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Histaminbildung wéhrend der Weinbereitung

K. Mayer, G. Pause und U. Vetsch
(Eidg. Forschungsanstalt fiir Obst-, Wein- und Gartenbau, 8820 Widenswil)

Das Auftreten von Histamin, Tyramin und weiteren sogenannten «biogenen»
Aminen in Nahrungsmitteln war in den letzten Jahren Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen, dies vor allem im Hinblick auf die Bedeutung, die diese Ver-
bindungen als Unvertraglichkeitsfaktoren besitzen konnen. Unter den alkoholi-
schen Getrinken enthalten die Weine, und bei diesen besonders die Rotweine,
haufig Histamin in grofleren Mengen (10 und mehr mg/l). Da bei der Einnahme
alkoholhaltiger Getrinke sowohl der Aethanol wie auch der beim Abbau im
menschlichen Korper daraus entstehende Acetaldehyd sog. monoaminooxidase-
hemmende Wirkung besitzen — mit dem Ergebnis einer mehr oder weniger star-
ken Inaktivierung der physiologischen Abwehrmechanismen —, stellt sich das
Problem des Vorkommens stoffwechselaktiver Amine beim Wein automatisch mit
verstirkter Dringlichkeit.

Dartiber, daf§ das Histamin im Wein nicht genuin vorliegt, sondern erst im
Verlauf der Vinifikation anfillt, besteht weitgehende Uebereinstimmung (1, 2).
Vereinzelt wurde allerdings iiber ein Vorkommen dieser Verbindung bereits schon
in unvergorenen Getrinken berichtet (3, 4). Moglicherweise handelte es sich in
diesen Fillen um Fruchtsifte und Konzentrate, welche unter wenig hygienischen
Bedingungen gewonnen und gelagert worden waren. Quevauviller und Mazieére (5)
vertraten die Ansicht, Histamin werde im Verlauf der Alkoholgirung durch
Hefen produziert. Marquardt und Werringloer (1), Werringloer (6) und Plumas (7)
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stellten dagegen fest, diese Verbindung entstche auf bakteriellem Weg bzw. erst
wihrend des biologischen Siaureabbaus durch Histidindecarboxylierung. Aufgrund
eigener Untersuchungsergebnisse halten wir diese letztere Entstehungsart fiir die
weitaus meisten Fille als zutreffend. Beim tiberwiegenden Teil der bisher von
uns wihrend der gesamten Vinifikation kontrollierten Getranke fiel das Histamin
erst wahrend des bakteriellen Siureabbaus an. Insbesondere konnten wir diese
Verbindung in keinem Fall je in Traubenmosten und -Maischen oder frisch ver-
gorenen Jungweinen nachweisen. Eine Histaminbildung durch Kahmhefen (Pichia
membranaefaciens), wie wir sie vor einiger Zeit in einigen kleinen Versuchsgebin-
den feststellten (8), diirfte ebenfalls nur selten vorkommen.

Mit den vorliegenden Untersuchungen wurde beabsichtigt, vermehrte Klarheit
tiber die Entstehung des Histamins wahrend der Weinbereitung zu gewinnen. Vor
allem interessierte uns, ob das bei fritheren Untersuchungen (9) erhaltene Ergebnis
einer grofitenteils, wahrscheinlich sogar ausschliefflich durch Kokken verursachten
Histaminbildung sich erneut bestdtige. Es wurde deshalb eine Anzahl Weine
vom Stadium des Abpressens bzw. Einmaischens bis zum abgeschlossenen bio-
logischen Sdureabbau laufend tiberpriift.

Da in der Schweiz eine Entfernung der Aepfelsiure in Weinen mit chemi-
schen Methoden, z. B. der sog. Doppelsalzausfillung, nicht gestattet ist, erweist
sich die Durchtihrung des biologischen Sdureabbaus in den meisten Fillen als
unumganglich. Bei den dabei hauptsiachlich auftretenden Organismen handelt es
sich um Bakterien vom Typ der B. gracile und um Kokken. Hiezu sei erginzt,
dafl eine starke Kokkenentwicklung erfahrungsgemifl hdufig zu phasenweise
linden Weinen wahrend des Abbaus fiihrt, wodurch sich eine Beeintrichtigung
der organoleptischen Qualititen ergeben kann. Erwiinscht ist daher zum vorn-
herein ein moglichst ausschliefllicher B. gracile-Abbau.

Experimentelles

21 Weine wurden ab Gérbeginn bis zum abgeschlossenen Sdureabbau laufend
auf die Histamin- und Histidingehalte, das pH und Vorkommen von Bakterien
tiberpriift. Histidin wurde 14tiglich, die iibrigen Daten wochentlich bestimmt.

Die Vinifikation erfolgte entweder in Holzfissern (500—1500 1) oder in
Kleintanks aus V4A-Stahl, der Sdureabbau hievon in einigen Fillen in 25 ]-Bal-
lonflaschen. Bei den roten Gewichsen handelte es sich entweder um an der
Maische vergorene oder um maischeerwirmte und am Saft vergorene Getrinke.
Bei den Weilweinen wurden die Moste regelmiflig unter SO,-Zusatz entschleimt.
Vergoren wurde tiberall mit derselben Weinhefe (Stamm Nr. 18). Nach beende-
ter Gidrung wurden die Getrinke von der Hefe abgezogen. Der Sidureabbau
setzte in allen Gebinden spontan ein.

Bestimmungen:

Histidin und Histamin: Fluorimetrische Bestimmung an den unbehandelten
Weinproben (10). Die Auftragsmenge bei der Elektrophorese betrug 4 pl. Weine
mit mehr als 5 mg Histamin bzw. Histidin/l wurden entsprechend verdiinnt.
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Bakterien: Die Bestimmung und Auszdhlung erfolgte mikroskopisch an Nativ-
priparaten. Ebenfalls kontrolliert wurde auf Essigsdurebakterien und Lang-
stibchen. Diese letzteren Bakterienarten kamen nur selten und in geringer Menge
vor und wurden deshalb nicht berticksichtigt.

Die Probeentnahmen erfolgten in den Gebinden moglichst immer in der-
selben Hohe. Abrupte Kilteeinbriiche infolge baulicher Verinderungen am
Versuchskeller wirkten sich gelegentlich storend aus; die Folge waren zeitweise
Inaktivierung und Absetzen der Bakterien sowie ein verzogerter Sdaureabbau in

einem Teil der Gebinde.

Ergebnisse

Von insgesamt 21 tberpriiften Weinen erfolgte die Vergdarung in 9 Fillen in
Holzfissern. 12 Weine wurden in 100 l- bzw. 200 |-Stahltanks vergoren und
fiir den Siureabbau in 25 l-Ballonflaschen umgezogen. Bei den Tankweinen voll-
zogen 10 Getrinke den biologischen Sdureabbau nahezu ausschliefflich mit
B. gracile-Organismen, dies ohne jegliche Histaminbildung. Es eriibrigen sich des-
halb nihere Angaben fiir die einzelnen Weine dieser Gruppe; stellvertretend
werden die Daten fiir das typische Beispiel des Clevner Nr. 6 aufgefiihrt. Fest-
gehalten werden soll allerdings, daff der Fall der histaminfreien Tankweine in
Verbindung mit dem Fehlen jeglicher Kokkenentwicklung fiir uns von besonderem
Interesse war.

In Tabelle 1 sind die wichtigsten Daten von 12 Weinen ausschnittweise zu-
sammengefafit. Es bedeuten: K Kokken, G Bacterium gracile, (K) Kokken nur
wenig stirker vertreten als B. gracile und = etwa gleich starker Befall mit
Kokken und B. gracile. Hohere Bakteriengehalte als 5,0 - 10® Organismen pro ml
wurden ebenfalls mit diesem Wert angegeben.

Aus den Daten in Tabelle 1 ergibt sich deutlich ein enger Zusammenhang
zwischen dem Vorkommen von Kokken wiahrend des biologischen Sdureabbaus
und den entstandenen Histamingehalten. Starkes Auftreten bzw. Dominieren der
Kokken wihrend des gesamten BSA-Verlaufs (3 Rotweine) fithrte zwangsldufig
zu hohen Histamingehalten. Bereits bei Ueberwiegen der B. gracile ausschliefilich
in der Einleitungsphase zeigte sich nur eine geringe Histaminbildung (3 Weif3-
weine, 2 Rotweine). Dominierten B. gracile-Organismen wahrend des gesamten
Abbaus (3 Rotweine), lie} sich ebenfalls nur wenig Histamin nachweisen. Eine
Zwischenstellung nimmt der Wein R xS 12 ein: trotz nahezu stindigem Vor-
herrschen der Kokken erreichte der Histamingehalt nur 4 mg/l. Offensichtlich ist
der Grund hiefiir in der ebenfalls kriftigen Entwicklung von B. gracile sowohl
in der Einleitungs- wie Hauptphase des Sdiureabbaus zu suchen.

In den Abbildungen 1—3 ist der Verlauf der Histaminbildung fiir drei typi-
sche Fille wiedergegeben. Die Werte stellen — aufler fiir Histidin — jeweils
Durchschnitte zweier aufeinanderfolgender Bestimmungen dar.
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Tabelle 1

Histamingehbalt und Vorkommen von Bakterien wihrend des biologischen

Saunreabbaus (BSA)
o Vot natinie Histanin
domi- | domi- | maximaler Ge- maxi- End-
Wein nant in| nant halt (. 105/ml) | domi- | maler gehalt
vor nach | Kinlei- | wih- nant | Gehalt
BSA BSA | tungs- | rend Ende
phase | Haupt- | Kokken| B. gra-| BSA
phase cile mg/l

Rotweine:

Clevner 1 353 3,75 G (K) 4,8 2,8 — 3.5 3

Clevner 2 3,60 | 3,95 K K 5,0 1,4 K 17 15

Clevner 3 3,30 |- 265 K K 50 0,6 K 16 9

Clevner 4 3,35 | 13,860 K K 4,5 1,9 (K) 10 9

Clevner 5 3251 355 G G 0,1 0,8 G 3 2

Clevner 6 3,35.:' 384 G G 0,1 5,0 G 0 0

Clevner 7 3,50 F A0 G == 5,0 5,0 K 3 3

Clevner 8 3:50,.].3,60 G G 0,1 0,5 G 2 2
Weifweine:

RxS10 3,30 3,43 G K 5,0 0,6 K 3 2

RxS11 3,35 3,50 G K 3,8 0:3 — 3 2

Rx512 3,58 3,90 (K) K 3,8 1,2 K 4 +

Réduschling 13 3,36 3,58 G (K) 2,5 2,0 — 255 0

K Kokken, G Bacterium gracile, (K) Kokken nur wenig stirker vertreten als B. gracile,
— etwa gleich starker Befall mit Kokken und B. gracile

Clevner 6 durchlief einen einseitigen B. gracile-Abbau ohne jegliche Kokken-
entwicklung und Histaminbildung. Bei Clevner 3 dominierten die Kokken vollig
mit entsprechend starker Histaminbildung und Clevner 1 wies wihrend des
Abbaus eine gemischte Kokken-/B. gracile-Flora auf.

+ Alkoholgirung beendet
$ 4 Wein umgezogen
} 4 4 Wein vorfiltriert

In den Abbildungen bedeuten:

Diskussion

Als wichtigstes Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen ergibt sich, dafl —
abgesehen von einigen Weinen mit Kahmhefeentwicklung — das Histamin erst im
Verlaufe des biologischen Siureabbaus, und zwar parallel zur Kokkenentwicklung,
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Figur 3 Clevner 1

auftrat. In den drei Weinen mit starker Histaminbildung (iiber 4 mg/l) fand
nur eine schwache B. gracile-Vermehrung statt. Dominierten andererseits B. gra-
cile-Organismen (mit oder ohne gleichzeitigen Kokkenbefall), so entstand wenig
bis kein Histamin. Dies erlaubt den Schluff, daff das Histamin ausschliefflich
durch die Kokken gebildet wurde.

Eine zusitzliche Stiitze dieses Befunds ergibt sich aus zahlreichen von uns
mit Bakterienreinkulturen durchgefithrten Laborversuchen. In iber 100 Fillen
gelang es ausschliefflich mit Kokken, isoliert aus histaminhaltigen Weinen, eine
Histaminbildung auf Substraten und nicht-abgebauten Weinen zu reproduzieren.
Mit B. gracile, Langstibchen oder Essigbakterien scheiterten simtliche derartigen
Versuche.

Im iibrigen sei auf unsere vor einiger Zeit erhaltenen Ergebnisse bei Histamin-
und Bakterienuntersuchungen an 282 Weinen hingewiesen (9). Mit zunehmendem
Kokkenbefall zeigten jene Getrinke deutlich ansteigende mittlere Histamin-
gehalte; die diesbeziiglichen Korrelationskoeffizienten lagen mit r = 0,54 (Rot-
weine) bzw. 0,31 (Weiflweine) verhiltnismiaflig hoch. Zwischen dem Vorkom-
men von B. gracile und dem Histamingehalt bestand dagegen keine gleichgerich-
tete Beziehung (r = —0,33 bzw. —0,26).

In Anbetracht der zur Zeit wenig klaren Situation auf dem Gebiet der Milch-
sdurebakterien-Systematik verzichteten wir auf taxonomische Bestimmungen von
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histaminbildenden Kokkenstimmen. Bei 10 aus histaminhaltigen Weinen isolierten
Kokken iiberpriiften wir lediglich einige wenige physiologische Kriterien. Simt-
liche Stimme produzierten Milchsdure (3,5—8,0 g/l), wobei die L(+)/D(—)-
Quotienten zwischen 1,0 und 1,3 lagen. In keinem Fall wurde eine Essigsiure-,
Aethanol- oder CO.-Bildung auf Glucose erhalten. Es darf daher angenommen
werden, dafl es sich hierbei um Milchsiurekokken mit homofermentativem Cha-
rakter handelte.

Wie bereits erwihnt, wurden aufler den in Tabelle 1 aufgefiihrten Weinen
noch weitere Getrinke, vor allem in 100 I-Stahltanks und 25 I-Ballonflaschen,
wihrend der gesamten Vinifikation kontrolliert. In einigen dieser Gebinde ent-
standen unmittelbar nach der Alkoholgirung Histaminmengen bis zu 6 mg/l,
ohne daf} bereits eine Bakterienvermehrung eingesetzt hitte. Als Histaminbildner
lieen sich in den betreffenden Fillen eindeutig Kahmhefen (Pichia membranae-
faciens) eruieren (8).

In der Phase zwischen beendeter Alkoholgidrung und einsetzendem Sidureabbau
konnten wir, wenn man von den erwihnten kahmhefebedingten Ausnahmen ab-
sieht, nirgends Histamin nachweisen. Die vorliegenden und frithere im Keller-
mafistab durchgefiihrte Erhebungen wurden allerdings immer an Reinzuchthefe-
vergorenen Getrinken durchgefithrt. Nachdem wir jedoch bei Ueberpriifungen
im Labor mit zahlreichen, vorwiegend typischen Weinhefestimmen auf Trauben-
saften nie eine Histaminbildung feststellen konnten, erachten wir eine Histamin-
produktion durch normale Weingirhefen (Sacch. cerevisiae) als unwahrscheinlich.

Bereits verschiedene Autoren stellten fest, daff in Rotweinen hohe Histamin-
gehalte viel hiufiger auftreten als in Weillweinen (11, 5,9, 12,7, 13). Dies be-
statigte sich hier erneut. Eine Erklirung hiefiir lieferten unsere Untersuchungen
allerdings nicht. Insbesondere lieff sich keine Beziehung zwischen den Histidin-
und Histamingehalten erkennen.

In den unvergorenen Mosten und Maischen betrugen die Histidingehalte 30 bis
120 mg/l. Wihrend der Alkoholgdarung sanken letztere regelmiflig auf unter
10 mg/l ab, um hierauf — hiufig nach einem leichten Anstieg — nochmals ab-
zunehmen. Bei einigen Weinen (Clevner 2, 3 und 4) lagen die gebildeten Hista-
minmengen um ein Mehrfaches tiber der zu Beginn des Sdureabbaus vorhandenen
Histidinmenge. Es ist daher anzunehmen, dafl wihrend des Sdureabbaus Histidin
durch Proteinzersetzung (Hefe, Traubenbestandteile) «nachgeliefert» wird. Ver-
mutlich ist bei fehlender Histaminbildung deren Ursache jedenfalls nicht in einem
Histidinmangel zu suchen.

Will man eine Entstehung von Histamin wihrend des biologischen Saure-
abbaus vermeiden, so muff aufgrund der hier erhaltenen Resultate das Aufkom-
men von Kokken verhindert und die Vermehrung von B. gracile gefordert werden.
Hiezu er6ffnen sich im Moment aufler einer zweckmifligen Impfung keine wei-
teren Moglichkeiten.

«Geimpft» wird im Kellereibetrieb hiufig routinemiflig, mindestens aber im
Falle abbautriger Weine durch einfachen Zusatz eines im Abbau befindlichen,
stark bakterienhaltigen Getrinks von dhnlichem Typ. Eine friihzeitige Kontrolle,
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d. h. mikroskopische Ueberpriifung der Bakterienflora bei den als Impfmaterial
zu verwendenden Getrinken sowie der in den Abbau gelangenden Weine wird
unseres Wissens in schweizerischen Betrieben kaum irgendwo systematisch durch-
gefithrt. Das sich hieraus ergebende Risiko einer — an sich weitgehend vermeid-
baren — Qualititseinbuffe mancher Weine infolge Ueberhandnehmens ungeeigneter
Bakterientypen wihrend des biologischen Sdaureabbaus ist naturgemafl hoch. Hiezu
gesellt sich die Gefahr des Auftretens von Histamin (und wahrscheinlich noch
weiterer unerwiinschter Substanzen) und damit einer Beeintrachtigung der Ver-
traglichkeit, was einen zusdtzlichen, unseres Erachtens weit wichtigeren Beweg-
grund darstellt, die bislang beim biologischen Sdaureabbau praktizierten Methoden
subtiler zu gestalten. Wir sind uns dabei bewuflt, daff die Forderung nach ver-
starkter mikrobiologischer Ueberwachung vor und wihrend des Sdureabbaus
die Weinkellereien vor einige Probleme stellen wird. Mit Blick auf die minutios
gehandhabte Lenkung der Girvorginge in manchen anderen Zweigen der Nah-
rungs- und Genufimittelindustrie (Bier-, Kise-, Yoghurtfabrikation u.a.) kann
jedoch erwartet werden, daf} sich eine straffere mikrobiologische Kontrolle auch
in den Weinkellereien bewerkstelligen lafit.

In diesem Zusammenhang sei auf unsere fritheren Untersuchungen der Hi-
stamingehalte an rund 450 Weinen hingewiesen, bei welchen sich hiufig eine
- deutliche «Kellerabhingigkeit» gezeigt hatte: einzelne Betriebe wiesen vorwiegend
histaminfreie, andere dagegen durchwegs histaminhaltige Getranke auf. Die Ur-
sache derartiger Unterschiede diirfte grofitenteils in der erwidhnten, allgemein
tiblichen Impfmethode zu suchen sein.

Dariiber, ob mit dem Auftreten von Histamin die Gefahr des Vorkommens
noch weiterer physiologisch ungiinstig wirkender Amine in Wein verbunden ist —
einige Veroffentlichungen auslindischer Autoren lassen dies vermuten —, sind in
unserem Labor zur Zeit Untersuchungen in Arbeit. Von Interesse ist in diesem
Zusammenhang ebenfalls die Frage, inwieweit sich die heute verbreitete Methode
der Frithentsiuerung — Ausfillung von Weinsiure mit Calciumcarbonat in noch
unvergorenen Mosten und Maischen — infolge des dadurch bewirkten pH-Anstiegs
auf die Bakterienflora auswirkt. Bei der bereits mehrfach erwdhnten Untersu-
chungsserie von 282 Weinen hatte sich gezeigt, dafl mit steigendem pH im Mittel
héhere Histamingehalte einhergingen. Wir beabsichtigen, hieriiber Versuche an-
zustellen.

Nachzutragen ist noch eine Beobachtung zur Stabilitit des Histamins in ab-
gefiillten Weinen. Bei drei Clevnern (Jahrgang 1968) mit hohen Histamingehalten
(10, 8 und 8 mg/l) zeigte sich nach zweieinhalbjihriger Lagerung bei 10 ° C keine
Abnahme der Histamingehalte. Moglicherweise muff demzufolge damit gerech-
net werden, dafl diese Verbindung in den Getrinken wihrend einer lingeren Zeit-
spanne stabil bleibt.

Zusammenfassung

Die Histaminbildung und das Auftreten von Bakterien wurden an 21 Weinen wihrend
der gesamten Vinifikation iiberpriift. Es zeigte sich, daf8 das Histamin im Verlauf des
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biologischen Siureabbaus durch Milchsiaurekokken gebildet wurde. Bei den meist ebenfalls
anwesenden B. gracile sowie den gelegentlich auftretenden Langstibchen und Essigsdure-
bakterien konnte, z. T. anhand von Laborversuchen. eine Histaminbildung ausgeschlossen
werden.

Um die Entstehung von Histamin zu verhindern, wird eine intensivere bakteriologische
Ueberwachung der Getrinke wihrend des biologischen Siureabbaus vorgeschlagen. Be-
sonders wichtig erscheint die Kontrolle der Bakterienflora bei Weinen, welche zu Impf-
zwecken beniitzt werden.
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Résumeé

On a étudié la formation d’histamine et les bactéries qui y sont lides dans 21 vins, au
cours de la vinification.

Il appert que lhistamine est engendrée par les microcoques lactiques pendant la
rétrogradation malolactique.
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Une fermentation d’histamine peut étre exclue pour les B. gracile qui sont presque
toujours présentes ainsi que pour les longs baténnets et les bactéries acétiques n’appa-
raissant qu’occasionnellement.

Afin d’éviter la formation d’histamine, on propose un controle bactériologique plus
intense pendant la rétrogradation malolactique de I'acidité. Il semble particulierement im-
portant de controler la flore bactérienne des vins utilisés a des fins d’ensemencement.

Summary

The formation of histamine and the presence of bacteria in 21 wines have been
examined during the entire vinification process. Histamine is formed by lactic acid cocci
in the course of the malolactic fermentation. In part through laboratory experiments,
histamine formation could be excluded in the case of also-present B. gracile as well
as in the case of occasionally occurring long rods (bacilli) and acetic acid bacteria.

A closer bacteriological surveillance of the wine during the malolactic fermen-
tation is proposed, in order to prevent histamine formation. Control of bacterial flora in
wines that are used for inoculation purposes appears especially important.

The determination and occurrence of hexachlorobenzene
residues

by 7. Stijve

Control Laboratory of Nestlé Products Technical Assistance Co. Ltd.,
1814 La Tour-de-Peilz

1. Introduction

Hexachlorobenzene (HCB), CiCls, was already discovered by Faraday in
1824, although it was only in 1864 that a detailed description of its compo-
sition and properties was given by Hugo Miiller (1).

In 1945 hexachlorobenzene was introduced as a fungicide and found soon
application for seed treatments. HCB proved to be outstanding for destruction
of seed- and soil-borne spores of the Bunt fungi. Considering that «Bunt» or
«Stinking Smut» is the most important and common fungus disease of wheat,
it is not surprising that HCB treatment of seed was adopted as a standard
practice. It is usually applied as a dusting powder containing 10—40 %o of
technical grade HCB. Often a dyestuff is added to ensure uniform application
and to distinguish treated seed from other grain. This preventive measure is very
important, because treated seed is definitely toxic. It should not even be used for
animal feed and it is not allowed to become mixed with commercial grain.

In southeastern Turkey there was an outbreak of cutaneous porphyria in
1955 which could be traced to the consumption of wheat that had been treated with
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