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Misura dell’azoto prontamente assimilabile dal lievito nei
mosti d’'uva ed esempi di applicazione

Measurement of promptly assimilable nitrogen by yeast in grape
Juices and application examples

G. Nicolini', G. Versini', L. Corradin?, R. Larcher’, C. Beretta®, A. Olivari, E.
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Riassunto

I metodo internazionale di misura dell'azoto amminico libero dopo reazione
con ninidrina proposto dall’American Society of Brewing Chemists & stato modi-
ficato per adattarlo ai mosti d’'uva. Dopo le modifiche, anche I'ammonio arriva
ad essere totalmente misurato, permettendo una piu accurata stima dell’azoto
prontamente assimilabile dai lieviti (PAN) sia rispetto al metodo originario che a
quello del formolo. Di quest'ultimo, il metodo modifcato & inoltre pit salubre.
Testato nel range di concentrazione tipico dei mosti d’uva italiani e su diverse
varieta, il metodo fornisce risultati ben correlati con quelli ricavati dai contenuti
di ammonio e dei singoli aminoacidi.

Il metodo & stato applicato a uve Mueller-Thurgau di uno stesso appezza-
mento nel corso della maturazione. L'azoto assimilabile tende leggermente a
diminuire con questa, e la sua variabilita allinterno del vigneto & risultata mag-
giore di quella degli zuccheri e dell’acidita totale. La misura del PAN realizzata
con un gqualche giorno di anticipo rispetto alla raccolta effettiva, consente sia di
programmare eventuali interventi enologici sia di valutare lo stato di nutrizione
azotata dei vigneti. In condizioni di laboratorio mimanti la vinificazione in rosso,
le vinacce apportano un ulteriore 20 % ca. di PAN rispetto a quello misurabile
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
modified to improve its performances in grape juice, mostly in respect to ammo-
nium. The modified method allows to estimate the promptly assimilable nitrogen
(PAN) by yeasts better than the original method and the formol method.
Besides, it is more healthy for analysts than the latter. Accuracy was checked in
real juices by comparison with the values of assimilable nitrogen derived from
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the analysis of ammonium and each amino acid. Samples in the typical range
for the ltalian grape juices and from different varieties were used for it. The
method was applied to analyse PAN during the ripening of Mueller-Thurgau gra-
pes of a vineyard. PAN decreases slightly with ripening, and its variability insi-
de the vineyard is higher than that of total acidity and reducing sugars. PAN can
be measured few days before harvest, so that specific winemaking practices
can be eventually planned, and the nutritional status of the vineyard is checked
at the same time. Skin contact - carried out under laboratory conditions miming
maceration for red wine production in absence of yeasts - gives 20 % of extra
PAN.

Parole chiave: azoto assimilabile, uva, mosto, macerazione, maturazione.
Key words. assimilable nifrogen, grape, juice, maceration, ripening.

Introduzione

Il significato della conoscenza del contenuto di azoto prontamente assimila-
bile (PAN) dai lieviti nei mosti d’'uva sta principalmente nel ruolo che le fonti di
nutrizione azotata esercitano sul processo fermentativo. Sono ben note, infatti,
non solo le relazioni che intercorrono con la produzione di biomassa di lievito e
la velocita ed il completamento della fermentazione [Bisson, 1991; Boulton et al.
1995; Ribéreau-Gayon et al., 2003], ma anche quelle con la quantita e la tipo-
logia dei composti volatili prodotti dal lievito stesso. A tale riguardo, la bibliogra-
fia & ormai piuttosto consistente [Ayrapaa, 1971: Vos e Gray 1979; Ough e Bell,
1980; Houtman e Du Plessis, 1981; Ough e Lee, 1981; Monk 1982; Tromp 1984;
Margheri et al.,1984; Rapp e Versini, 1991; Seeber et al., 1991; Henschke e
Jiranek 1991; Versini et al., 1992; Nicolini et al., 1996; Bosso, 1996; Jiraneck,
1999; Nicolini et al., 2000, 2002].

La conoscenza del contenuto di PAN nelle uve pud fornire anche una indi-
cazione circa lo stato nutrizionale del vigneto [van Leeuwen et al., 2000]. In tal
caso va pero tenuto in conto che - quale che sia la modalita analitica seguita
per la determinazione — la misura dell’azoto assimilabile non include, se non
marginalmente, la prolina; inoltre, va ricordato che il peso della prolina nel pro-
filo aminoacidico & legato alla varieta ed all'epoca di maturazione [Kliewer,
1970; Cantagrel et al., 1982; Millery et al., 1986; Nicolini et al., 1995, 2001a;
Huang e Ough, 1991; Spayd e Andersen-Bagge, 1996]. Naturalmente, rispetto
a necessita piu specificatamente agronomiche, esistono anche modalita di
quantificazione dello stato nutrizionale azotato det vigneto piu mirate e consoli-
date nella loro applicazione, quali ad esempio la misurazione dell'azoto totale
della lamina fogliare o del picciolo [Porro et al., 1996; van Leeuwen et al., 2000],
e anche stime approssimate ma piu “veloci” nella loro applicabilita alle indagi-
ni in pieno campo [Porro et al., 2001a, 2001b].

Differenti approcci chimico-analitici possono essere utilizzati per arrivare ad
una stima [Ough e Amerine, 1988] dell'azoto assimilabile come somma dell’azo-
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to alfa-aminico libero e del’ammonio. Tra questi, quelli che sfruttano le reazioni
con:

il formolo [Becchetti, 1988] come modifica del metodo ufficiale utilizzato per
le conserve vegetali [Fédération Internationale des Producteurs de Jus de
Fruits, 1965, 1987], oppure

la ninidrina [Hebbard et al., 1993], oppure

I'acido 2,4,6-trinitrobenzensulfonico [Satake et al., 1960, in Ough, 1988; Lie,
1972a,b, in Ough, 1988; Crowell et al., 1985; Ough et Amerine, 1988], oppure

I'o-ftaldialdeide/N-acetil-L-cisteina (OPA/NAC), [Dukes e Butzke, 1998].

Con ben diversi costi e con dotazioni analitiche per lo piu fuori dalla portata
dei pit comuni laboratori di cantina, la quantita di azoto assimilabile pud esse-
re ricavata anche dalla misura dei singoli aminoacidi e dell’lammonio, conside-
rando - ai fini di un’eventuale comparazione con i metodi sopra citati - un solo
N per aminoacido ed escludendo dal computo prolina ed idrossiprolina. Si pos-
sono citare a riguardo, ed a puro titolo di esempio, le applicazioni in
Cromatografia Liquida (HPLC) con detector a fluorescenza [Sanders e Ough,
1985] e la Cromatografia ionica con la ninidrina come agente colorante
[Margheri et al., 1982; Nicolini et al., 2001a].

Recentemente [Nicolini et al., 1997; Nicolini e Corradin, 1998], per la misura
dell'azoto prontamente assimilabile & stata adattata al settore enologico la
metodica internazionale per I'azoto amminico libero proposta dall’American
Society of Brewing Chemists (ASBC) [1992]. Il metodo americano & stato ritenu-
to un buon punto di partenza, in particolare perché evita I'uso del formolo, mini-
mizzando cosi i problemi di tossicita per I'analista ed i costi in dotazioni di labo-
ratorio, ad es. cappe. La metodica adattata e stata poi applicata alla quantifica-
zione del contenuto in azoto assimilabile nei mosti di diverse regioni italiane,
verificando anche I'esistenza di un “effetto varieta” ed “annata” [Nicolini et al_,
2004].

In questa sede si intende riportare in dettaglio la metodica analitica, nonché
studi sull’evoluzione dellazoto assimilabile durante la maturazione di uve
Mueller-Thurgau e sulle cessioni dalle vinacce nel corso della fermentazione.

Materiali

Sono stati realizzati due piani sperimentali denominati rispettivamente “matu-
razione” e “macerazione”.

Nel primo, in un vigneto di Mueller-Thurgau non clonale ed abbastanza diso-
mogeneo per condizioni geo-pedologiche, si & valutata I'evoluzione dell’azoto
prontamente assimilabile (PAN) in relazione all'epoca di raccolta (30 agosto; 6,
15, 20 e 27 settembre). Si e operato sulla base di 12 campioni, ciascuno di 70
grappoli corrispondenti a ca. 12 kg, per ciascun momento di campionamento.
| mosti sono stati ottenuti per pigiadiraspatura e doppio ciclo di pressatura (3.5
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bar; Spiedel Press, Germany), quindi immediatamente solfitati (50 mg/L) ed
analizzati per i parametri di routine. Un’aliquota ¢ stata centrifugata (4500 RPM
x 10 min) ed il surnatante congelato (-28°C) fino al momento dell’analisi.

Sono stati invece trattati secondo il piano sperimentale “macerazione” 24
lotti di uve delle varieta Cabernet sauvignon (n = 4), Merlot (n = 5), Schiava (n
= 5), Teroldego (n = 5), Marzemino (n = 3) e Lagrein (n = 2). Da ciascuno di essi
sono stati ottenuti campioni con la seguente procedura: 300 acini interi sono
stati divisi in 3 frazioni, pesate, da 100 bacche. Le frazioni sono state denomi-
nate rispettivamente: “totale”, “mosto” e "macerato”. La frazione “totale” & stata
macinata con un frullatore da cucina e 100 mL di frullato sono stati aggiunti di
1 mL di una soluzione (soluz. A) di 2g/100 mL di NsNa e 2g di metabisolfito di
potassio. La frazione “mosto” & stata pigiata manualmente, poi pressata mec-
canicamente (2.5 bar; pressa mod. Para Press, Paul Arauner G.m.b.H.,
Kitzingen/Main, Germany); si € quindi misurato il volume del mosto ottenuto e si
& aggiunto 1 mL/100 mL di soluz. A. La frazione “macerato” é stata pigiata e
pressata come per la frazione “mosto”, quindi il panello di pressatura & stato
manualmente sgretolato e riaggiunto alla frazione di mosto. Si &€ misurato il volu-
me ed & stata effettuata I'aggiunta della soluz. A. Incltre, si & aggiunta una solu-
zione di enzima pectolitico (in dose analoga a quella di utilizzo industriale, 1
g/hL). Giornalmente la frazione “maceratc” é stata gentiimente mescolata e
capovolta. Al 2°, 4°, 6° e 8° giorno dall'ammostatura & stato aggiunto alcool eti-
lico a 96 % vol. Tali aggiunte e movimentazioni sono state effettuate al fine di
mimare, per quanto possibile, il processo di vinificazione in rosso sia in termini
di rimontaggi che per quanto riguarda lo sviluppo di alcool e I'attivita enzimati-
ca a carico delle pectine propria dei lieviti o aggiunta. Nel calcolo dei valori di
PAN si & poi tenuto conto delle diverse diluizioni effettuate. La misurazione del
PAN & stata effettuata per tutti i campioni alla fine dell’esperimento, dopo 12
giorni dall’ammostatura.

Metodi

La misura dell’azoto prontamente assimilabile (PAN) & stata realizzata
secondo la seguente metodica, riportata in dettaglio con commenti e precisa-
zioni utili per una sua facilitata applicazione. Lo schema generale della metodi-
ca € riportato in Fig. 1.

Reagenti:
a) Tampone acetato 4N pH 5.50 (quantita’ per 1 L)
- Sodio acetato triidrato: 544 g (in alternativa sodio acetato anidro: 328 g)
- Acido acetico glaciale: c.a 100 mL
- Acqua deionizzata

Preparare un matraccio da 1 L con 500 mL di acqua deionizzata, pesa-
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Fig. 1. Schema della metodica analitica
Fig. 1: Scheme of the method.
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Fig. 2: Esempio di calcolo della assorbanza “corretta” (linea tratteggiata).
Fig. 2: Example of computation of the absorbance (dashed line).
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re su bilancia tecnica il sodio acetato trasferendolo nel matraccio gradualmen-
te e favorendone la dissoluzione con un agitatore magnetico. Aggiungere 100
mL di acido acetico glaciale, prelevati con un cilindro graduato. A completa dis-
soluzione, eventualmente favorita con Iimmersione in un bagno ad ultrasuoni,
termostatare la soluzione a 20 °C e successivamente, misurando con un
pHmetro, aggiungere acido acetico glaciale fino a pH 5.50. Portare infine ad 1
L con acqua deionizzata. Data I'elevata viscosita, allo scopo di eliminare impu-
rezze solide eventualmente presenti, filtrare il tampone sotto vuoto con membra-
ne da 0.8 pm, cambiandole indicativamente ogni 300 mL di filtrato. Controllare
in modo accurato il pH, in quanto influenza velocita di reazione ed intensita
della colorazione. Non conservare a bassa temperatura.

b) Reagente colorante (quantita per 100 mL)

- Tampone acetato 4N, pH 5.50: 100 mL

- Ninidrina: 1 g (nocivo-irritante; R: 22-36/37/38)

- Fruttosio: 0.3 g

Al fine di impedire I'ossidazione della ninidrina e per garantire la sua

completa solubilizzazione & consigliato I'uso di una bottiglietta scura (100 mL di
capienza) sia per la preparazione che per lo stoccaggio. Si trasferisce il frutto-
sio nella bottiglietta, dopo di che si aggiungono nell’'ordine la ninidrina, il tam-
pone acetato (100 mL misurati con un cilindro graduato) ed un’ancoretta. Si
favorisce la dissoluzione mediante un agitatore magnetico, lasciando gorgoglia-
re dell’azoto nella bottiglietta tramite un tubicino, al fine di creare un ambiente
riducente cosi da impedire 'ossidazione della ninidrina. E imperativa la coper-
tura della bottiglietta con una pellicola d’alluminio. Si consiglia di preparare set-
timanalmente il reagente colorante che NON va conservato in frigorifero.

c) Soluzione di diluizione (quantita per 1 L)
- Acqua deionizzata: 600 mL.

- Alcool etilico 96%: 400 mL.

- Potassio iodato: 2g.

Prelevare con un cilindro graduato I'acqua deionizzata, aggiungere
potassio iodato e a completa dissoluzione miscelare con alcool etilico 96 %.
Introdurre in un recipiente al quale si possa applicare un dispensatore automa-
tico da 10 mL.

d) Standard madre di treonina (quantita per 100 mL)

Pesare su bilancia analitica 170.1 mg di treonina; dopo completa disso-
luzione portare a 100 mL con acqua deionizzata. La concentrazione espressa
come azoto assimilabile & pari a 200 mg/L. Lo standard puo® essere conservato
in congelatore.

e) Standard diluito di treonina

Diluire 1:150 lo standard madre con acqua deionizzata e conservare in
frigorifero, preparandolo ogni 2-3 giorni.
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Materiali

Spettrofotometro doppio-raggio, bagno ad acqua a 100°C, agitatore magne-
tico ed ancorette, bilancia analitica, bilancia tecnica, pH-metro, attrezzatura per
filtrazione sottovuoto, dosatore automatico da 10 mL, provette con capacita
minima di 16 mL con tappo a vite, vetreria comune di laboratorio, bottigliette
scure da 100 mL e da 1 L, pellicola di alluminio, eventuale bagno ad ultrasuoni.

Preparazione del campione

lllimpidire il campione mediante filtrazione su carta o centrifugazione, diluire
con acqua deionizzata fino ad ottenere nel campione in analisi una concentra-
zione di azoto assimilabile fra 0.5 e 1.5 mg/L di N (indicativamente da 100 a 300
diluizioni).

Procedimento

Prelevare 4 mL di campione diluito, depositarlo in una provetta di capacita
minima di 16 mL dotata di tappo ed aggiungere 2 mL di reagente colorante. |l
bianco & ottenuto sostituendo al campione diluito lo stesso volume di acqua
deionizzata. Lo standard di riferimento € costituito da 4 mL di standard diluito di
treonina addizionato di 2 mL di reattivo colorante.

Inserire le provette nel bagno d’'acqua in costante ebollizione, lasciare rea-
gire per 20 min, quindi termostatare a temperatura ambiente (bagno termosta-
tato a 20 °C) per un tempo compreso tra i 5 ed i 20 min in funzione dell'organiz-
zazione del lavoro. Aggiungere 10 mL di soluzione di diluizione, mescolare
energicamente. Filtrare con filtri a siringa da 0.45 micron, introdurre in cuvette
da 1 cmin plastica, registrare lo spettro di assorbimento contro il bianco da 700
a 440 nm, stampare infine lo spettro ottenuto con la massima espansione di
scala. La registrazione spettrofotometrica va effettuata tra i 10 ed i 20 min dal
momento dell'aggiunta della soluzione di diluizione idroalcolica. Il rispetto accu-
rato dei tempi & fondamentale.

Calcolo

Determinazione dell'assorbanza corretta

Si ricava graficamente dallo spettro stampato del campione. Tracciare la
perpendicolare all’'asse delle lunghezze d'onda in corrispondenza del max. a
565 nm. Misurare la distanza fra il punto di massimo e I'intersezione con la tan-
gente ai minimi dello spettro, approssimativamente presenti attorno a 470 e 700
nm (Fig. 2) e rapportare la lunghezza misurata ad un fondo scala di 1 (assor-
banza “corretta”).

Computo dell’'azoto prontamente assimilabile (PAN)

Infine rapportare il valore dell'assorbanza “corretta” del campione a quello
dell'assorbanza “corretta” dello standard diluito di treonina, moltiplicare per la
concentrazione dello standard diluito di treonina in mg/L di N e per la diluizione
del campione:
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PAN (mg/L) = (Abs. “corretta” camp./ Abs. “corretta” Std diluito) * conc. Std
diluito * N° diluizioni camp.
Normali ritmi di lavoro consentono, ad un singolo operatore, di effettuare

giornalmente 30 - 40 analisi, suddivise in piu serie per consentire il rispetto dei
tempi di analisi previsti.

Esempio di calcolo

Diluizione dello Standard: 1:150
Diluizione del Campione: 1:200
Densita ottica impostata come fondo scala sulla stampante

per lo Standard diluito: 0.350
Densita ottica impostata come fondo scala sulla stampante

per il Campione: 0.300
Lunghezza segmento Standard diluito: 41 cm*
Lunghezza segmento Campione: 35cm*
Lunghezza dell’asse Y dello spettro misurata sulla stampa: 6.0 cm

*determinate graficamente misurando la lunghezza del segmento perpendi-
colare all'asse delle lunghezze d'onda tra il punto di massimo del picco e I'in-
tersezione con la tangente ai minimi dello spettro (si veda la figura riportata).

a) Calcolo dell'assorbanza “corretta’, riporlata ad un fondo scala di 1:

(Lunghezza segmento in cm) * (assorbanza impostata come fondo scala /
lunghezza in cm dell'asse Y dello spettro misurata dopo stampa)

(4.1) * (0.350 / 6.0) = 0.239 —-> Assorbanza “corretta” dello standard dilui-
to
(3.5) * (0.300 / 6.0) = 0.175 —-> Assorbanza “corretta” del campione

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

(Abs. corretta Camp./Abs. corretta Std. dil.) * (conc. Std. Madre / n° dil.
standard) * n° dil. Camp

(0.175/0.239) * (200 / 150) * 200 = 195 mg/L N

Elaborazioni statistiche e grafiche.
Sono state realizzate con le procedure del pacchetto software STATISTICA™
per Windows, v. 5.1, 1997 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).
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Risultati e discussione

Come evidenziato anche da Ough e Amerine [1988], una determinazione
che porti alla valutazione dell’azoto assimilabile dai lieviti attraverso la misura
dell’azoto alfa-amminico libero e dellammonio & sostanzialmente una stima
approssimata. Partendo da tale convincimento, si e scelto di verificare la meto-
dica analitica proposta rispetto ad un metodo di riferimento validato che con-
sentisse di quantificare singolarmente | composti azotati prontamente assimila-
bili dai lieviti [Nicolini et al., 2001a] e di operare per quanto possibile su matrici
costituite da mosti reali.

Da numerose verifiche (ripetibilita, forza del tampone, risposta colorimetrica
dei diversi aminoacidi e del’ammonio alla ninidrina, effetto della concentrazio-
ne di ninidrina, confronto tra soluzioni di diluizione ...) [Corradin, 1996], era
stato osservato che la metodica originaria di misura dell’azoto amminico libero
proposta dall’ASBC per il settore birrario, quando applicata ai mosti d’'uva, non
consentiva una adeguata risposta colorimetrica dell'lammonio alla ninidrina in
relazione allo standard di riferimento (glicina). Principalmente da qui discende-
va la perdita di accuratezza nell'applicazione diretta del metodo ASBC.

| principali adattamenti della metodica originaria necessari per renderla fun-
zionale all’analisi dei mosti, suggeriti da verifiche sperimentali e dal raffronto
con le condizioni di metodi utilizzanti la ninidrina [Moore e Stein, 1948, 1954],
hanno riguardato: (a) le caratteristiche compositive della soluzione tamponata
contenente il reagente colorante e della soluzione idroalcoolica di diluizione; (b)
la definizione dei tempi di reazione, stabilizzazione e misurazione spettrofoto-
metrica; (c) la scelta della treonina come standard di riferimento; (d) la defini-
zione dell’intervallo di concentrazione ottimale (0.5 - 1.5 mg N/L) cui ricondurre
il campione con opportune diluizioni; (e) la modalita di computo dell’assorban-
za per via grafica, al fine di eliminare significativi effetti matrice.

La ripetibilita dellintero metodo, inclusa la preparazione dei reagenti ed
espressa come RSD %, & del 2.1 %, misurata realizzando 25 determinazioni
dello stesso mosto nell’arco di 5 mesi. Il metodo proposto & stato messo a con-
fronto con il metodo ASBC originario e con quello del numero di formolo
[Becchetti, 1988], previa maltiplicazione, in quest’ultimo caso, per il peso mole-
colare dell’azoto. Il confronto & stato eseguito sulla base di 55 mosti naturali di
Chardonnay e Mueller-Thurgau, varieta scelte per coprire l'intero range di con-
centrazione dell’azoto assimilabile solitamente presente nei mosti d’uva oltre
che per la diversa composizione del profilo aminoacidico e per il diverso rap-
porto prolina/arginina [Nicolini et al., 2001b]. | coefficienti angolari delle rette di
regressione lineare dei 3 metodi e le intercette con l'asse Y indicano (Fig. 3)
come il metodo modificato, caratterizzato da coefficiente angolare prossimo
all'unita e limitato valore dell'intercetta, risulti piu accurato e con un R? legger-
mente superiore. Sia il metodo del formolo che quello originario ASBC hanno
infatti intercette con l'asse Y piuttosto elevate che, a concentrazione azotata
nulla misurata per cromatografia ionica, indicherebbero la presenza di diverse
decine di mg/L di azoto assimilabile costituito in realta da interferenze di matri-
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Fig. 3: Rette di regressione dei contenuti di PAN acquisiti con le diverse metodiche
rispetto al metodo di riferimento in cromatografia ionica.

Fig. 3: Regression lines of the contents of promptly assimilable nitrogen (PAN) measured
by the different methods (Y axis), in comparison with the reference method (lonic
Chromatography, X axis).

ce. Tale quantita di interferenze & dell'ordine dellazoto assimilabile realmente
presente nel 6 % dei ca. 600 campioni di mosti nazionali analizzati in una recen-
te indagine e costituirebbe ca. la meta dei valori delle mediane di popolazione
per varieta quali Merlot, Marzemino e Schiava coltivate in Trentino [Nicolini et al.,
2004].

Si & anche osservato come le pendenze delle rette di regressione e le inter-
cette risultino essere molto simili nei diversi mosti varietali (Tab. 1). Questo prin-
cipalmente in conseguenza delle risposte colorimetriche alla ninidrina dei diver-
si aminoacidi e del’ammonio - piuttosto simili e comunque bilanciate tra i diver-
si aminoacidi, indipendentemente dalla loro natura acida, basica o neutra — e
rispetto alla treonina, aminoacido scelto come standard di riferimento. Infatti,
soluzioni (2 mg/L di N) di glicina, aspartico, leucina, arginina, serina, glutammi-
na, glutammico ed alanina danno valori di assorbanza, espressi come percen-
tuale rispetto quelli forniti da analoghe soluzioni di treonina, variabili tra il 92 %
(aspartico) ed il 104 % (glutammina). Per lammonio, in analoghe condizioni,
tale fattore di risposta & stato del 96 %.

Si & accertato inoltre che non & necessario procedere né a trattamenti depro-
teinizzanti dei mosti con acido solfosalicilico, né a trattamenti di riduzione del
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. - A 5 Tab. 1: Parametri delle rette di
Varieta / variety | N m | g R regressione per varietd (Y =
Cabernet s. 5 103 35 0.99 mX + q; Yo PAN, mg/L, col
Chardonnay 47 093 79 092 metodo proposto; X = PAN con
Lagrein 6 097 25 0.99 il metodo di riferimento).
Marzemino 7 098 -58 0.99 Tab. 7f Pgrameters O,f the
Merlot 8 0.94 -07 0.95 regression lines per variety (Y

’ ’ ) = mX + q, Y. content of PAN
Nosiola 10 117 3.5 0.97 mg/L; X = PAN with the referen-
Teroldego 6 099 -20 0.96 ce method).
PAN PAN-NH3 PAN-aa Zuccheri Acidita totale
Data di (mg/L) (mg/L) (mg/L) Sugars (g/L) Total acidity (g/L)
campionamento [ Media Media Media Media Media
Sampling date | mean |sign. |RSD %| mean |sign.|RSD % | mean |sign.|RSD % | mean |sign.|RSD % mean |sign.| RSD %
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
30/08 75.8 a 176 34.8 a 23.9 41.0 b 13.9 132.0 d 29 10.5 a 41
06/09 68.3 ab 244 253 b 37.2 42.9 ab 176 147.6 c 4.7 8.94 b 5.0
15/09 72.4 ab 24.4 23.8 bc 384 48.7 a 19.0 150.8 bc 54 7.06 c 6.3
20/09 66.4 ab 309 21.6 bc 48.5 449 ab 23.4 156.8 b 7.4 7.20 c 4.0
27109 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

Tab. 2: Evoluzione della composizione di base, dell’azoto assimilabile (PAN) e delle sue
forme di derivazione ammoniacale (PAN-NH3) ed aminocacidica (PAN-aa) nel corso della
maturazione di uve Mueller-Thurgau in uno stesso appezzamento.

Tab. 2: Changes of the basic composition, promptly assimilable nitrogen (PAN), and
ammonium- and amino acid-derived PAN (PAN-NH3 and FPAN-aa, respectively) during
ripening of Mueller-Thurgau grapes in a vineyard.

contenuto polifenolico ed antocianico, ad esempio con cartucce Sep-Pack C18,
prima delle analisi.

Esperimento “maturazione”

L'evoluzione dell’azoto prontamente assimilabile (PAN), di quello sotto forma
ammoniacale (PAN-NH3; misurato per via enzimatica) e di quello sotto forma
aminoacidica (PAN-aa; ottenuto per differenza) & riportata in Tab. 2, congiunta-
mente all'evoluzione degli zuccheri e dell'acidita totale. Si osserva la diminuzio-
ne dei valori medi di PAN, dovuta al marcato calo dell’azoto sotto forma ammo-
niacale ed evidentemente non compensato, se non marginalmente, dall'incre-
mento di quello in forma aminoacidica non immagazzinato sotto forma di proli-
na. La variabilita in vigneto dei tenori delle diverse forme azotate (RSD%) & par-
ticolarmente elevata, e decisamente maggiore di quella riscontrata per i piu
comuni parametri analitici di controllo gualitativo delle uve, come osservato
anche in altri lavori [Nicolini et al., 2004].

Esperimento “macerazione”

Alla luce dell’lampia variabilita (da 58 a 415 mg/L) riscontrata tra i tenori di
PAN delle diverse uve, prima dell’elaborazione statistica i dati sono stati stan-
dardizzati per ciascuno dei 24 campioni d'uva, ponendo uguale a 100 il conte-
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Fig. 4: Contenuto percentuale (media, n=24, + dev.st) di PAN nel mosto e dopo macera-
zione in mosto sterile alcolizzato, addizionato di pectolitici ed antifermentativi, rispetto al
testimone (totale) ottenuto per macinatura.

Fig. 4. Percentage content (mean, n=24, , + st.dev) of PAN in juices, and after 12-day
skin contact with addition of anti-fermentive, alcohol, and pectic enzyme, in comparison
with the PAN in the total fraction (ground grape).
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Fig. 5: Incrementi percentuali di PAN dovuti @ macerazioni prefermentative rispetto a
testimoni non macerati.

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 di PAN della frazione “totale” ed esprimendo le frazioni “mosto” e “mace-
rato” in percentuale rispetto ad esso. In Fig. 4 sono riportate le differenze riscon-
trate. La frazione “mosto” contiene mediamente solo il 67 % dell’azoto pronta-
mente assimilabile presente nella frazione “totale”. La “macerazione” mimante
la vinificazione in rosso determina un incremento medio del 21% rispetto alla
frazione “mosto”. Considerando che sono stati misurati incrementi percentuali
di PAN fino al 22 % ca. (Fig. 5) gia dopo macerazioni prefermentative relativa-
mente brevi (< 24 h) di uve bianche, si ritiene che la gran parte del PAN incre-
mentabile con la macerazione si renda disponibile per i lieviti nei primi 2 giorni.
Cio puo contribuire a supportare la fermentazione di molte uve rosse spesso
poco dotate di PAN, poiché tale liberazione azotata avviene in un momento in
cui il lievito & sicuramente ancora in grado di assimilare ammonio ed aminoaci-
di.

Conclusioni

[l metodo proposto per la misura dell’azoto prontamente assimilabile dai lie-
viti nei mosti risolve il problema di salubrita legato all'uso del formolo e rende
non pill necessario il lavorare sotto cappa. Inoltre, € risultato ben correlato, in
tutto il range di concentrazione tipico dei mosti d’uva italiani e nelle diverse
varieta, con i valori ricavabili dai contenuti di ammonio e dei singoli aminoacidi
ottenuti con un metodo di riferimento validato quale quello per cromatografia
ionica.

L'azoto assimilabile misurato su uve Mueller-Thurgau di uno stesso appezza-
mento nel corso della maturazione tende leggermente a diminuire con la stes-
sa, e la sua variabilita all'interno del vigneto € maggiore di quella degli zucche-
ri e dell'acidita totale. Da cio deriva la necessita di pianificare opportunamente
i campionamenti. In considerazione della diminuzione non particolarmente rapi-
da dell’azoto assimilabile in prossimita della raccolta e della numerosita possi-
bile di analisi giornaliere, si evidenzia I'opportunita che la misura di tale para-
metro possa essere realizzata anche con qualche giorno di anticipo rispetto al
momento effettivo di raccolta, consentendo sia di programmare interventi eno-
logici adeguati, se necessari, sia di valutare lo stato di nutrizione azotata dei
vigneti per futuri interventi.

Con uno specifico esperimento si & inoltre osservato come la cessione di
azoto assimilabile dalle vinacce nel corso di una “simil-vinificazione in rosso” sia
nell’ordine del 20 % di quello misurabile nel mosto, percentuale non disprezza-
bile ma non risolutiva in casi di significative carenze misurate sui mosti rispetto
alle esigenze dei lieviti.
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