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Elf kommerziell erbéltliche Fungizide, die vorwiegend fiir die Abschlussspritzung im Weinbau gegen Botrytis cine-
rea eingesetzt werden, wurden mittels Plattendiffusionstests (MRS-Agar) auf ihre toxische Wirkung gegen verschie-
dene Oenococcus oeni-Stamme untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass in hoben Konzentrationen einige im Wein-
bau eingesetzte Priparate auf jene Bakterien toxisch wirken, die fiir den biologischen Siureabban eingesetzt wer-
den. Besonders starke Hemmwirkungen wurden bei den fungiziden Wirkstoffen Cymoxanil/Dithianon, Pyriment-
hanil und Cyprodinil/Fludioxonil beobachter. Die Wirkstoffe Cymoxanil/Dithianon verbinderten in einer Wirk-
stoffkonzentration von 1000 mg/l das Wachstum aller, Pyrimethanil und Cyprodinil/Fludioxonil das Wachstum
von vier der zehn eingesetzten Bakterienkulturen.
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Influence of selected fungicides on malolactic bacteria. Eleven commercially available fungicides mainly used for
the last application against Botrytis cinerea in viticulture, were tested for their toxic effect against different strains
of Oenococcus oeni, using a disk diffusion assay on MRS-agar. Results demonstrated negative effects of several fun-
gicides on bacterial strains used in malolactic fermentation of wine. All active ingredients displayed growth inhibi-
tion of certain Oenococcus oeni strains when applied at a concentration of 1000 ppm. Particularly pronounced inhi-
bition was observed with the fungicides dithianon/cymoxanil, pyrimethanil and cyprodinil/fludioxonil. A combina-
tion of dithianon and cymoxanil yielded highest inhibitory effects on all applied strains tested, the active components
dithianon and cyprodinil/fludioxonil led to growth inhibition of four out of ten bacterial cultures.
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L’influence de fongicides sélectionnés sur les bactéries lactiques. Onze fongicides en vente dans le commerce, essen-
tiellement utilisés dans la viticulture pour la pulvérisation finale contre Botrytis cinerea, ont été examinés an moyen
du test de diffusion sur disques (agar MRS) en vue de connaitre leur effet toxique sur différentes souches d’Oenococ-
cus oeni. Les résultats ont montré que, dans des concentrations élevées, quelques préparations utilisées dans la viti-
culture ont un effet toxique sur les bactéries utilisées pour la fermentation malo-lactique. Des effets inhibiteurs par-
ticulierement marqués ont été observés pour les matieres actives cymoxanile/dithianone, pyriméthanil et cyprodi-
nile/fludioxonile. Dans une concentration de 1000 mg/l, les matiéres actives cymoxanile/dithianone ont empéché la
croissance de la totalité des dix cultures bactériennes utilisées, le pyriméthanil et le cyprodinile/fludioxonile de quatre
d’entre eux.

Mots clés : fongicide, botryticide, toxicité, fermentation malo-lactique, Oenococcus
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Der biologische Siureabbau (BSA) zihlt heute zu den
Standardverfahren der Weinherstellung. Die Decarbo-
xylierung der Apfelsiure zur weniger sauren Milch-
siure durch Milchsiurebakterien wird hauptsichlich
im Rotwein angewendet, aber auch bei verschiedenen
Weiflweinen gewinnt der BSA zunehmend an Bedeu-
tung. Durch den gezielten Einsatz von Starterkulturen
der Gattungen Oenococcus, Lactobacillus und Pedio-
coccus wird eine Verringerung des Gesamtsiuregehalts
angestrebt, die gleichzeitig auch zu einer Erhéhung
des pH-Werts und zu einer Abnahme des sensori-
schen Sdureeindrucks fithrt. Durch die Summe der ab-
laufenden stofflichen Umwandlungen wird das ge-
samte Geruchs- und Geschmacksprofil des Weines
verandert. Zusitzlich erfolgt eine biologische Stabili-
sierung des Weines, die eine nachtrigliche Triibung
beziehungsweise Kohlendioxidbildung durch Milch-
siurebakterien in den bereits gefiillten Flaschen ver-
hindert (Davis et al., 1985; Davis et al., 1988).

Trotz langjihriger Erfahrung mit dem Einsatz von bak-
teriellen Starterkulturen kommt es immer wieder zu
Problemen im Verlauf des biologischen Siureabbaus,
wenngleich die Spezies Oenococcus oeni als besonders
ethanol- und siureresistent gilt (Dicks et al., 1995).
Letztendlich kann das Wachstumssubstrat Wein bezie-
hungsweise Traubensaft aber immer nur als Stressme-
dium fir diese Mikroorganismen betrachtet werden.
Starken FEinfluss auf das Wachstum beziehungsweise
die Abbaurate der Apfelsiure nehmen im Wein die Fak-
toren Nihrstoffgehalt, pH-Wert, SO,-Gehalt, Tempe-
ratur und Alkoholgehalt ein. Studien zeigten, dass im
Wein vorhandene kurzkettige beziechungsweise freie
Fettsduren oder auch Bakteriozine negative Auswir-
kungen auf den biologischen Sdureabbau durch
O. oeni haben konnen (CarucHO und SaAN Romao,
1994; CARRETE et al., 2006; NEL et al., 2002; VAN REENEN
et al., 1998; GREEN et al., 1997; DAESCHEL et al., 1991;
BAUER et al., 2003).

Auch Rickstinde von Pflanzenschutzmitteln stehen
im Verdacht, Girstockungen beziehungsweise Verzo-
gerungen beim biologischen Siureabbau im Wein zu
verursachen. Vor allem bei Fungiziden ist dieser Ver-
dacht besonders nahe liegend. Strenge gesetzlich gere-
gelte Bestimmungen sehen vor der Zulassung der Pe-
stizide detaillierte Untersuchungsergebnisse vor, die
eine Beeintrichtigung der erwiinschten Mikroflora
ausschlieffen. Dennoch konnen schlechte Rahmenbe-
dingungen die Sensibilitit von Mikroorganismen auf
die verwendeten Wirkstoffe deutlich erhhen. Studien
tiber mogliche Riickstinde von mikrobiziden Wirk-
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stoffen in Mosten und Weinen sowie deren Verringe-
rung oder Abbau im Zuge der Weinverarbeitung wur-
den unter anderem von NAVARRO et al. (1999) durch-
gefihrt. Verschiedenste Untersuchungen gibt es auch
iber mogliche Auswirkungen von Riickstinden auf
den Verlauf der alkoholischen Girung und des biolo-
gischen Siureabbaus (HAAG et al., 1988; CaBRas et al.,
1994; SaLa et al., 1996).

Durch die in dieser Studie verwendete Methode des
Plattendiffusionstests wurde die grundsitzliche Fahig-
keit unterschiedlicher Fungizide, Milchsiurebakterien
zu hemmen, untersucht. Betrachtet wurden hierbei
ausschliefflich Pflanzenschutzmittel, die mit Ab-
schlussspritzungen haufig auf Reben aufgebracht wer-
den.

Material und Methoden

Mikroorganismen

Die verwendeten Kulturen der Milchsiurebakterien
wurden von der Firma Lallemand (Renningen,
Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Bei allen zehn
Stimmen handelte es sich um Vertreter der Spezies
Oenococcus oeni, die teilweise bereits kommerziell er-
hiltlich sind oder sich noch in der Uberpriifungsphase
hinsichtlich ihrer Eignung fir eine praktische Anwen-
dung zum biologischen Siureabbau im Wein befinden.

Fungizide

In Tabelle 1 sind die verwendeten Fungizide mit den je-
weiligen Wirkstoffen, empfohlenen Wartefristen und
Aufwandmengen angefiihrt. Es wurden ausschlief§lich
in osterreich erhiltliche Pflanzenschutzmittel verwen-
det, die fiir den Weinbau zugelassen sind. Die zugehéri-
gen Daten wurden dem Pflanzenschutzmittelregister
des osterreichischen Bundesamtes (AGES, 2007) fiir Er-
nahrungssicherheit entnommen.

Nihrmedium

Saures MRS-Medium (Lallemand)

20 g Glucose; 10 g Pepton aus Casein (tryptisch ver-
daut); 8 g Fleischextrakt; 5 g Fructose; 4 g Malat; 4 g
Hefeextrakt; 2 g K,HPOy; 2 g Diammoniumcitrat; 1
ml Tween 80; 0,2 ¢ MgSO, x 7H,0; 50 mg MnSO, x
4H,0; mit destilliertem Wasser auf 1 Liter auffiillen
und auf pH-Wert 5,0 (+ 0,1) einstellen. Die Angaben
beziehen sich auf Flissigmedium, im Fall von festem
Medium wurden 2 % Agar-Agar zugesetzt (ATLAS,
2004).
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Tab. 1: Fungizide und Details ihrer Anwendung (AGES, 2007)

Neuburger et al.

Wirkstoffe Wirkstoffmenge Schadfaktoren Wartezeit Konzentration (%)
Dithianon / 250 glkg } Peronospora, Roter Brenner, Botrytis 42 Tage 0,1-0,125
Cymoxanil 100 g/kg

Boscalid 500 g/kg Botrytis 28 Tage 0,075
Kupferhydroxid 460,6 g/l * Peronospora 35 Tage 0,10
Tolylfluanid 505 g/kg Peronospora, Botrytis 35 Tage 0,15
Mepanipyrim 500 g/kg Botrytis 21 Tage 0,12
Cymoxanil / 27 g/kg

Kupferhydroxid 500 gikg } Peronospora, Roter Brenner 28 Tage 0,50
Folpet 451,4 g/l Peronospora, Roter Brenner, Botrytis 7 Tage 0,30
Pyrimethanil 400 g/1 Botrytis 28 Tage 0,125
Cyprodinil / 375 g/kg .

Fiudioxonil 250 ghe ) Botrytis 35 Tage 0,10
Fenhexamid 510 g/l Botrytis 21 Tage 0,16
Schwefel 800 g/kg Kriusel- und Pockenmilbe 28 Tage 0,2-0,5

*Anteil Cu: 300 g/l **Anteil Cu: 290 g/kg

Plattendiffusionstest

Fiir den Versuch wurden Uber-Nacht-Kulturen der
verschiedenen Milchsiurebakterienstimme in saurer
MRS-Bouillon (28 bis 30 °C) hergestellt, und am nich-
sten Tag wurden MRS-Agarplatten mit ca. 10° KBE je
Platte (photometrische Uberpriifung) beimpft. Von
den in Tabelle 1 angefiihrten Wirkstoffen wurden
Stammlésungen zu jeweils 1000 mg/l Gesamtwirkstoff-
konzentration in destilliertem, keimfreiem Wasser her-
gestellt und auf 100 bzw. 10 mg/l verdunnt. Jeweils
drei sterile Antibiotika-Plittchen (13 mm Durchmes-
ser) wurden in die Pestizidldsungen mit den Konzen-
trationen 1000, 100 und 10 mg/l eingetaucht und auf
die inokulierte Platte gelegt. Es wurde eine Doppelbe-

Tab. 2: Ergebnisse der Plattendiffusionstests mit verschiedenen Oenoccus oeni-Staimmen (+++
schwacher Hemmhof bei hochster Konzentration; leeres Feld: keine Reaktion sichtbai

ausgepriagter Hemmbhof, + :
ungehemmtes Wachstum)

stimmung durchgefithrt. Anschliefend wurden die
Platten im Brutschrank sieben Tage bei 28 bis 30 °C an-
aerob (im Exsikkator, unter Verwendung von Anaero-
cult™A-Kits; Merck) inkubiert und anschliefend an-
hand der Bildung von Hemmbhéfen ausgewertet.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Fungizidtests sind in Tabelle 2 dar-
gestellt. Bei der Auswertung wurden Proben mit deut-
lich erkennbaren Hemmhofen bei mehreren Konzen-
trationen als ,positiv’ gewertet. Leicht verringertes
Wachstum der Bakterien im Umbkreis des Plittchens
mit der hochsten Wirkstoffkonzentration wurde als

starke Hemmwirkung

Fungizid R1054 R1098 R1101 R1105 R1106 R1108 R1118 R1120 R1123 R1124
Dithianon/ t et ot o et ot et et e ++
Cymoxanil

Boscalid + + + -+ -+ + +
Kupferhydroxid 4+ T+
Tolylfuanid - +++ + +
Mepanipyrim + + + + + +
Cymoxanil/ T+ +
Kupferhydroxid

Folpet -+ 4+
Pyrimethanil +++ + -t + + o+ 4+ + +
Cyprodinil/ Ea— N +H+ o+
Fludioxonil

Fenhexamid + +++

Schwefel + 4t +

25



Mitteilungen Klosterneuburg 58 (2008): 23-27

steilweise positive gewertet. War keinerlei Veranderung
um die Plattchen erkennbar, wurde die Probe als ,nega-
tiv“ gewertet. Besonders wirksam gegen die verwende-
ten Oenococcus oeni-Staimme waren die Wirkstoffe Cy-
moxanil/Dithianon, die bei allen Versuchen gut sicht-
bare Hemmhofe verursachten. Die Wirkstoffe Pyrime-
thanil und Fludioxonil/Cyprodinil zeigten in Kombi-
nation mit jeweils vier unterschiedlichen Bakterien-
stimmen starke bakterizide Wirkung. Die restlichen
Fungizide verursachten lediglich bei einem oder zwei
Teststimmen eine starke Hemmbhofbildung. Mepanipy-
rim war der einzige getestete Wirkstoff, bei dem keine
deutliche Inhibition sichtbar war.

Diskussion

Die Ergebnisse des Plattendiffusionstests zeigten, dass
fast alle verwendeten Pflanzenschutzmittel eine bakte-
riostatische bis bakterizide Wirkung haben, wenn sie
in ausreichend hoher Konzentration zum Einsatz kom-
men. Zu beachten ist hierbei aber, dass die Tests auf ei-
nem fiir die Teststimme optimalen Medium durchge-
fihrt wurden und die Bedingungen somit nicht den Be-
dingungen im weniger idealen Medium Wein entspre-
chen. Bei einer Wirkstoffkonzentration von 1000 mg/I
zeigten besonders die Wirkstoffe Cymoxanil/Dithia-
non, Pyrimethanil und Cyprodinil/Fludioxonil be-
trachtliche Hemmwirkung auf die verschiedenen Oeno-
coccus oeni-Stimme. In Anbetracht dieser Ergebnisse
muss aber erwihnt werden, dass in den Trauben bzw.
im Traubenmost solche hohen Konzentrationen an
Pestizidriickstinden nicht erlaubt und auch nicht ge-
funden werden. CaBraAs et al. (1997) zeigten in ihrer
Studie das unterschiedliche Abbauverhalten von Pflan-
zenschutzmitteln in Trauben und Wein auf. Riick-
standskonzentrationen, die deutlich tiber den gesetzlich
erlaubten Grenzwerten lagen, wurden dabei jedoch
kaum beschrieben.

Andererseits sollte aber auch beachtet werden, dass die
Milchsdurebakterien mit dem in diesem Experiment
verwendeten MRS-Agar ein Vollmedium zur Verfi-
gung hatten, dessen Eigenschaften stark vom Substrat
Wein abweichen. So besteht die Moglichkeit, dass ein
Zusammenspiel von diversen Storfaktoren wie Nihr-
stoffknappheit oder ein besonders niedriger pH-Wert
im Wein die hemmende Wirkung von Fungizidriick-
stinden auf die Aktivitit von Milchsdurebakterien
durchaus noch verstirkt. Diese moglichen Wechselwir-
kungen sollten in weiteren Studien untersucht werden.

Neuburger et al.

Auffillig bei diesem Experiment war die unterschied-
liche Sensitivitit der eingesetzten Oenococcus oeni-
Stimme. Einige Stimme wurden von fast allen Fungizi-
den stark gehemmt, bei anderen konnten kaum negative
Reaktionen festgestellt werden. Dieses Ergebnis zeigt
auf, dass durch eine gezielte Auswahl der eingesetzten
Kulturen mogliche Probleme im Zuge des biologischen
Siureabbaus umgangen werden kénnen. Durch die Se-
lektion von besonders unempfindlichen BSA-Starter-
kulturen versucht die Weinindustrie auch in diesem Zu-
sammenhang problematischen Weinen einen ziigigen
und vollstindigen Siureabbau zu sichern.
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