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Misura dell 'azoto prontamente assimilabile dal l ievito nei
mosti  d'uva ed esempi di appl icazione
Measurement of promptly assrmilable nitrogen by yeast in grape
juices and application examples

G. Nicol ini ' ,  G. versini ' ,  L. corradin',  R. Larcher' ,  c. Beretta3, A. ol ivari ' ,  E.
Eccl io
'D ip  Labora to r io  Ana l i s i  e  R ice rca ,  I s t i t u to  Agra r io ,  v  Mach ,  1 ,  38010  S .  M iche le  a l t 'Ad ige  (TN)  -  l t a t i a
'Un iv .  deg l i  S tud i  d i  Padova ,  Fac .  d i  Fa rmac ia ,  CTE v  Marzo lo  5 ,35131  Padova  -  l t a l i a
'Un iv  deg l i  S tud i  d i  M i lano ,  Fac  d i  Ag ra r ia ,  D ISTAM,  v .  Ce lo r ia  20 ,20133  M i tano  -  l t a t i a
tCorso  d i  S tud i  Super io r i  i n  V i t i co l tu ra  e  Eno log ia ,  v .  Mach ,  1 ,3BO1O S .  M iche te  a l l 'Ad ige  (TN)  -  t t a l i a
(r icevuto i l  15.01 .04,  accet ta lo i l  20.02.04)

Riassunto

l l  metodo internazionale di misura del l 'azoto amminico l ibero dooo reazione
con n in idr ina proposto dal l 'Amer ican Society  of  Brewing Chemists  e s tato modi-
f icato per  adat tar lo  a i  most i  d 'uva.  Dopo le  modi f iche,  anche l 'ammonio arr iva
ad essere totalmente misurato, permettendo una più accurata st ima del l 'azoto
prontamente ass imi lab i le  dai  l iev i t i  (PAN) s ia r ispet to a l  metodo or ig inar io  che a
quel lo  del  formolo.  Di  quest 'u l t imo,  i l  metodo modi fcato e ino l t re  o iù sa lubre.
Testato nel range di concentrazione t ipico dei mosti  d'uva i tal iani e su diverse
varieta, i l  metodo fornisce r isultat i  ben correlat i  con quell i  r icavati  dai contenuti
d i  ammon io  e  de i  s ingo l i  aminoac id i .

l l  metodo e stato appl icato a uve Mueller-Thurgau di uno stesso appezza-
mento nel corso del la malurazione. L'azoto assimilabi le tende leggermente a
diminui re con questa,  e  la  sua var iab i l i ta  a l l ' in terno del  v igneto e r isu l ta ta mag-
giore d i  quel la  degl i  zuccher i  e  del l 'ac id i ta  to ta le.  La misura del  PAN real izzala
con un qualche g iorno d i  ant ic ipo r ispet to a l la  raccol ta  ef fe t t iva,  consente s ia d i
programmare eventual i  interventi  enologici sia di valutare lo stato di nutr izione
azolala dei vigneti .  In condizioni di laboratorio mimanti la vinif icazione in rosso,
le  v inacce appor tano un u l ter iore 20 % ca.  d i  PAN r ispet to a quel lo  misurabi le
sul mosto ottenuto per pigiatura e pressatura.

Summary

The international method of the American Society of Brewing Chemists for the
measurement of free amino nitrogen in wort by reaction with ninhydrin was
modif ied to improve i ts performances in grape juice, mostly in respect to ammo-
nium. The modi f ied method a l lows to est imate the prompt ly  ass imi lab le n i t rogen
(PAN) by yeasts better than the original method and the formol method.
Besides, i t  is more healthy for analysts than the latter. Accuracy was checked in
real  ju ices by compar ison wi th the values of  ass imi lab le n i t roqen der ived f rom
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the analys is  of  ammonium and each amino ac id.  Samples in  the typ ica l  range
for the l tal ian grape juices and from dif ferent variet ies were used for i t .  The
method was appl ied to analyse PAN dur ing the r ipening of  Muel ler -Thurgau gra-
pes of  a  v ineyard.  PAN decreases s l ight ly  wi th  r ipening,  and i ts  var iab i l i ty  ins i -
de the vineyard is higher than that of total acidity and reducing sugars. PAN can
be measured few days before harvest, so that specif ic winemaking practices
can be eventual ly planned, and the nutr i t ional status of the vineyard is checked
at  the same t ime.  Skin contact  -  carr ied out  under  laboratory condi t ions miming
maceration for red wine production in absence of yeasts - gives 20 % of extra
PAN

Parole chiave: azolo assimilabi le, uva, mosto, macerazione, maturazione.
Key words: assimrlable nitrogen, grape, jutce, maceration, ripening.

lntroduzione

l l  signif icato del la conoscenza del contenuto di azoto prontamente assimila-
b i le  (PAN) dai  l iev i t i  ne i  most i  d 'uva sta pr inc ipalmente nel  ruolo che le  font i  d i
nutr izione azotata esercitano sul orocesso fermentativo. Sono ben note, infatt i ,
non solo le  re laz ioni  che in tercorrono con la  oroduzione d i  b iomassa d i  l iev i to  e
la ve loc i ta  ed i l  completamento del la  fermentaz ione [Bisson,  

'1991 
;  Boul ton et  a l .

1995;  Ribéreau-Gayon et  a l . ,  20031,  ma anche quel le  con la  quant i ta  e la  t ipo-
log ia dei  compost i  vo lat i l i  prodot t i  da l  l iev i to  s tesso.  A ta le r iguardo,  la  b ib l iogra-
f ia e ormai piuttosto consistente fAyràpàà , 1971 ; Vos e Gray 1979, Ough e Bell ,
1980 ;  Hou tman e  Du  P less is ,  1981 ;Ough  e  Lee ,  1981 ;Monk  1982 ;  T romp 1984 ,
Margher i  e t  a l  . ,1984' ,  Rapp e Vers in i ,  '1991;  Seeber et  a l . ,  199i ;  Henschke e
J i ranek .1991 ;Vers in i  e t  a | . ,1992 ' ,  N ico l in i  e t  a l . ,  1996 ;  Bosso ,  ' 1996 ;  J i raneck ,
1999;  Nico l in i  e t  a l . ,  2000,  20021.

La conoscenza del contenuto di PAN nel le uve può fornire anche una indi-
caz ione c i rca lo  s tato nutr iz ionale del  v igneto fvan Leeuwen et  a | . ,2000] .  In  ta l
caso va pero tenuto in  conto che -  quale che s ia la  modal i ta  anal i t ica segui ta
per la determinazione - la misura del l 'azoto assimilabi le non include, se non
marginalmente,  la  pro l ina;  ino l t re ,  va r icordato che i l  peso del la  pro l ina nel  pro-
f i lo  aminoacid ico e legato a l la  var ie ta ed a l l 'epoca d i  maturaz ione [Kl iewer,
1970;  Cantagre l  e t  a l  . ,  1982;  Mi l lery  et  a l . ,  '1986;  Nico l in i  e t  a l . ,  1995,  2001a,
Huang e Ough,  1991;  Spayd e Andersen-Bagge,  19961.  Natura lmente,  r ispet to
a necessità più specif icatamente agronomiche, esistono anche modali ta di
quanti f icazione del lo stato nutr izionale azotato del vigneto più mirate e consoli-
date nel la  loro appl icaz ione,  qual i  ad esempio la  misuraz ione del l 'azoto to ta le
del la  lamina fogl iare o del  p icc io lo IPorro et  a l . ,  1996;  van Leeuwen et  a l . ,  2000] ,
e anche st ime approssimate ma p iù "ve loc i "  ne l la  loro appl icabi l i tà  a l le  indagi -
n i  in  p ieno campo fPorro et  a l .  ,  2001a,  2001b] .

Differenti  approcci chimico-anali t ic i  possono essere ul i l izzati  per arr ivare ad
una st ima lOugh e Amer ine,  19BB] del l 'azoto ass imi lab i le  come somma del l 'azo-
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to  a l fa-amin ico l ibero e del l 'ammonio.  Tra quest i ,  quel l i  che sf rut tano le  reazioni
con :

i l  formolo [Becchett i ,  19BB] come modif ica del metodo uff iciale ut i l izzato per
le conserve vegetal i  IFederation Internationale des Producteurs de Jus de
Fru i t s ,  1965 ,  19871 ,  oppure

la  n in id r ina  [Hebbard  e t  a l . ,  1993 ] ,  oppure
l 'ac ido 2,4,6- l r in i t robenzensul fonico fSatake et  a l . ,  1960,  in  Ough,  19BB; L ie,

1972a ,b ,  i n  Ough ,  19BB;  Crowe l l  e t  a l . ,  1985 ;  Ough  e tAmer ine ,  19BB] ,  oppure
l 'o- f ta ld ia ldeide/N-acet i l -L-c is te ina (OPA/NAC),  lDukes e Butzke,  1 9981.

Con ben diversi costi  e con dotazioni anal i t iche per lo più fuori  dal la portata
dei  p iù comuni  laborator i  d i  cant ina,  la  quant i ta  d i  azolo ass imi lab i le  puo esse-
re r icavata anche dal la  misura dei  s ingol i  aminoacid i  e  del l 'ammonio,  conside-
rando - ai f ini  di un'eventuale comparazione con i  metodi sopra citat i  -  un solo
N per  aminoacido ed esc ludendo dal  computo pro l ina ed idross ipro l ina.  Si  pos-
sono c i tare a r iguardo,  ed a puro t i to lo  d i  esempio,  le  appl icaz ioni  in
Cromatografia Liquida (HPLC) con detector a f luorescenza fSanders e Ough,
19851 e la  Cromatograf ia  ion ica con la  n in idr ina come agente colorante
IMargher i  e t  a l  . ,  1982;  Nico l in i  e t  a l . ,  2001a] .

Recen temente  IN ico l in i  e t  a l . ,  1997 ;  N ico l in i  e  Cor rad in ,  1998 ] ,  pe r  l a  m isu ra
dell 'azoto prontamente assimilabi le è stata adattata al settore enologico la
metodica internazionale per l 'azolo amminico l ibero proposta dal l 'American
Society of Brewing Chemists (ASBC) [1992] l l  metodo americano è stato r i tenu-
to un buon punto d i  par tenza,  in  par t ico lare perche ev i ta  I 'uso del  formolo,  min i -
mizzando così  i  problemi  d i  toss ic i ta  per  I 'anal is ta ed i  cost i  in  dotaz ioni  d i  labo-
ratorio, ad es. cappe. La metodica adattata e stata poi appl icata al la quanti f ica-
zione del contenuto in azolo assimilabi le nei mosti  di diverse regioni i tal iane,
ver i f icando anche I 'es is tenza d i  un "ef fe t to  var ie tà"  ed "annata"  

lNico l in i  e t  a l . ,
20041

In questa sede s i  in tende r ipor tare in  det tagl io  la  metodica anal i t ica,  nonché
studi  su l l 'evoluz ione del l 'azoto ass imi lab i le  durante la  maturaz ione d i  uve
Muel ler -Thurgau e sul le  cess ioni  da l le  v inacce nel  corso del la  fermentaz ione.

Material i

Sono stat i  real izzati  due piani sperimental i  denominati  r ispett ivamente "matu-

razione" e "macerazione" .
Nel  pr imo,  in  un v igneto d i  Muel ler -Thurgau non c lonale ed abbastanza d iso-

mogeneo per  condiz ioni  geo-pedologiche,  s i  e  va lutata l 'evoluz ione del l 'azoto
prontamente assimilabi le (PAN) in relazione al l 'epoca di raccolta (30 agosto; 6,
15 ,20e27  se t tembre) .  S i  e  opera to  su l la  base  d i12  camp ion i ,  c iascuno  d i  70
grappol i  corr ispondent i  a  ca.  12 kg,  per  c iascun momento d i  campionamento.
I mosti  sono stat i  ottenuti  per pigiadiraspatura e doppio ciclo di pressatura (3.5
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bar;  Spiedel  Press,  Germany) ,  qu indi  immediatamente sol f i ta t i  (50 mgi l )  ed
analizzati  per i  parametri  di routine. Un'al iquota e stata centr i fugata (4500 RPM
x 10 min)  ed i l  surnatante congelato ( -28 'C)  f ino a l  momento del l 'anal is i .

Sono stat i  invece trattat i  secondo i l  oiano sperimentale "macerazione" 24
lot t i  d i  uve del le  var ie ta Cabernet  sauvignon (n -  4) ,  Mer lot  (n  = 5) ,  Schiava (n
-  5) ,  Tero ldego (n = 5) ,  Marzemino (n = 3)  e Lagre in (n = 2) .  Da c iascuno d i  ess i
sono stat i  o t tenut i  campioni  con la  seguente procedura:  300 ac in i  in ter i  sono
stat i  divisi  in 3 frazioni,  pesate, da 100 bacche. Lefrazioni sono state denomi-
nate r ispett ivamente: "totale", "mosto" e "macerato". Lafrazione "totale" è stata
macinata con un f ru l la tore da cucina e '100 mL d i  f ru l la to sono stat i  aggiunt i  d i
1  mL d i  una soluz ione (so luz.  A)  d i  2g l1OO mL di  NsNa e 29 d i  metabiso l f i to  d i
potassio. La frazione "mosto" è stata pigiata manualmente, poi pressata mec-
can icamente  (25  bar ;  p ressa  mod.  Para  Press ,  Pau l  A rauner  G.m.b .H . ,
Ki tz ingen/Main,  Germany) ;  s i  e  quindi  misurato i l  vo lume del  mosto ot tenuto e s i
e aggiunto 1 mLl100 mL di soluz. A. La frazione "macerato" è stata pigiata e
pressata come per la frazione "mosto", quindi i l  panello di pressatura è stato
manualmente sgreto lato e r iaggiunto a l la  f raz ione d i  mosto.  S i  e  misurato i l  vo lu-
me ed e s tata ef fe t tuata l 'aggiunta del la  so luz.  A.  Ino l t re ,  s i  è  aggiunta una solu-
z ione d i  enz ima pecto l i t ico ( in  dose analoga a quel la  d i  u l i l izzo industr ia le ,  1
g/hL) Giornalmente la frazione "macerato" è stata genti lmente mescolata e
capovol ta.  A l  2o,  4o,6"  e Bo g iorno dal l 'ammostatura e s tato aggiunto a lcool  e t i -
l ico a 96 % vol. Tal i  aggiunte e movimentazioni sono state effettuate al f ine di
mimare,  per  quanto possib i le ,  i l  processo d i  v in i f icaz ione in  rosso s ia in  termin i
d i  r imontaggi  che per  quanto r iguarda lo  sv i luppo d i  a lcool  e  l 'a t t iv i ta  enzimat i -
caa car ico del le  pect ine propr ia  dei  l iev i t i  o  aggiunta.  Nel  ca lco lo dei  va lor i  d i
PAN si e ooi tenuto conto del le diverse di luizioni effettuate. La misurazione del
PAN è stata ef fe t tuata per  tu t t i  icampioni  a l la  f ine del l 'esper imento,  dopo'12
giorn i  da l l 'ammostatura.

Metodi
La misura del l 'azoto prontamente assimilabi le (PAN) è stata real izzala

secondo la  seguente metodica,  r ipor tata in  det tagl io  con comment i  e  prec isa-
zioni ut i l i  per una sua faci l i tata appl icazione. Lo schema generale del la metodi-
ca  e  r ioo r ta to  in  F io .  1 .

Reagenti :

a) Tampone acetato 4N pH 5.50 (quantita' per 1 L)
- Sodio acetato tr i idrato: 544 g ( in alternativa sodio acetato anidro: 328 g)
-  Ac ido acet ico g lac ia le:  c .a 100 mL
- Acoua deionizzala

Preparare uh matraccio da '1 L con 500 mL di acqua deionizzata, pesa-
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Fig.  2.  Esempio di  calcoJo del la assorbanza "corret ta" ( l inea trat tegglata).
Fig. 2. Example of computation of the absorbance (dashed line).
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re su bi lancia tecnica i l  sodio acetato trasferendolo nel matraccio gradualmen-
te e favorendone la dissoluzione con un agitatore magnetico. Aggiungere 100
mL di  ac ido acet ico g lac ia le,  pre levat i  con un c i l indro graduato.  A completa d is-
so luz ione,  eventualmente favor i ta  con l ' immers ione in  un bagno ad u l t rasuoni ,
termostatare la soluzione a 20 "C e successivamente, misurando con un
pHmetro,  aggiungere ac ido acet ico g lac ia le f ino a pH 5.50.  Por tare in f ine ad 1
L con acqua deionizzata.  Data l 'e levata v iscosi ta ,  a l lo  scopo d i  e l iminare impu-
rezze sol ide eventualmente presenti ,  f i l t rare i l  tampone sotto vuoto con membra-
ne da 0.8 pm, cambiandole ind icat ivamente ogni  300 mL d i  f i l t ra to.  Contro l lare
in modo accurato i l  pH, in quanto inf luenza velocità di reazione ed intensita
del la colorazione. Non conservare a bassa temoeratura.

b) Reagente colorante (quantita per 100 mL)
-  Tamoone acetato 4N.  oH 5.50:  100 mL
- Nin idr ina:  1 g (nocivo- i r r i tante;  R:22-36137138)
-  Frut tos io:  0 .3 g

Al  f ine d i  impedire l 'oss idazione del la  n in idr ina e per  garant i re  la  sua
completa so lubi l izzazione e consig l ia to l 'uso d i  una bot t ig l ie t ta  scura (100 mL d i
capienza) sia per la preparazione che per lo stoccaggio Si trasferisce i l  frutto-
s io nel la  bot t ig l ie t ta ,  dopo d i  che s i  aggiungono nel l 'ord ine la  n in idr ina,  i l  tam-
pone acetato (100 mL misurat i  con un c i l indro graduato)  ed un 'ancoret ta.  S i
favor isce la  d issoluz ione mediante un agi ta tore magnet ico,  lasc iando gorgogl ia-
re del l 'azo\o nel la  bot t ig l ie t ta  t rami te un tubic ino,  a l  f ine d i  creare un ambiente
r iducente così  da impedire l 'oss idazione del la  n in idr ina.  E imperat iva la  coper-
tura del la  bot t ig l ie t ta  con una pel l ico la d 'a l lumin io.  S i  consig l ia  d i  pregarare set-
t imanalmente i l  reagente colorante che NON va conservato in fr igori fero.

c) Soluzione di dilutzione (quantita per 1 L)
-  Acoua deionizzata:  600 mL
- Alcool et i l ico 96%: 400 mL.
- Potassio iodato: 29.

Pre levare con un c i l indro graduato l 'acqua deionizzala,  aggiungere
ootass io iodato e a comoleta d issoluz ione miscelare con a lcool  e t i l ico 96 %.
Int rodurre in  un rec ip iente a l  quale s i  possa appl icare un d ispensatore automa-
t i co  da  10  mL.

d) Standard madre di treonina (quantita per 100 mL)
Pesare su b i lanc ia anal i t ica 170. .1 mg d i  t reonina;  dopo completa d isso-

luzione portare a 100 mL con acqua deionizzata. La concentrazione espressa
come azolo assimilabi le e pari  a 2OO mg/L. Lo standard puo essere conservato
in congelatore.

e) Standard diluito di treonina
Diluire 1 :150 lo standard madre con acqua deionizzala e conservare in

f r igor i fero,  preparandolo ogni  2-3 g iorn i .
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Material i

Spettrofotometro doppio-raggio, bagno ad acqua a 100'C, agitatore magne-
t ico ed ancorette, bi lancia anal i t ica, bi lancia tecnica, pH-metro, al lrezzatura per
f i l t razione sottovuoto, dosatore automatico da 10 mL, provette con capacita
minima di 16 mL con tappo a vite, vetreria comune di laboratorio, bott igl iette
scure da 100 mLe da 1 L,  pel l ico la d i  a l lumin io,  eventuale bagno ad u l t rasuoni .

Preparazione del campione
l l l impid i re i l  campione mediante f i l t raz ione su car ta o centr i fugazione,  d i lu i re

con acqua deionizzata f ino ad ottenere nel campione in anal isi  una concentra-
z ione d i  azoto ass imi lab i le  f  ra  0.5 e 1 .5  mg/L d i  N ( ind icat ivamente da 100 a 300
d i l u i z i o n i ) .

Procedimento
Prelevare 4 mL d i  campione d i lu i to ,  deposi tar lo  in  una provet ta d i  capaci ta

min ima d i  16 mL dotata d i  tappo ed aggiungere 2 mL d i  reagente colorante.  l l
b ianco e ot tenuto sost i tuendo a l  campione d i lu i to  lo  s tesso volume d i  acqua
deionizzata. Lo standard di r i fer imento e costi tuito da 4 mL di standard di lui to di
t reonina addiz ionato d i  2  mL d i  reat t ivo co lorante.

Inser i re  le  provet te nel  bagno d 'acqua in  costante ebol l iz ione,  lasc iare rea-
g i re per  20 min,  quindi  termostatare a temperatura ambiente (bagno termosta-
tato a 20 'C)  per  un tempo compreso t ra i5  ed i20 min in  funz ione del l 'organiz-
zazione del  lavoro.  Aggiungere 10 mL d i  so luz ione d i  d i lu iz ione,  mescolare
energ icamente.  F i l t rare con f i l t r i  a  s i r inga da 0.45 micron,  in t rodurre in  cuvet te
da 1 cm in plast ica, registrare lo spettro di assorbimento contro i l  bianco da 700
a 44O nm, stampare inf ine lo spettro ottenuto con la massima espansione di
scala. La registrazione spettrofotometrica va effettuata tra i  10 ed i  20 min dal
momento del l 'aggiunta del la  so luz ione d i  d i lu iz ione idroalco l ica.  l l  r ispet to accu-
rato dei  tempi  e fondamenta le.

Calcolo

D ete rm i n azione del l' asso rbanza co rretta
Si r icava graficamente dal lo spettro stampato del campione. Tracciare la

perpendicolare a l l 'asse del le  lunghezze d 'onda in  corr ispondenza del  max.  a
565 nm. Misurare la  d is tanzafra i l  punto d i  massimo e I ' in tersezione con la tan-
gente ai minimi del lo spettro, approssimativamente presenti  attorno a 470 e 700
nm (Fig .  2)  e rappor tare la  lunghezza misurata ad un fondo scala d i  1  (assor-
banza "corret ta") .

Computo dell'azoto prontamente assimilabile (PAN)
!nf ine rappor tare i l  va lore del l 'assorbanza "corret ta"  del  campione a quel lo

del l 'assorbanza "corret ta"  del lo  s tandard d i lu i to  d i  t reonina,  mol t ip l icare per  la
concentraz ione del lo  s tandard d i lu i to  d i  t reonina in  mg/L d i  N e per  la  d i lu iz ione
de l  camo ione :
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PAN (mg lL) = (Abs. "corretta" camp./ Abs. "corretta" Std di lui to) * conc. Std
d i lu i to  .  No  d i lu i z ion i  camo.

Normali  r i tmi di lavoro consentono, ad un singolo operatore, di effettuare
giornalmente 30 -  40 anal is i ,  suddiv ise in  p iù ser ie  per  consent i re  i l  r ispet to dei
tempi  d i  anal is i  prev is t i .

Esempio di calcolo

D i lu i z ione  de l lo  S tandard :  1  :150
Di lu iz ione del  Camoione:  1 ' .200
Densi ta ot t ica impostata come fondo scala su l la  s tampante
per  lo  Standard d i lu i to :  0 .350
Densita ott ica impostata come fondo scala sul la stampante
per  i l  Campione:  0.300
Lunghezza segmento Standard d i lu i to :  4 .1 cm*
Lunghezza segmento Campione:  3.5 cm*
Lunghezza del l 'asse Y del lo  spet t ro misurata su l la  s tampa:  6.0 cm

.determinate graf icamente misurando la  lunghezza del  segmento perpendi -
co lare a l l 'asse del le  lunghezze d 'onda t ra i l  punto d i  massimo del  p icco e I ' in-
tersezione con la  tangente a i  min imi  del lo  spet t ro (s i  veda la  f igura r ipor tata) .

a) Calcolo dell'assorbanza "Corretta", ilportata ad un fondo scala di 1:

(Lunghezza segmento in  cm) *  (assorbanza impostata come fondo scala /
lunghezza in  cm del l 'asse Y del lo  spet t ro misurata dopo stampa)

( 4  1 ) .  ( 0  3 5 0  /  6  o )  =  0  2 3 9
IO

(3 5)  -  (0 .300 /  6 .0)  = 0.175 Assorbanza"cotret ta"  del  campione

b) Calcolo della concentrazione in PAN (mg/L N) del camprone:

(Abs.  corret ta  Camp./Abs.  corret ta  Std.  d i l . )  .  (conc.  Std.  Madre /  n '  d i l .
s tandard )  *  n "  d i l .  Camp

( 0  1 7 5  1 0 . 2 3 9 ) .  ( 2 0 0 /  1 5 0 )  . 2 0 0  =  1 9 5  m g / L  N

Elaborazioni statistiche e grafiche.
Sono state realizzale con le procedure del pacchetto software STATISTICA"

per  Windows,  v .  5 .1 ,1997  (S ta tSo f t ,  Inc . ,  Tu lsa ,  OK,  USA) .

Riv Vitic Enol., N.1-2/200420



Risultat i  e discussione

Come evidenziato anche da Ough e Amer ine [1988] ,  una determinazione
che por t i  a l la  va lutaz ione del l 'azolo ass imi lab i le  dai  l iev i t i  a t t raverso la  misura
del l 'azoto a l fa-amminico l ibero e del l 'ammonio e sostanzia lmente una st ima
approssimata.  Par tendo da ta le convinc imento,  s i  e  scel to  d i  ver i f icare la  meto-
d ica anal i t ica proposta r ispet to ad un metodo d i  r i fer imento val idato che con-
sentisse di quanti f icare singolarmente i  composti  azolal i  prontamente assimila-
b i l i  da i  l i ev i t i  [N ico l in i  e t  a | . ,2001a ]  e  d i  opera re  per  quan to  poss ib i l e  su  mat r i c i
cost i tu i te  da most i  rea l i .

Da numerose ver i f iche ( r ipet ib i l i tà ,  forza del  tampone,  r isposta co lor imetr ica
dei  d ivers i  aminoacid i  e  del l 'ammonio a l la  n in idr ina,  ef fe t to  del la  concentraz io-
ne  d i  n in id r ina ,  con f ron to  t ra  so luz ion i  d i  d i l u i z ione . . . )  lCor rad in ,  19961  ,  e ra
stato osservato che la  metodica or ig inar ia  d i  misura del l 'azoto ammrnico l ibero
proposta dal l 'ASBC per  i l  set tore b i r rar io ,  quando appl icata a i  most i  d 'uva,  non
consent iva una adeguata r isposta co lor imetr ica del l 'ammonio a l la  n in idr ina in
re laz ione a l lo  s tandard d i  r i fer imento (g l ic ina) .  Pr inc ipalmente da qui  d iscende-
va la perdita di accuralezza nel l 'appl icazione diretta del metodo ASBC.

I  pr inc ipal i  adat tament i  de l la  metodica or ig inar ia  necessar i  per  render la fun-
z ionale a l l 'anal is i  de i  most i ,  sugger i t i  da ver i f iche sper imenta l i  e  dal  ra f f ronto
con le  condiz ioni  d i  metodi  u t i l izzant i  la  n in idr ina fMoore e Ste in,1948,  1954] ,
hanno r iguardato:  (a)  le  carat ter is t iche composi t ive del la  so luz ione tamponata
contenente i l  reagente colorante e del la  so luz ione idroalcool ica d i  d i lu iz ione;  (b)
la definizione dei tempi di reazione, stabi l izzazione e misurazione spettrofoto-
metr ica;  (c)  la  scel ta  del la  t reonina come standard d i  r i fer imento;  (d)  la  def in i -
z ione del l ' in terval lo  d i  concentraz ione ot t imale (0 5 -  1  .5  mg N/L)  cu i  r icondurre
i l  campione con oppor tune d i lu iz ion i ;  (e)  la  modal i tà  d i  computo del l 'assorban-
za per  v ia  graf ica,  a l  f ine d i  e l iminare s igni f icat iv i  e f fe t t i  matr ice.

La r ipet ib i l i ta  del l ' in tero metodo,  inc lusa la  preparaz ione dei  reagent i  ed
espressa come RSD %, e del  2 .1 7o,  misurata real izzando 25 determinazioni
del lo  s tesso mosto nel l 'arco d i  5  mesi .  l l  metodo proposto e s tato messo a con-
f ronto con i l  metodo ASBC or ig inar io  e con quel lo  del  numero d i  formolo
[Becchet t i ,  19BB],  prev ia mol t ip l icaz ione,  in  quest 'u l t imo caso,  per  i l  peso mole-
colare del l 'azoto.  l l  confronto e s tato esegui to su l la  base d i  55 most i  natura l i  d i
Chardonnay e Muel ler -Thurgau,  var ie ta scel te  per  copr i re l ' in tero range d i  con-
centrazione del l 'azolo assimilabi le sol i tamente oresente nei mosti  d'uva oltre
che per  la  d iversa composiz ione del  prof i lo  aminoacid ico e per  i l  d iverso rap-
por to pro l ina/arg in ina INico l in i  e t  a l .  ,2001b] .  I  coef f ic ient i  angolar i  de l le  ret te  d i
regress ione l ineare dei  3  metodi  e  le  in tercet te con l 'asse Y ind icano (F ig.  3)
come i l  metodo modif icato, caratterizzato da coeff iciente angolare prossimo
al l 'un i ta  e l imi tato va lore del l ' in tercet ta,  r isu l t i  p iù  accurato e con un R'  legger-
mente super iore.  S ia i l  metodo del  formolo che quel lo  or ig inar io  ASBC hanno
infatt i  intercette con l 'asse Y piuttosto elevate che, a concenlrazione azolala
nul la  misurata per  cromatograf ia  ion ica,  ind icherebbero la  presenza d i  d iverse
decine di mo/L di azoto assimilabi le costi tuito in realta da interfercnze di matr i-
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Fig. 3: Rette di regressione dei contenuti  di PAN acquisitr  con le diverse metodiche

rispetto al metodo di r i fer lmento in cromatografia ionica.

Fig. 3. Regressron lines of the contents of promptly assimilabte nitrogen (PAN) measured

al tne different methods (Y axis), in comparison with the reference method (lonic

Chromatog raphy, X axis).

ce.  Tale quant i ta  d i  in ter ferenze e del l 'ord ine del l 'azoto ass imi lab i le  realmente

oresente nel 6 % dei ca. 600 campionl di mosti  nazional i  anal izzal i  in una recen-

te indagine e cost i tu i rebbe ca.  la  meta dei  va lor i  de l le  mediane d i  popolaz ione

per  var ie ta qual i  Mer lot ,  Marzemino e Schiava col t ivate in  Trent ino fNico l in i  e t  a l . ,

2OO4l .
Si e anche osservato come le pendenze del le rette di regressione e le inter-

cet te r isu l t ino essere mol to s imi l i  ne i  d ivers i  most i  var ie ta l i  (Tab 1) .  Questo pr in-

c ipalmente in  conseguenza del le  r isposte co lor imetr iche a l la  n in idr ina dei  d iver-

s i  aminoacid i  e  del l 'ammonio -  p iut tosto s imi l i  e  comunque b i lanc iate t ra i  d iver-

s i  aminoacid i ,  ind ipendentemente dal la  loro natura ac ida,  basica o neutra -  e

rrspetto al la treonina, aminoacido scelto come standard di r i fer imento. Infatt i ,

so luz ioni  (2  mglL d i  N)  d i  g l ic ina,  aspar t ico,  leuc ina,  arg in ina,  ser ina,  g lutammt-

na,  g lutammico ed a lanina danno valor i  d i  assorbanza,  espress i  come percen-

tuale r ispet to quel l i  forn i t i  da analoghe soluz ioni  d i  t reonina,  var iab i l i  t ra  t l  92 %

(aspar t ico)  ed i l  104 % (g lutammina) .  Per  l 'ammonio,  in  analoghe condiz ioni ,

tale fattore di r isposta e stato del 96 %.

Si e accertato inoltre che non e necessario procedere ne a trattamenti depro-

Ieinizzanti  dei mosti  con acido solfosal ici l ico, ne a trattamenti di r iduzione del
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Varieta I variety N O m q R2

Cabernet s.
Chardonnay
Lagrein
Marzemino
Merlot
Muel ler-Thurgau
Nosiola
Teroldeqo

5  1 .03  3 .5  0 .99
47 0.93 7.9 0.92
6 0.97 2.5 0.99
7 0.98 -5.8 0.99
8 0.94 -0.7 0.95
1 9  1 . 0 1  - 6 . 9  0 . 9 7
1 0  1 . 1 7  3 . 5  0 . 9 7
6 0.99 -2.0 0.96

Tab. 1:  Parametr i  del le ret te di
regressione per var ietà (Y =
mX + e;  Y:  PAN, mg/L,  col
metodo proposto; X = PAN con
i l  metodo di  r i fer imento).
Tab. 1: Parameters of the
regression lines per vailety (Y
: fftX + q; Y' content of PAN
with the modified method,
mg/L; X: PAN with the referen-
ce method).

Tab. 2.  Evoluzione del la composiz ione di  base, del l 'azoto assimi labi le (PAN) e del le sue
forme di  der ivazione ammoniacale (PAN-'NH3) ed aminoacidica (PAN-aa) nel  corso del la
maturazione di uve Mueller-Thurgau in uno stesso appezzamento,

Tab. 2: Changes of the basrc composition, promptly assimilable nitrogen (PAN), and
ammonium- and amtno acid-derived PAN (PAN-NHS and PAN-aa, respectively) durrng
ripening of Mueller-Thurgau grapes in a vineyard.

contenuto pol i fenol ico ed antoc ianico,  ad esempio con car tucce Sep-Pack C1B,
o r ima de l le  ana l i s i .

Espe r i  mento "matu razione"
L 'evoluz ione del l 'azoto prontamente ass imi lab i le  (PAN),  d i  quel lo  sot to forma

ammoniacale (PAN-NH3; misurato per  v ia  enzimat ica)  e d i  quel lo  sot to forma
aminoacidica (PAN-aa; ottenuto per dif ferenza) e r iportata in Tab. 2, congiunta-
mente a l l 'evoluz ione degl i  zuccher i  e  del l 'ac id i ta  to ta ie.  S i  osserva la  d iminuzio-
ne dei valori  medi di PAN, dovuta al marcato calo del l 'azoto sotto forma ammo-
niacale ed ev identemente non compensato,  se non marginalmente,  dal l ' incre-
mento di quel lo in forma aminoacidica non immagazzinato sotto forma di prol i-
na.  La var iab i l i ta  in  v igneto dei  tenor i  de l le  d iverse forme azotate (RSD%) e par-
t ico larmente e levata,  e  decisamente maggiore d i  quel la  r iscontrata per  i  p iù
comuni  parametr i  anal i t ic i  d i  contro l lo  qual i ta t ivo del le  uve,  come osservato
anche  in  a l t r i  l avo r i  lN ico l in i  e t  a l . ,2OO4l .

Espe ri mento "mac erazione"
A l la  luce  de l l ' amp ia  va r iab i l i t a  (da  58  a  415

PAN del le  d iverse uve,  pr ima del l 'e laboraz ione
dardizzat i  per  c iascuno dei  24 campioni  d 'uva,
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mg/L) r iscontrata tra i  tenori di
stat ist ica i  dati  sono stat i  stan-
ponendo uguale a 100 i l  conte-

23

Data d i

campionamento

Sampling date

PAN

(ms/L)

PAN-NH3

(mg/L)

PAN-aa

(mg/L)

Zuccheri
Sugars (g/L)

Acidità totale

Total acidity (glL)

Media
mean
(n=12)

srgn RSD %

Media
mean
(n= 1 2)

s rgn RSD %
M e d i a

mean
(11=12)

srgn . RSD %
Media

mean
(n=12)

srgn . RSD %
M e d i a

mean

/ n = 1 2 1
srgn . RSD %

30/08
06/09
15/09
20t09
27 t09

75.8  a  17 .6  34 .8  a  23 .9  41  .0  b  13 .9  132.0  d  2 .9  10 .5  a  4 .1
68.3  ab  24 .4  25 .3  b  37 .2  42 .9  ab  17 .6  147.6  c  4 .7  8 .94  b  5 .0
72.4 ab 24.4 23.8 bc 38.4 48.7 a 19.0 150 8 bc 5.4 7 .06 c 6.3
66.4  ab  30 .9  21  .6  bc  48 .5  44 .9  ab  23 .4  156.8  b  7  .4  7 .20  c  4 .0
60.9  b  30 .9  16 .6  c  46 .3  44 .2  ab  26 .1  177 .7  a  5 .6  6 .50  d  6 .2
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Fig.4:  Contenuto percentuale (media,  r=24, + dev.st)  d i  PAN nel  mosto e dopo macera-
zione in mosto sterr le alcol izzalo,  addiz ionato di  pectol i t ic i  ed ant i fermentat iv i ,  r ispetto al
test imone ( totale) ot tenuto per macrnatura.

Fig.4. Percentage content (mean, fi=24, , + st.dev) of PAN rn jurces, and after 12-day
skin contact with addition of anti-fermentive, alcohol, and pectic enzyme, in comparison
with the PAN tn the total fraction (ground grape)
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10'C x 9-12"C 18-24"C 15- '16'C 14-12"C 1B-24"C 18'C
2 4 h  x 2 1 h  x 3 . 5 h  x 4 h  x 2 1 h  x 3 . 5 h  x 4 h

Fig.  5:  Increment i  percentual i  dì  PAN dovut i  a macerazioni  prefermentat ive r ispetto a
test imoni non macerat i .

Fig. 5. Percentage of .increase of the content of PAN due to skin contact prior fermenta-
tion compared to non macerated controls.
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nuto d i  PAN del la  f raz ione " tota le"  ed esor imendo le  f raz ioni  "mosto"  e "mace-

rato" in percentuale r ispetto ad esso. In Fig. 4 sono r iportate le dif ferenze r iscon-
trate. La frazione "mosto" contiene mediamente solo i l  67 % del l 'azoto pronta-
mente ass imi lab i le  oresente nel la  f raz ione " tota le" .  La "macerazione" mimante
la v in i f icaz ione in  rosso determina un incremento medio del  21% r ispet to a l la
f raz ione "mosto" .  Considerando che sono stat i  misurat i  increment i  percentual i
di PAN f ino al 22 % ca. (Fig. 5) gia dopo macerazioni prefermentative relat iva-
mente brev i  (< 24 h)  d i  uve b ianche,  s i  r i t iene che la  gran par te del  PAN incre-
mentabi le  con la  macerazione s i  renda d isponib i le  per  i  l iev i t i  ne i  pr imi  2 g iorn i .
Cio puo contr ibu i re a suppor tare la  fermentaz ione d i  mol te uve rosse spesso
ooco dotate dl PAN, ooiche tale l iberazione azolata avviene in un momento in
cui  i l  l iev i to  e s icuramente ancora in  orado d i  ass imi lare ammonio ed aminoaci -
d i

Conclus ioni

l l  metodo proposto per  la  misura del l 'azoto prontamente ass imi lab i le  dai  l ie-
v i t i  ne i  most i  r iso lve i l  problema d i  sa lubr i ta  legato a l l 'uso del  formolo e rende
non più necessario i l  lavorare sotto cappa. Inoltre, e r isultato ben correlato, in
tut to  i l  range d i  concentraz ione t ip ico dei  most i  d 'uva i ta l ian i  e  nel le  d iverse
var ie ta,  con r  va lor i  r icavabi l i  da i  contenut i  d i  ammonio e dei  s ingol i  aminoacid i
ot tenut i  con un metodo d i  r i fer imento val idato quale quel lo  per  cromatograf ia
ion ica

L 'azoto ass imi lab i le  misurato su uve Muel ler -Thurgau d i  uno stesso appezza-
mento nel  corso del la  maturaz ione tende leggermente a d iminui re con la  s tes-
sa,  e la  sua var iab i l i ta  a l l ' in terno del  v igneto e maggiore d i  quel la  degl i  zucche-
r i  e  del l 'ac id i ta  to ta le.  Da c io der iva la  necessi tà  d i  p iani f icare oppor tunamente
i  campionament i .  In  consideraz ione del la  d iminuzione non par t ico larmente rapi -
da del l 'azo|o ass imi lab i le  in  pross imi ta del la  raccol ta  e del la  numerosi ta  possi -
b i le  d l  anal is i  g iornal iere,  s i  ev idenzia l 'oppor tuni ta  che la  misura d i  ta le  para-
metro possa essere real izzala anche con qualche g iorno d i  ant ic ipo r ispet to a l
momento effett ivo di raccolta, consentendo sia di programmare interventi  eno-
logic i  adeguat i ,  se necessar i ,  s ia  d i  va lutare lo  s tato d i  nut r iz ione azotata dei
v inno t i  ne r  f r  r t r r r l  i n l g fVen t i .v r v r  r v L r  f / v r  r u r v l

Con uno soeci f ico esoer imento s i  e  ino l t re  osservato come la cessione d i
azolo ass imi lab i le  dal le  v inacce nel  corso d i  una "s imi l -v in i f icaz ione in  rosso"  s ia
nel l 'ord ine del  20 % di  quel lo  misurabi le  nel  mosto,  percentuale non d isprezza-
b i le  ma non r iso lut iva in  cas i  d i  s ign i f icat ive carenze misurate su i  most i  r ispet to
a l le  es igenze  de i  l i ev i t i .
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