nachweis moglich war. TeCA wurde in 34 Proben nicht, in drei Proben unter
und in einer Probe Uber der Nachweisgrenze von <1 ng/L gemessen. In keiner

der 38 Proben konnte TBA nachgewiesen werden (Tabelle 6.5).

In Abbildung 6.12 wurde der Gehalt an TCA und die Medianwerte der
Sporenkonzentrationen in der Kellerraumluft verglichen. Aus den Ergebnissen
lasst sich erkennen, dass die Medianwerte der xerophilen Pilze in der Luft von
Weinkellern mit TCA-Werten Uber der Nachweisgrenze von 1 ng/L bei
6,8x10% KBE/m? lagen.

M vEA KBE/m®

12.000- [ 0G18 KBE/m®
10.000—
5.000—
& .000—
4.000+
2.000- * * * i
T T

T
nicht nachweiskbar Machweisgrenze =1 Machweisgrenze =1

TCA

KBEIm? Luft

Abbildung 6.12: Mediane Sporenkonzentrationen in der Weinkellerluft kategorisiert nach dem
Vorhandensein von TCA
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Tabelle 6.5: Konzentration von Anisolverbindungen in der Weinkellerluft

Probennummer Bezeichnung TCA [ng/L] TeCA [ng/L] TBA [ng/L]

1 W-B <1 nn nn
2 W-B <1 <1 nn
3 W-Z <1 <1 nn
4 W-Z nn nn nn
5 W-B nn nn nn
6 W-Z nn nn nn
7 W-B <1 nn nn
8 W-B <1 nn nn
9 W-Z <1 nn nn
10 W-B nn nn nn
11 W-Z <1 nn nn
12 W-Z na nn nn
13 W-B <1 nn nn
14 W-B <1 nn nn
15 W-Z nn nn nn
16 W-Z <1 nn nn
17 W-Z nn <1 nn
18 W-B <1 nn nn
19 W-Z <1 nn nn
20 W-Z 1,6 nn nn
21 W-Z <1 nn nn
22 W-B <1 nn nn
23 W-Z <1 2,7 nn
24 W-Z <1 nn nn
25 W-Z <1 nn nn
26 W-B <1 nn nn
27 W-Z 12,5 nn nn
28 W-Z <1 nn nn
29 W-B <1 nn nn
30 W-Z <1 nn nn
31 W-B <1 nn nn
32 W-Z <1 nn nn
33 W-B <1 nn nn
34 W-B <1 nn nn
35 W-Z 1 nn nn
36 W-Z <1 nn nn
37 W-Z 1 nn nn
38 W-Z <1 nn nn

W-Z...Weinkellerluftprobe Ziegelbauweise
W-B...Weinkellerluftprobe Betonbauweise
nn...nicht nachweisbar

na...nicht auswertbar



7 Diskussion

7.1 Vergleich der Sporenkonzentrationen in der Weinkellerluft

und in der AufRenluft

Mit dieser Studie wurde gezeigt, dass die Pilzsporenkonzentrationen in der Luft
von Weinkellern durch die Temperatur und RH der Aul}enluft, der RH im
Weinkeller und dem Wachstum von Schimmelpilzen auf Bauteiloberflachen
beeinflusst werden. Eine wichtige Rolle spielen auch der Bautyp des

Weinkellers und der Einsatz einer Raumlufttechnischen Anlage im Weinkeller.

Schimmelpilze haben eine wichtige Rolle beim Abbau von organischen
Materialien und kommen in der Vegetationsperiode vermehrt in der Aul3enluft
vor. In den Monaten mit niedriger Aulienlufttemperatur zeigte sich eine
Reduktion der Sporenkonzentration sowohl in der Aufden- als auch in der
Innenraumluft. Die Zahl der Schimmelpilzsporen in der Aul3enluft wird von der
Beschaffenheit der Umgebung, dem Klima, der Tages- und Jahreszeit
beeinflusst. Dennoch diirfte die Konzentration der Schimmelpilzsporen in der
Aulenluft weniger wichtig fir die Sporenkonzentration in den Weinkellern sein,
da die spezifischen Bedingungen, die im Innenraum vorherrschen, fur die
Ausbildung einer Mikroflora ausschlaggebend sind. Auch Ocon et al. (2011)
konnte in einem Weinkeller in Logrono (Spanien) feststellen, dass die Bauweise
des Weinkellers und die RH im Keller die ausschlaggebenden Faktoren fir die
Schimmelpilzsporenkonzentration in der Kellerraumluft sind. In Innenrdumen,
welche den Schimmelpilzen ungunstige Lebensbedingungen bieten,
unterscheiden sich die Sporenkonzentration und die Zusammensetzung der
Pilzarten in der Raumluft nicht wesentlich von jener der Aufienluft (Obeloer et
al. 2001). In dieser Studie wurden Sporenkonzentrationen fur xerophile Pilze in
allen Weinkellern im Median von 1,5x10° KBE/m?, in Ziegelkellern von 2,5x10°
KBE/m? und in Betonkellern von 1,3x10% KBE/m? ermittelt. Fiir mesophile Pilze
wurden Sporenkonzentrationen in allen Weinkellern von 1,3x103 KBE/m?3, in
Ziegelkellern von 1,7x103 KBE/m?® und in Betonkellern von 9,5x102 KBE/m3 im

Median gemessen. Mandl et al. (2010) ermittelten in alten Erdkellern
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Sporenkonzentrationen von xerophilen Pilzen im Mittel von 4,1x10° KBE/m? Luft
und von mesophilen Pilzen von 4,8x10° KBE/m3. Simeray et al. (2001) konnten
fur mesophile Schimmelpilze Werte von 5,7x10? KBE/m? bis zu 2,4x10° KBE/m?
Luft feststellen. In der Studie von Picco et al. (2004) wurden im Mittel
Sporenkonzentrationen von xerophilen Schimmelpilzen in industriell- und in
familienbetriebenen Weinkellern von 3,0x10?> KBE/m? bis zu 6,5x10°® KBE/m?
nachgewiesen. Ocon et al. (2011) zeigten, dass in einem modernen betonierten
Weinkeller  im unter Erdniveau liegenden Fasskeller  hohere

Sporenkonzentrationen auftraten als im ebenerdig liegenden Produktionskeller.

Wurden im Weinkeller Arbeitsvorgdange mit erhdhten Sporenemissionen
durchgefuhrt, wie z.B. das Ablésen der Trauben vom Rappen mit einer
Abbeermaschine, stiegen die Sporenkonzentrationen fur xero- bzw. mesophile
Pilze bis 2,1x10* KBE/m? bzw. 3,6x10* KBE/m* an. Rosa et al. (2002) konnten
auf Trauben Sporenkonzentrationen filamentéser Pilze im Mittel von 1,3x10* bis
5,4x10° KBE/g nachweisen. Picco et al. (2004) konnten die hdéchsten
Pilzsporenkonzentrationen von 6,5x10®* KBE/m?* wahrend der Produktion und im
Bereich der Flaschenabflllung feststellen. Auch Simeray et al. (2001) konnten
nach dem Pressen der Trauben im Weinkeller erhéhte KBE/m?® flr Botrytis
cinerea ermitteln. In dieser Studie wurde Botrytis cinerea vermehrt in
Weinkellern, die zur Produktion verwendet werden, nachgewiesen. Diese
Schimmelpilzart tritt vermehrt auf Weintrauben auf (Tournas et al., 2005). Garijo
et al. (2008) stellten fest, dass die Sporenbelastung fir die Weinbauern beim

Abladen der Trauben und beim Entrappen der Trauben hoch war.

Hohe Sporenkonzentrationen von Schimmelpilzen, vor allem von Boftrytis
cinerea werden als Ursache der Berufskrankheit ,Winzerlunge bzw.
.Spatleselunge”, einer exogen allergischen Alveolitis (EAA) angesehen. Diese
Hypersensitivitatspneumonitis wird durch eine allergische Reaktion der Alveolen
vom Typ Il u. IV durch wiederholte Exposition gegenuber hohen
Konzentrationen an Pilzsporen (10° bis 10" Sporen/m®) ausgeldst. Bei
anhaltendem Allergenkontakt kénnen sich diffuse interstitielle Lungenfibrosen
mit Spatschaden entwickeln (Buchter, 2011; Buzina, 2007; Trautmann, 2006;
UBA, 2002; Bessot et al., 1997; Popp et al., 1987). Diese Berufskrankheit ist in

der Landwirtschaft allgemein als ,Farmerlunge® bekannt. Das Krankheitsbild
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auBert sich in Form der Leitsymptome Atemnot und Husten und den
Allgemeinsymptomen  Abgeschlagenheit, Fieber, Schuttelfrost, Schweil3-
neigung, Kopfschmerzen, Ubelkeit und Appetitlosigkeit. Die oberen Atemwege
kénnen in Form einer Rhinitis, Pharyngitis oder Laryngitis ebenso betroffen
sein. Die Symptome halten in der Regel mehrere Stunden, selten Uber wenige
Tage an (Buchter, 2011; Trautmann, 2006). Beschaftigte von Wein
erzeugenden Betrieben sollten daher bei Tatigkeiten, wie dem Entrappen der
Trauben, bei denen mit hohen Sporenkonzentrationen von Schimmelpilzen zu

rechnen ist, Schutzmasken (FP3) tragen.

7.2 Vergleich der Sporenkonzentrationen in Relation zum
Bautyp des Weinkellers und zu den klimatischen

Bedingungen

In Bezug auf den Bautyp der Weinkeller waren die Sporenkonzentrationen in
Ziegelkellern, die vor 1950 erbaut wurden, signifikant hoher als in Weinkellern,
die spater erbaut wurden. Simeray et al. (2001) konnten in alten traditionellen
semi-subterranen Weinkellern mit festen Erdbdéden hohere Sporen-
konzentrationen nachweisen als in neu erbauten Kellern. Ocon et al. (2011)
stellten ebenfalls fest, dass die Bauweise des Weinkellers und die relative
Luftfeuchtigkeit bzw. Bereiche im Weinkeller mit geringem Luftaustausch und
hoher RH wichtige Faktoren fur die Schimmelpilzsporenkonzentration in der
Kellerraumluft waren. Auch in unserer Studie konnte beobachtet werden, dass
vor allem Ziegelkeller nur bis zu einem gewissen Grad konditionierte
Raumluftverhaltnisse Uber das gesamte Raumvolumen aufwiesen und die
hoéheren Sporenkonzentration in der Luft auf die hdheren RH in den Kellern
zurtckzufihren war. In Weinkellern ohne Raumlufttechnische Anlagen waren
die Sporenkonzentrationen signifikant hoher als in Weinkellern mit Raumluft-
technischen Anlagen. Zehn Weinkeller in Ziegelbauweise, die vor 1950 erbaut
wurden, wiesen sichtbare Schimmelpilzbefallsflachen der Kategorie ,schwer”
auf. Die Ziegelkeller wiesen in der Regel keine Feuchtigkeitsisolierung auf. In
ihnen fuhrten Meteor- oder Sickerwasser zur Befeuchtung von
Konstruktionsteilen, die wiederum entsprechende Schimmelpilzquellen

darstellen.  Weitere Faktoren  fur  Schimmelpilzwachstum  stellten
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unterschiedliche Temperatur- und RH Werte der Weinkellerinnenraumluft und
der Aullenluft, speziell bei warmen AulRentemperaturen dar. Bei leichten
Veranderungen der Rahmenbedingungen (hdhere RH, geringere
Raumtemperatur) in Weinkellern ohne Raumlufttechnische Anlagen waren
Taupunktunterschreitungen an Bauteilen madglich. Blieben diese geanderten
Bedingungen in einem gewissen Rahmen und treten diese Ereignisse nicht zu
haufig auf, konnte das Kondensat wieder abtrocknen und an diesem Bauteil war
kein Schimmelpilzwachstum zu erwarten. Besonders im Fruhsommer war die
Gefahr von Taupunktunterschreitungen durch die einstrdbmende warme
Aulenluft gro3, da die Kellerwande noch relativ kiihl waren. In diesem Kellertyp
kann es an jenen Konstruktionsteilen, die durch niedrigere
Oberflachentemperaturen  gekennzeichnet sind, zu einer hoheren
Substratfeuchtigkeit kommen. Beim Einstrdmen warmerer Aufenluft in die
Keller kuhlt diese ab und die Uberschussige RH kondensiert an den kalten
Bauteiloberflachen aus. Dies fuhrt wiederum lokal 2zu vermehrtem
Schimmelpilzwachstum. Die Feuchtigkeitsverhaltnisse an den
Konstruktionsteilen und die RH im Keller spielen eine entscheidende Rolle fir
das Schimmelpilzwachstum. Von auf3en kénnen Keller durch Bodenfeuchte,
Hang- oder Sickerwasser und evil. durch drickendes Wasser belastet werden.
Bei den Betonkellern wurden die Fundamente und Kellerwande meist so
errichtet, dass kein Wasser von auf3en eindringen kann. Bei den untersuchten
Ziegelkellern waren zumeist keine Feuchtigkeitsisolationen vorhanden. Auch
einige Betonkeller hatten keine gedammte Bauweise, sodass auch hier
Kondenswasserniederschlag zu einer Durchfeuchtung der Bauteile und in
weiterer Folge zu sichtbaren Schimmelpilzbefall an den Bauteiloberflachen
fuhrte.

Weinkeller in denen eine Raumlufttechnische Anlage zum Einsatz kam, hatten
generell ein trockeneres Innenraumklima. In Betonkellern mit einer Klimaanlage
waren die Sporenkonzentrationen in der Luft niedrig, weil einerseits diese
Anlagen fir ein ausgeglichenes Kellerklima (Temperatur, RH) sorgten und
andererseits zusatzliche Feuchtigkeitsquellen gebaudebedingt soweit wie
mdglich ausgeschlossen waren. In diesen Kellern lag die RH zwischen 39 und

45%, wogegen in den Weinkellern ohne Raumlufttechnische Anlagen eine RH
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bis zu 85% verzeichnet wurde. Die ermittelten RH aller Weinkeller lagen
zwischen 39% und 85%. Picco et al. (2004) haben in ihrer Studie eine RH in
Weinproduktionsbereichen von 82,5 + 6,2% und in Kellern zur Weinlagerung
und Reifung des Weines von 74,4 + 4,8% gemessen. Ocon et al. (2011)
konnten in Weinkellerbereichen, die unter der Erde lagen und als Lagerkeller
verwendet wurden, eine RH von 55,5% bis zu 85,3% gemessen. Simeray et al.
(2001) ermittelten in alten, teilweise subterranen Lagerkellern eine RH von 40%
bis 60% und in modernen, betonierten Lagerkellern eine RH von 43% bis 50%.
In Weinkellern, die zum Ausbau und zur Lagerung des Weines verwendet
werden, sollte die RH zwischen 50% und 75% liegen, um den Schwund in den
Holzfassern gering zu halten bzw. um ein Austrocknen der Korken zu
vermeiden. Clemenz (2007) zeigte, dass in Gewdlbekellern eine RH im Mittel
von 90% und in klimatisierten Kellern im Mittel von 67% vorherrschen. Ocon et
al. (2011) stellten fest, dass nicht die Temperatur im Weinkeller, sondern die
RH der determinierende Faktor fur hohe Sporenkonzentrationen ist. Auch in
dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die RH in den Weinkellern einen
grolReren Einfluss auf Schimmelpilzbefall hatte als die Raumtemperatur. Die
Wahrscheinlichkeit fir einen schweren Schimmelpilzbefall im Weinkeller nahm
mit steigender RH zu. Herrschen Konditionen mit einer RH Uber 70%, so sind
diese optimal fur Schimmelpilzwachstum (Burge, 1990). Die idealen
Lebensbedingungen fur die meisten Schimmelpilze sind bei einer RH um 80%
und bei Temperaturen um 20°C gegeben. Bei einem ausreichenden
Feuchtigkeitsangebot konnen Schimmelpilze auf fast allen organischen
Substraten wachsen (Jorde et al., 1988). Reinigungsvorgange mit Wasser in
den Weinkellern fihren zu einer héheren Luftfeuchtigkeit im Raum. Aus der
Literatur ist bekannt, dass pro Liter produziertem Wein zwischen 3,5 und 7,5
Liter Wasser verbraucht werden (Huck et al., 2007). Rund 80% dieses Wassers
werden in der Weinbereitung flr Reinigungs- und Desinfektionszwecke
bendtigt. Schimmelpilzwachstum wird einerseits durch eine langer wahrende,
hohere relative Luftfeuchtigkeit, andererseits durch eine entsprechende
Verflugbarkeit von freiem Wasser (aw-Wert von 0,7-0,95) im Substrat induziert
(Sedlbauer, 2001). Viele Schimmelpilze wachsen bereits unter Konditionen mit
niedriger Wasseraktivitat (aw), wogegen andere einen aw von 0,85 und hoher

bevorzugen. Unter 30% RH erfolgt nur geringes Schimmelpilzwachstum im
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Innenraum, jedoch  Konditionen uUber 70% sind optimal fur
Schimmelpilzwachstum (Levetin, 1995). Bei ausreichendem Myzelwachstum
setzt bei niedriger Luftfeuchtigkeit wiederum die Sporulation ein. Hohe RH in
Weinkellern kann zu einem Problem bei der Weinlagerung flihren, da ein hohes
Risiko besteht, dass bei alten Weinfassern Schimmelpilzwachstum auftritt
(Guerrero und Ocana, 2005). Diese Studie hat gezeigt, dass mit einem Anstieg
der AulRenluft-RH die Sporenkonzentration in Weinkellern mit einer sichtbaren
Schimmelpilzbefallsflache der Kategorie ,schwer® abnimmt. Der Grund dafur
durfte sein, dass keine Sporulation bzw. Freisetzen der Pilzsporen stattfindet,
wenn die Verfugbarkeit von freiem Wasser an Oberflachen im
Sattigungsbereich liegt. Die Konditionen, die fur die Sporulation von
Schimmelpilzen vorhanden sein mussen, hangen von der Variabilitat der
Schimmelpilze und der adaquaten Verfligbarkeit von Feuchtigkeit ab. Nach
Levetin (1995) werden bestimmte Nahrstoffe oder Umweltfaktoren bendtigt, um

die Sporenentwicklung zu initiieren.

In der Studie wurden Temperaturen in den Weinkellern im Bereich von 9,6°C
bis 23°C bzw. im Mittel 15,3°C gemessen. In der Arbeit von Picco et al. (2004)
lagen die Raumtemperaturen wahrend der Weinproduktion bei 15,1 + 1,9°C und
zum Zeitpunkt der Weinlagerung und Entwicklung des Weines bei 12,2 + 1°C.
In einer spanischen Studie wurden Temperaturen in einem Weinkeller von
11,2°C bis 21,5°C bzw. im Mittel 16,5°C gemessen (Ocon et al., 2011). Simeray
et al. (2001) konnten in alten, teilweise subterranen Lagerkellern Temperaturen
von 9°C bis 14°C und in modernen, betonierten Lagerkellern von 8°C bis 16°C
messen. Clemenz (2007) konnte in Gewodlbekellern eine mittlere
Raumtemperatur von 10,5°C und in klimatisierten Kellern von 13,4°C
feststellen. Im Lagerkeller sollten im Idealfall 8 bis 18°C herrschen unter der
Voraussetzung, dass die Temperatur konstant bleibt. Eine Erhohung der
Kellertemperatur auf 12°C im Winter oder auf 20°C im Sommer ist
unbedenklich, wenn die Temperaturen an den raumumhullenden Bauteilen uber
dem Taupunkt bleiben. Hingegen kdnnen sich Jahresschwankungen von mehr

als 5-6°C negativ auf den Wein auswirken (Vogt et al., 1984).

Der geringe Unterschied in den Keimkonzentrationen zwischen Lager- und

Produktionskellern lasst sich damit erklaren, dass sowohl Lager- als auch
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Produktionskeller teilweise aus Ziegel oder aus Beton gebaut sind. So sind 30%
der Lagerkeller und 60% der Produktionskeller aus Beton. Vergleicht man die
Lager- bzw. Produktionskeller nach Bautyp so kann man feststellen, dass jene
Keller hdhere Sporenkonzentrationen in der Luft aufweisen, die aus Ziegel
errichtet sind. Picco et al. (2004) konnten die hochsten Pilzsporen-
konzentrationen von 6,5x10° KBE/m? Luft sowohl bei der Produktion im Bereich
der Flaschenabfullung als auch im Lagerkeller feststellen. Generell konnten in
dieser Studie hohe Sporenkonzentrationen in Kellerbereichen, wo
Fermentationsprozesse ablaufen und in Bereichen der Flaschenabflllung
nachgewiesen werden. Simeray et al. (2001) ermittelten fir mesophile
Schimmelpilze Werte von 5,7x10? KBE/m?® bis zu 2,4x10°* KBE/m?® Luft, wobei
sie beobachteten, dass alte, teilweise subterrane Keller hohere
Sporenkonzentrationen als moderne Weinkeller aufweisen. Ocon et al. (2011)
zeigten, dass in einem modernen betonierten Weinkeller im unter Erdniveau
gelegenen Fasskeller hdhere Sporenkonzentrationen auftraten als im ebenerdig
gelegenen Produktionskeller. Der Bautyp der Weinkeller spielt somit eine

entscheidende Rolle in Bezug zur auftretenden Sporenkonzentration.

7.3 Identifizierte Schimmelpilzarten

In dieser Studie brachte die qualitative Auswertung der Weinkellerluft 35
Schimmelpilzgattungen und 84 Arten. Simeray et al. (2001) konnten in
verschiedenen Weinkellern von 48 Pilzarten am haufigsten Penicillium spp.,
Cladosporium spp. und Aspergillus spp. identifizieren. Picco et al. (2004)
wiesen in ihrer Studie in der Luft von Weinkellern 21 Gattungen und 42 Arten in
den Weinkellern nach, und beschrieben Penicillium spp. und Aspergillus spp.
als dominante Gattungen. In der vorliegenden Studie konnten in den
Weinkellern 14 dominante Gattungen gefunden werden. Davon waren die
Gattungen Penicillium mit 45%, Aspergillus mit 21% und Cladosporium mit 12%
am haufigsten in der Luft vertreten. Garijo et al. (2008) konnten in der
Weinkellerluft Botrytis sp., Mandl et al. (2010) am haufigsten Penicillium sp. und
Aspergillus sp. nachweisen. Haas et al. (2007) zeigten, dass hohe
Sporenkonzentrationen von Pencillium und Aspergillus im Innenraum stets bei

sichtbarem Schimmelpilzbefall auftraten. Garijo et al. (2008) berichteten, dass
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es sich bei den vorhin erwadhnten zwei Schimmelpilzgattungen um typische
,ware-house molds® handelt, welche als einzige immer in

Weinkellereiokosystemen gefunden wurden.

Die Gattungen Pencillium und Cladosporium wurden in dieser Studie am
haufigsten auf Fass- und Wandproben nachgewiesen. Auch Goto et al. (1989)
identifizierten die Gattungen Pencillium und Cladosporium als dominante
Gattungen in Lagerkellern. Die Gattungen Penicillium und Aspergillus werden
haufig in Innenraumen gefunden, weil diese Pilze gerne auf Nahrbdden wie
Holz, Pappe oder Wandoberflachen gedeihen (Burge, 1990). In Abhangigkeit
von den Feuchtigkeitsanspriichen wachsen die Schimmelpilze auf organischen
Substraten nach einer bestimmten Sukzession. Als Erstbesiedler gelten Arten
von Pencillium und Aspergillus. Eine sekundare Besiedelung findet durch die
Gattung Cladosporium statt usw. (Pratt et al. 1999). Die Gattungen Penicillium
und Aspergillus sind aber nicht nur Biokontaminanten in Innenraumen, sondern
stellen eine wichtige Quelle fur Allergene dar (Morey et al. 2002; Icenhour et al.
1997). Garijo et al. (2008) konnten in der Weinkellerluft neben den am
haufigsten vertretenen Penicillium sp. und Aspergillus sp. auch Botrytis sp.
nachweisen. Wahrend Botrytis sp. vorwiegend beim Abladen der Trauben im
Kelterhaus prasent war, dominierte Penicillium sp. bei der Weinlagerung in der
Luft. Auch in unserer Studie wurde die Art Botrytis cinerea mit einer signifikant
hoheren Wahrscheinlichkeit in Weinkellern, die zur Produktion genutzt wurden,
nachgewiesen. Tournas et al. (2005) untersuchten verschiedene Frichte auf
Befall durch Mikroorganismen und konnten Botrytis cinerea, Alternaria sp. und
Cladosporium sp. am haufigsten auf Weintrauben nachweisen. Bei blauen
Trauben wurden vermehrt Alternaria sp. und Cladosporium sp. gefunden,
wahrend auf grinen Trauben besonders Botrytis sp., Penicillium sp.,
Aspergillus sp., Alternaria sp., Fusarium sp. sowie Hefen der Gattung
Rhodotorula vorhanden waren. Der Eintrag von Schimmelpilzen durch
Weintrauben in die Weinkeller koénnte, wenn man die freigesetzten
Sporenkonzentrationen beim Entrappen der Trauben mit einer Abbeermaschine
betrachtet als Quelle fur Sporenemissionen ebenfalls eine Rolle spielen.
Aspergillus fumigatus wurde in unserer Studie in Luft-, Wand- und Fassproben

gefunden. Das Auftreten dieser Art war signifikant hoher in Ziegelkellern als in
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Betonkellern und wurde beguinstigt, wenn der Taupunkt an Bauteiloberflachen
unterschritten wurde. Sein Auftreten reduzierte sich aber, wenn die
Innenraumtemperatur und RH im Weinkeller anstiegen. Auch Simeray et al.
(2001) konnten Aspergillus fumigatus in Weinkellern in geringer Haufigkeit
nachweisen. Das Wachstum von Aspergillus versicolor an Bauteiloberflachen
im Weinkeller wurde signifikant begunstigt, wenn eine Taupunktunterschreitung
festgestellt wurde. Aspergillus versicolor wurde auch in anderen Studien in

Weinkellern haufig nachgewiesen (Picco et al., 2004; Simeray et al., 2001).

Auf Wanden, Fassern und Weinflaschen funf untersuchter Weinkeller in
Ziegelbauweise wurde der Schimmelpilz Z. cellare nachgewiesen. Auch andere
Studien berichten Uber das Vorkommen von Z. cellare in Weinkellern (Tribe et
al. 2006; Schanderl, 1958; Schanderl, 1936). Er Uberwachst Oberflachen wie
Glas, Porzellan und Metall, da er in der Kellerluft gasférmig vorkommende
organische Stoffe wie Ethylalkohol und andere metabolisieren kann (Dittrich
und Grossmann, 2005). Nach Dittrich und Grossmann (2005) ist Z. cellare ein
Indikator fur eine RH Uber 80% in den Weinkellern. Auch in unserer Studie
konnten wir zeigen, dass Z. cellare ab einer RH von etwa 70% auftritt und sein
Auftreten mit zunehmender RH im Weinkeller ansteigt. In einem Bericht von
Tribe et al. (2006) wurde die Biodegradierung von organischen
Kohlenstoffquellen durch Z. cellare und seine geruchsneutralen Eigenschaften
hervorgehoben. Studien von Schanderl (1958) und Kiene (1939) zeigten, dass
der Pilz nicht nur Alkohole, sondern auch Formaldehyd, Thymol und Essigsaure
als Kohlenstoffquellen nutzen kann. In dieser Studie wurden hohere
Sporenkonzentrationen in den Weinkellern mit Zasmidiumbewuchs registriert.
Offensichtlich weist die erhéhte Sporenkonzentration in der Luft auf eine
Vergesellschaftung von Z. cellare mit anderen Schimmelpilzen hin. Ob
Z. cellare positive Effekte auf die Weinkellerluft haben kann, indem die
Konzentration von ungunstigen Volatilen wie TCA in der Luft reduziert wird oder
die Luftfeuchtigkeit reguliert wird, kann an dieser Stelle nicht beantwortet

werden und bedarf weiterer Untersuchungen.
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7.4 Tri-, Tetrachloranisol und Tribromanisol

In dieser Studie wurde das Auftreten der Chloranisole TCA, TeCA und TBA in
der Luft der Weinkeller erfasst, um Kontaminationsquellen, die flr einen
Fehlgeschmack im Wein verantwortlich sein kénnten, aufzuzeigen. Von 38
untersuchten Luftproben wurden in funf Proben Werte von Chloranisolen Uber
der Nachweisgrenze von <1ng/L festgestellt. In vier Weinkellerluftproben wurde
TCA und in einer Luftprobe TeCA Uber der Nachweisgrenze von <1ng/L
festgestellt. TBA wurde in keiner Luftprobe Uber der Nachweisgrenze von
<1ng/L nachgewiesen. Aufgrund der geringen Konzentration der
Chloranisolverbindungen in der Weinkellerluft von maximal 12,5 ng/L durfte es
keine negativen Auswirkungen auf die Weinqualitdt geben. Chatonnet et al.
(2004, 1994) fanden in der Innenraumluft von Weinkellern hohe
Konzentrationen an Chlorphenolen und Chloranisolen als auch in Weinflaschen,
die mit Kork verschlossen waren und in Weinen, die in Barriquefassern
ausgebaut wurden. Schimmelpilze produzieren auf Holzfassern oder
Schlauchen Geruchs- und Geschmacksstoffe, die in Wein gut 16slich sind und
daher vom Wein rasch extrahiert werden konnen. So kann in Weinfassern aus
Eiche auch TBA entstehen, wenn Bakterien die fungizide Substanz, mit der
Holz impragniert wurde, abbauen. TBA kann sich auch in den Kellerwanden
festsetzen und von dort Uber einen langen Zeitraum in die Atmosphare
abgegeben werden. Chatonnet et al. (2004) konnten feststellen, dass bereits
geringe Mengen an TBA in den Kellerwanden ausreichen, um einen Keller fur
die Weinproduktion und -lagerung unbrauchbar zu machen. Als Ursache wurde
beispielsweise das als Holzschutzmittel angewandte Tribromphenol (TBP) und
Pentachlorphenol (PCP) genannt. In dieser Studie konnte in keinem der

untersuchten Weinkeller TBA nachgewiesen werden.

Zahlreiche Untersuchungen bestatigen das Vorkommen von Chloranisolen im
Kork durch Methylierungsprozesse von Chlorphenolen von Schimmelpilzen
(Simpson und Sefton, 2007; Coque et al., 2006; Coque et al., 2003; Alvarez-
Rodriguez et al.,, 2002; Juanola et al., 2002; Fischer et al., 2000).
Schimmelpilze wie Penicillium granulatum, Penicillium glabrum, Trichoderma
viridae, Trichoderma harzianum, Paecilomyces variotii u.a.m. haben die

Fahigkeit durch direkte Methylierung von Chlorphenolen Chloranisole zu bilden
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(Coque et al.,, 2003; Alvarez-Rodriguez et al., 2002). Die Kapazitat der
Methylierung ist jedoch bei den Schimmelpilzen unterschiedlich. Eine hohe
Kapazitat weisen nach Alvarez-Rodriguez et al. (2002) die Gattungen Fusarium
und Trichoderma auf. Untersuchungen von Coque et al. (2003) konnten bei
Trichoderma longibrachiatum eine besonders effektive Umsetzung von
Chlorphenolen zu Chloranisolen bestatigen. In der vorliegenden Studie konnte
in der Kellerraumluft kein Zusammenhang zwischen TCA und dem Vorkommen
von Schimmelpilzen mit hoher Methylierungskapazitat festgestellt werden. Von
den in der Literatur beschriebenen Schimmelpilzarten, die in der Lage sind mit
hoher Methylierungskapazitat Trichloranisol zu synthetisieren, konnte in dieser
Studie am haufigsten Paecilomyces variotii auf den Holzfassern nachgewiesen

werden.

Chlorphenole und Chloranisole in der Luft von Weinkellern kénnen auch im
Wein in Eichenfassern einen Korkgeschmack induzieren. Penicillium roqueforti
baut mit seiner hohen Abbaukapazitat Suberin, Lignin und Zellulose auf Holz ab
(Chatonnet et al. 1994). Vitorino et al. (2007) beschreiben die Entwicklung von
Chrysonilia sitophila und ihren Abbau von Suberin im Naturkorken.
Verschiedene Abbauprodukte kénnen in Gegenwart von Hypochlorit das TCA
bilden. Ebenso konnten Oliveira et al. (2003) in der Raumluft mit dem 2-stufigen
Andersen Kaskaden Impaktor wahrend der Korkproduktion vorwiegend
C. sitophila nachweisen. In der vorliegenden Studie konnte C. sitophila haufig
im Fruhjahr in der Luft nachgewiesen werden, Penicillium roqufortii wurde auf
Holzfassern nicht gefunden. Auf den Holzfassern wurden vielmehr Aspergillus
sp., Botrytis sp., Cladosporium sp., Eurotium sp., Fusarium sp., Mucor sp.,
Paecilomyces variotii, Penicillium sp. und Basidiomyceten erfal3t. Kein
Zusammenhang war jedoch zwischen P. variotii auf Fassern und dem Gehalt
an TCA in der Raumluft zu erkennen. Picco et al. (2004) konnten auf
Holzfassern vor allem Aspergillus granulosus, Phialophora sp. und

Scopulariopsis brevicaulis isolieren.

Diese Ergebnisse bilden eine Datengrundlage fur weiterfUhrende Studien Uber

die Zusammensetzung der Schimmelpilzarten und deren Beteiligung an der
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Synthese von Anisolen in Weinkellern, sowie flur arbeitsmedizinische Unter-

suchungen.
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