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葡萄酒中生物胺的产生与工艺控制
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摘要：生物胺存在于多种发酵食品中，人体吸收过量的生物胺后会引起不良的生理反应。在葡萄酒苹

果酸- 乳酸发酵（MLF）过程中，有些乳酸菌能够对氨基酸脱羧产生生物胺。利用PCR 与DNA 探针技术

能够快速检测葡萄酒中的组胺产生菌。工艺上采用接种法进行MLF，并在MLF 完成后对乳酸菌进行有效

清除，可以显著降低葡萄酒中生物胺的含量。
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Production and technological control of biogenic amines in wine
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Abstract: Many kinds of fermented food contain biogenic amines. If the intake is excessive, biogenic amines will have

undesirable physiological effect on human bodies. Biogenic amines are produced by decarboxylation of amino acids during

malolactic fermentation（MLF）carried by some lactic acid bacteria in wine. Histamine-producing strains can be detected by PRC

and DNA probes technology rapidly. In order to lower the concentration of biogenic amines in wine, MLF carried out by

inoculation is proposed, and effective elimination of lactic acid bacteria from wine after MLF is also necessary.
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在发酵食品如酸奶、发酵香

肠、泡菜及葡萄酒中，大都含有

生物胺。胺在生活细胞中具有重

要的生理功能，但当人体吸收过

量的生物胺时，可能会引起头痛、

呼吸紊乱、心悸、血压变化等过敏

性反应。在生物胺中，组胺的生理

毒性最强。生物胺在人体细胞内

会被一些酶促代谢反应降解，但

是酒精和有些药物能抑制这些酶

的活性，从而降低了脱毒效率[1]。

酒精发酵结束后，几乎所有

红葡萄酒和部分白葡萄酒都需要

进 行 苹 果 酸 － 乳 酸 发 酵

（malolactic fermentation，MLF）。

MLF 是在乳酸菌的作用下，将葡

萄酒中苹果酸脱羧生成乳酸和

CO
2
的过程，二元酸向一元酸的

转变，降低了酒的酸度。同时，

MLF 还有利于提高酒的风味复杂

性和微生物学稳定性[2]。能够进

行 M L F 的乳酸菌包括乳球菌

（O e n o c o c c u s ）、乳杆菌

（Lactobacillus）、明串珠菌

（L e u c o n o s t o c ）和片球菌

（Pediococcus）等属的细菌。由于

乳球菌属细菌通常能够耐受较高的

酒精度和较低的pH，生产上常常

接种该属细菌进行MLF[3]。葡萄酒

中的乳酸菌不仅能够分解苹果酸，

而且还会代谢酒中的其他成分，从

而产生多种代谢产物，例如对氨基

酸进行脱羧反应，产生生物胺[4]。

1  葡萄酒中的生物胺

葡萄酒中的生物胺是由乳酸

菌在发酵过程中对氨基酸脱羧而
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产生的。许多属的乳酸菌具有氨

基酸脱羧能力，这一反应有利于

乳酸菌的在酸性环境中的生长和

存活，因为产生的生物胺可以使

环境的pH上升。在葡萄酒中，有

多种氨基酸能够被乳酸菌脱羧，

生成组胺、酪胺、腐胺、尸胺及苯

乙胺等，但前3种是葡萄酒中最主

要的生物胺[4]。Soufleros等对葡

萄酒中生物胺的分析表明，酒精

发酵后的葡萄酒中的生物胺含量

很低，而MLF 后的葡萄酒中，生

物胺的含量都有不同程度的升高

[4]。其他的胺类如甲胺、乙胺、苯

乙胺、异戊胺和1,5-戊二胺（尸

胺）在葡萄汁（醪）中业已存在，

在葡萄酒酿造过程中这些生物胺

能够被微生物降解。大量研究结

果分析表明，葡萄酒中的生物胺

随着酒种、产区和酿造工艺等的

不同，含量变化很大[5]。

MLF 结束后，酒中所有的乳

酸菌都变成了有害菌，应及时除

去，以防止乳酸菌代谢葡萄酒中

的其他成分。但生产上通常采用

的添加SO
2
的方法不能完全去除

酒中的乳酸菌，MLF后，酒中的pH

升高，SO
2
的抑菌效果降低，酒中

的部分具有生活力但不能被培养

分离的（non-cultivable）乳酸菌悬

浮在葡萄酒中，它们仍能够对酒

中的有些成分包括氨基酸进行代

谢。在法国Burgundy地区的研究

表明，霞多丽（Chardonnay）和黑

比诺（Pinot noir）葡萄酒中的组胺、

酪胺和腐胺在MLF 后和葡萄酒老

熟过程中的含量都有所增加[5]。

2  生物胺的生成

2.1  生物胺产生的条件

乳酸菌对氨基酸脱羧产生生

物胺需要两个基本条件[5]：①乳酸

菌具有氨基酸脱羧酶活力。不同

种间和菌株间的乳酸菌，氨基酸

脱羧能力差异很大。②基质中有

足够量的氨基酸。葡萄酒中氨基

酸丰度与葡萄汁（醪）的营养组分

（与葡萄品种和营养状况有关）和

酒精发酵过程中酵母的代谢有关。

因为酵母在酒精发酵过程中改变

了葡萄汁（醪）中的含氮化合物的

组成，它们能够利用有些氨基酸，

也能通过酵母的自溶作用释放一

些氨基酸。当葡萄酒在酒精发酵

结束后与酵母酒脚一起贮存，酵

母自溶释放的多肽和游离氨基酸

能够被乳酸菌水解和脱羧，这也

解释了为什么带酒脚贮存的葡萄

酒中生物胺含量通常较高的原因。

组胺是葡萄酒中最重要的生

物胺成分之一。长期以来，酿酒

学家认为只有 Pediococcus 属细

菌能够产生组胺，Oenococcus属

细菌不产生组胺。但Coton等[7]研

究表明，Oenococcus属有些菌株

也具有组氨酸脱羧酶（histidine

decarboxylase，HDC）活性，能

够在 M L F 过程中生成组胺。此

外，Lactobacillus和Leuconostoc

属的一些菌株也有HDC 活性，因

此也能产生组胺[5，6]。

2.2  组氨酸脱羧酶的生化特性

大多数氨基酸脱羧酶需要5′

磷酸吡哆醛（PLP）作为辅酶，这

与催化的氨基酸转氨基作用的转

氨酶相似。在哺乳动物中，HDC

被PLP 激活，而在产气夹膜梭菌

（Clostridium perfringens）、乳杆

菌（Lactobacillus）、微球菌

（Micrococcus sp.）及酒类酒球菌

（Oenococcus oeni）中发现HDC

并不依赖PLP[8]。通过对O. oeni

IOEB 9204 中 HD C 研究表明，

HDC 是一种别构酶，具有很高的

协同性；HDC 的最适酶活pH值为

4.8，酶促反应动力学符合米氏方

程；组胺是H D C 的竞争性抑制

剂，柠檬酸和L-乳酸也能抑制完

整细胞和无细胞提取物中的HDC

的活性。但在葡萄酒中，2g/L的

L- 乳酸只能抑制22% 的酶活性。

通过变性凝胶电泳分析显示，

HDC 是由分子量分别约为28,000

（α链）和11,000（β链）的两个

亚基组成。进一步的研究表明，O.

oeni和布氏乳杆菌（Lb. buchneri）

的HDC 均为六聚体结构[αβ]
6
，

两者α链氨基酸序列的同源性为

80%，β链的同源性为94%[7，9]。

2.3  影响生物胺产生的环境因素

2.3.1  pH  环境条件尤其是葡萄

酒的 pH 对生物胺的生成起着至

关重要的调节作用。pH不仅对酒

中的乳酸菌种类具有选择作用，

同时还影响着细菌的代谢活力和

代谢方向。当葡萄酒pH低于3.5

时，Pediococcus属细菌生长受到

强烈抑制，Oenococcus属细菌成

为MLF 的主导菌，此时酒中的组

氨主要是由Oenococcus属细菌产

生的；当MLF 完成以后，葡萄酒

的pH值上升（通常高于3.5），处

于潜伏状态的 Pediococcus 属细

菌快速繁殖，由于此时营养缺乏，

Pediococcus属细菌就会分解酒中

的氨基酸产生生物胺[2，5]。此外，

如果在较高 p H 值条件下进行

MLF，葡萄酒中的乳酸菌区系非
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常复杂，除了O. oeni外，其他种

的乳酸菌也有可能参与这一过程，

这就增加了不良微生物（如产生

生物胺的乳酸菌）感染的几率，容

易造成酒中生物胺的含量升高。

另外，在较高pH 的条件下，SO
2

的抑菌效果降低，MLF 结束数月

后仍然有相当数量的乳酸菌存在

于葡萄酒中，即便这些残存的微

生物不增殖，潜伏菌群仍有较强

的代谢活性，它们仍然能够产生

组胺。在营养匮乏的环境下乳酸

菌能够利用氨基酸脱羧获得能量，

因此，具有氨基酸脱羧活性的乳

酸菌可能比没有这种活性的乳酸

菌的存活时间更长。一般来说，白

葡萄酒比红葡萄酒的pH值低（酸

度高），前者生物胺的含量通常也

低于后者[5]。近年来，为了迎合消

费者的需求，葡萄酒的酸度与以

前相比总体有所降低。在原料处

理方面，为了获得较高的糖度和

更高浓度的香气前体物、增加葡

萄酒中酚类物质的含量，常常对

葡萄浆果延迟采收，这种原料酿

造的葡萄酒的 pH 较高（酸度较

低），有时会导致 MLF 后生物胺

含量的升高。

2.3.2  代谢底物  在葡萄酒环境

下，苹果酸-乳酸菌优先利用苹果

酸和可发酵糖作为能源物质。当

MLF 结束后，乳酸菌缺乏可发酵

的糖和苹果酸等发酵底物，它们

就能利用氨基酸作为能源物质，

这样生物胺的生成量就会增加。

这表明在没有其他底物可以供代

谢需要时，乳酸菌对氨基酸的脱

羧反应可以作为一条额外的能量

产生途径。这也解释了为什么在

MLF 结束后（绝大部分能源物质

被代谢消耗），不及时抑菌、除菌，

葡萄酒中的生物按含量就会上升

的原因[5，10]。

3  生物胺产生菌的检测

采用分子手段对有害细菌进

行早期、快速检测是当前葡萄酒

微生物学发展的一个重要方向。

建立在D N A 杂交基础上的基因

探针技术目前已经用于葡萄酒中

生物胺产生菌的检验。通过对

Lactobacillus 30A、L. buchneri及

C. perfringens的HDC氨基酸序

列和 hdcA 基因的核苷酸序列比

较，发现了基因内的保守区，据

此选择引物并以 O. oeni DNA 作

为模板进行PCR 反应，然后用扩

增子作为 D N A 探针与供试菌株

的DNA 杂交[ 1 1 ]。该方法特异性

强，灵敏度高，无论菌株的来源

（啤酒、酸奶、葡萄酒等）如何，

只要具有 H D C 活性，就能通过

DNA 探针进行检测。

DNA 探针技术已经用于检测

葡萄酒中的组胺产生菌。特异性

的 h d c 探针可以用于菌落杂交

（colony hybridization），杂交结果

表明组胺产生菌占总菌数的百分

比。为了快速确定葡萄酒中组胺

产生菌出现的频率，Coton等建立

了直接PCR 试验法，该方法避免

了菌落杂交所要求的细菌平板培

养，而且能够对低菌密度的样品

进行快速检测[12]。他们对不同葡

萄酒产区的118 个酒样中的乳酸

菌进行了检测，发现在所有产区

都有组胺产生菌，约一半的供试

酒样（49%）中含这类细菌。采用

hdcD N A 探针进行 DNA/ D N A 杂

交证实，平均80%的细菌具有产

生组胺的能力[12]。由此可见，能

够产生组胺的乳酸菌的出现频率

是很高的。在所有杂交中，“hdc”杂

交阳性的菌落经鉴定后均为O. oeni，

试验阳性的葡萄酒不仅含有组胺，

同时还含有酪胺、腐氨等生物胺

类；试验阴性的葡萄酒都不含有

组胺和其他生物胺。

此外，从葡萄酒中还分离到具

有有鸟氨酸脱羧酶活性的O. oeni

菌株，分离到产酪胺的短乳杆菌

（L.brevis）和希氏乳杆菌（L.

hilgardii）。另外研究发现，产酪

胺能力强的菌株同时也能产生苯

乙胺[5]。目前，还不能对酪胺和腐

胺产生菌株进行快速检测，因此

有必要对相关的脱羧酶及其编码

基因进行研究。

4  控制生物胺形成的工艺措施

4.1  接种无HDC活性的菌株进行

M L F

目前，虽然对葡萄酒中生物

胺的含量还没有明确的限定，但

为了给消费者提供高质量的产品，

葡萄酒生产者应该重视这一问题。

已经证实葡萄酒中的生物胺主要

是由乳酸菌产生的，这些自然的

生物胺产生菌广泛地存在于葡萄

酒中[13]。如果MFL采用自然发酵

（非接种发酵），则其发酵特性就

无法控制。因此，生产上应采用

接种无H D C 活性的乳酸菌进行

MLF[2，5]。这也是目前控制葡萄酒

中生物胺含量的最为有效的方法。

目前，接种前无须活化的直

投式（direct inoculation）苹果酸-

乳酸菌发酵剂已经开始商业化生

产，这使MLF 的生产操作大为简
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化。供生产上接种使用的菌株（主

要为O. oeni）不仅要求酿造学特

性良好，而且还要无 HDC 活性。

Lonvaud-Funel研究发现，接种优

选菌株进行MLF 后的葡萄酒，其

生物胺含量显著低于自然MLF葡

萄酒中的含量。这可能是因为接

种的乳酸菌抑制并消除了葡萄酒

中的自然菌群，也可能是由于接

种的乳酸菌降解了自然菌群产生

的生物胺[5]。其中，第二种假设已

经引起了关注，通过对产组胺和

酪胺微生物的研究发现，凡能够

降解生物胺的菌株均无组氨酸、

酪氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸或鸟

氨酸脱羧能力[5]。

4.2  MLF的终止

MLF 结束后，乳酸菌群体数

量并不迅速下降，如果不及时采

取终止措施，乳酸菌就会利用葡

萄酒中的氨基酸生成生物胺。这

就要求在MLF 结束后应立即对乳

酸菌进行清除。可以采用的工艺

方法包括[2，6]

※添加足够的 SO
2
。MLF 结

束后立即调整总SO
2
至100mg/L

或游离SO
2
至30mg/L。较高浓度

的SO
2
可以抑制葡萄酒LAB 的生

长。该方法最简单、最有效，在生

产上广为采用；

※尽早下胶、倒罐、去酒脚、

澄清或进行瞬间高温灭菌；

※降低贮酒温度至 1 5 ℃左

右；

※添加化学抑制剂。美国允许

在葡萄酒中添加富马酸（0.5g/L）抑

制细菌的生长。此外还可以添加

Velcorin�, Velcorin它在SO2
存
在的

条件下可以抑制细菌和酵母；

※添加细菌素。乳酸链球菌

素（N i s i n ）、植物乳杆菌素

（Pl a n t a r i c i n）和片球菌素

（Pediocin）可以抑制葡萄酒LAB

的生长。O. oeni对Nisin非常敏

感，5U/ml的Nisin可完全抑制其

生长，Plantaricin可以抑制多种乳

杆菌，Pediocin可以抑制片球菌；

※添加溶菌酶。该酶对乳酸

菌具有很好的溶菌效果，随着pH

的增加，酶活增强。使用溶菌酶

可以降低SO
2
的用量而且不影响

葡萄酒的感官质量。溶菌酶的用

量：白葡萄酒250～500 mg/L，红

葡萄酒125～250mg/L。
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