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A seguito di alcuni problemi evidenziati da alcune aziende nella valutazione
della stabilita proteica di vini liquorosi, con il presente studio si € cercato

di affrontare il problema confrontando alcuni test tradizionali con un test
rapido a base di polielettroliti anionici. | risultati hanno confermato I'applicabilita
e la semplicita operativa del nuovo test direttamente su vino non filtrato.

Introduzione

Le proteine dei vini sono
composti che potenzialmente
possono determinare instabi-
lita chimico-fisica del sistema
in funzione delle condizioni
del vino e delle loro caratteri-
stiche strutturali. Se il sistema
rimane inalterato, le proteine
permangono in soluzione sta-
bile, perd se almeno un fatto-
re di instabilita interviene, il
vino si intorbida. Dopo la fer-
mentazione rimangono preva-
lentemente le proteine che so-
no passate indenni durante la

vinificazione, mentre gli am-
minoacidi sono poco rappre-
sentati in quanto utilizzati dai
lieviti; in termini quantitativi
rimangono mediamente 300-
400 mg/L di proteine, tuttavia
si possono raggiungere anche
valori prossimi a 1000 mg/L
(1,7,9, 10, 11, 15, 16).

I fattori che possono desta-
bilizzare le proteine, sono
molteplici. Ricordiamo la
temperatura, i metalli, 1’ ossi-
genazione, la presenza di tan-
nini, variazioni di pH e varia-
zioni dello stato di solvatazio-
ne colloidale delle particelle.

Le proteine in forma stabile
nel vino sono colloidi idrofili,
presentano carica elettrica po-
sitiva in quanto il loro punto
isoelettrico variatra4 e 7 ed ¢
pertanto superiore al pH del
vino; hanno alta reattivita con
i tannini e il loro peso mole-
colare (PM) varia tra 16 e 100
kDa; possiedono inoltre ca-
pacita adsorbenti e si legano
di preferenza con tannini ad
alto peso molecolare. Le pro-
teine a piu alto PM sono pit
stabili in quanto legate a poli-
saccaridi (glicoproteine), il
loro PM arriva anche a 100
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Fig. 1 - Test di stabilita a confronto su vini Porto
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Fig. 2 - Confronto fra test a culdo e Protocheck (valori in NTU)
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kDa, quelle legate all’instabi-
lita dei vini sono le piu picco-
le, con PM variabili tra 16 e
30 kDa (9, 10, 16, 22).

Una particolare caratteristi-
ca delle proteine dei vini ¢ la
loro reattivita con i tannini,
questo determina una stabiliz-
zazione naturale nei vini rossi,
mentre in quelli bianchi le pro-
teine possono rappresentare
un rischio di instabilita futura,
in funzione delle condizioni
di conservazione del vino.

In questa complessita di
struttura e reattivita ne con-
segue che le proteine posso-
no dare instabilita per picco-
le variazioni compositive o
di conservazione del vino. Si
tratta spesso di fenomeni col-
loidali di difficile previsione
in virtu della complessita
e della variabilita delle in-
terazioni e della combina-

zione dei fattori di instabilita.

Il rischio di instabilita pro-
teica & pertanto presente nei
vini e deve essere corretta-
mente stimato al fine di inter-
venire in modo adeguato nel-
la prevenzione del problema,
possibilmente nel rispetto del-
la qualita globale del vino (2,
3,4, 14,17, 21).

| metodi
tradizionali

I metodi tradizionali di
stima dell’instabilita protei-
ca. Considerando il rischio di
instabilita delle proteine del
vino, diversi sono 1 metodi
che sono stati proposti e uti-
lizzati per prevedere tale fe-
nomeno (6, 8, 12, 13, 14, 17,
18, 19, 20, 23).

Rispetto alla quantificazio-

ne delle proteine, difficilmen-
te applicabile in cantina, &
preferibile misurare un para-
metro indiretto legato alla
precipitazione proteica, vale a
dire una reattivita ad un trat-
tamento destabilizzante, mi-
surabile per torbidimetria o
per nefelometria.

I metodi in uso sono molte-
plici e utilizzano anche prin-
cipi di reazione diversi: citia-
mo la precipitazione alcolica,
la denaturazione termica e
successiva precipitazione, la
reazione con tannino, la pre-
cipitazione acida (ad esempio
Bentotest), la denaturazione
con solfato di ammonio, ecc.;
inoltre si applicano combina-
zioni di effetto come ad
esempio la denaturazione ter-
mica associata al tannino che
si presta ad innumerevoli va-
rianti analitiche.

In riferimento ai metodi in
uso ricordiamo che il tannino
¢ difficilmente standardizza-
bile come reagente, I’etanolo
precipita anche i polisaccari-
di e tannini, I’ambiente forte-
mente acido precipita anche i
tannini e altri colloidi a cari-
ca negativa. Le valutazioni
con questi sistemi inoltre for-
nisce risultati contraddittori e
rende difficilmente interpre-
tabile la torbidita che deriva
dalla destabilizzazione col-
loidale provocata al mezzo; i
tempi di analisi inoltre pos-
sono essere lunghi e la meto-
dica non sempre standardiz-
zabile.

Un altro rischio legato ad
alcune metodiche ¢ legato al-
la sovrastima del problema in
quanto si provoca anche la
precipitazione di sostanze non
proteiche, come i tannini e i
polisaccaridi.

In pratica i risultati forniti
dai diversi test risultano diffi-
cilmente confrontabili tra loro
e spesso ¢ difficoltosa I’inter-
pretazione del dato analitico.

Se consideriamo inoltre
che alla risposta analitica ¢
spesso associato un tratta-
mento tecnologico, diventa
di fondamentale importanza
determinare il rischio di in-
stabilita proteica con metodi
sensibili e accurati, senza si-
gnificativi effetti di interfe-
renti non proteici. La sovra-
stima diventa molto rischiosa
in quanto comporterebbe un
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trattamento deproteinizzante
eccessivo e quindi a rischio
di impoverimento organolet-
tico del vino.

Recentemente ¢ stato pro-
posto un nuovo test per la
valutazione dell’instabilita
proteica, denominato Proto-
check (2), che tiene conto di
tutte queste valutazioni. Il
test prevede ’interazione di
un polielettrolita anionico or-
ganico che neutralizza la ca-
rica elettrica positiva delle
proteine, portandole al punto
isoelettrico, determinando in
questo modo la loro insolubi-
lita ed il conseguente intorbi-
damento del liquido. Tale
test sfrutta il fatto che le pro-
teine sono gli unici colloidi
nel vino ad avere carica posi-
tiva risultando pertanto spe-
cifico nei confronti di queste
sostanze.

Il Protocheck ha dimostrato
la sua validita come test di in-
stabilita nei vini, tuttavia es-
sendo anche molto differenti
le condizioni dei vini liquoro-
si, in particolare per il conte-
nuto alcolico e quello zucche-
rino, si € reso necessario veri-
ficare I’affidabilita in questi
prodotti.

Il presente lavoro ¢ nato
dalla reale esigenza di una
cantina produttrice di vino
Porto di individuare una solu-
zione ai problemi di instabili-
ta proteica visti i casi in cui il
test caldo, metodo utilizzato
da tale azienda, dava risultati
che lasciavano pensare ad una
corretta evoluzione del pro-
dotto, salvo poi formare col
tempo dei precipitati proteici
in bottiglia.

Materiali
e metodi

Il lavoro svolto presso la
cantina Barros di Porto ha vi-
sto I’applicazione di differenti
test di stabilita direttamente
sui vini. Per la sperimentazio-
ne sono stati prelevati circa
30 campioni direttamente dal
responsabile di laboratorio e
di cantina. La gamma di cam-
pioni ¢ stata selezionata op-
portunamente in modo da
comprendere tutte le tipologie
di vino Porto.

Lo schema del lavoro ha
previsto le seguenti fasi:

Fig. 3 - Risposta del Protocheck all’aggiunta di bentonite
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Fig. 4 - Risposta del test a caldo all’aggiunta di bentonite
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Fig. 5 - Risposta del test con tannino all’aggiunta di bentonite
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% Prove di solubilita del se-
dimento per verifiche pre-
liminari sull’origine del
torbido

% Test preliminari su vini
Porto di diversa tipologia

% Valutazione di possibili in-
terferenti compositivi

% Confronto tra test di stabi-
lita proteica

Test a caldo e test con
tannino. La preparazione dei
campioni prevede nel caso

del test a caldo il riscalda-
mento dei campioni per 30
minuti alla temperatura di
80°C. Per il test con tannino,
¢ stata utilizzata una soluzio-
ne al 5% p/v di tannino di
quercia sciolto in etanolo al
20% v/v. Per semplificare le
operazioni di laboratorio sono
state realizzate le esperienze
anche su vino non filtrato.

In entrambi i casi il risulta-
to viene espresso come diffe-
renza di torbidita tra il valore

misurato nel vino tal quale e
successivamente al riscalda-
mento oppure all’aggiunta
della soluzione di tannino a
temperatura ambiente.

Sono stati utilizzati questi 2
test come riferimento in
quanto ritenuti di semplice
utilizzo in cantina, in partico-
lare il test a caldo ¢ quello pit
utilizzato dai tecnici, mentre
il test con tannino ¢ di rapida
esecuzione se fatto a tempera-
tura ambiente.
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Fig. 6 - Vino bianco con dosi crescenti di glucosio
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Fig. 7 - Vino bianco + Rume (2ppm) con dosi crescenti di glucosio e frutto-
io
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Fig. 8 - Vino bianco + Rame (2ppm) con dosi crescenti di etanolo
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Protocheck. La metodolo-
gia del Protocheck prevede la
misura della torbidita del cam-
pione tal quale (NTU1), suc-
cessivamente si aggiunge il vi-
no al reagente anionico, (in
rapporto reagente - vino pari
ad 1:2) e dopo un minuto la so-
luzione & pronta per la seconda
lettura (NTU2). Il calcolo del

risultato tiene conto della diffe-
renza di torbidita e della di-
luizione: PROTOCHECK =
(NTU2 - NTU1/L,5).

A differenza dei test tradi-
zionali il Protocheck non pre-
vede la filtrazione del vino,
rendendo possibile una valu-
tazione rapida e applicabile
anche in cantina avendo a di-

sposizione un turbi dimetro
portatile.

Prove di solubilita sul se-
dimento. Per valutare la na-
tura del sedimento, sono state
inoltre eseguite prove di solu-
bilita in ambiente acido o ba-
sico secondo le metodiche in
uso (5).

Risultati
della ricerca

L’applicazione di test di so-
lubilita sui sedimenti in botti-
glia ha subito evidenziato la
probabile presenza di proteine
nel precipitato, spesso in asso-
ciazione a sostanze polifenoli-
che. I primi test di stabilita
proteica su vini Porto hanno
subito dimostrato che le varie
metodiche forniscono risultati
a volta anche molto discor-
danti fra loro (Fig. 1).

E da notare che se il secon-
do campione di vino bianco
(Bianco 2), pur con valori di
torbidita nettamente diversi
per i tre test, evidenzia in tutti
1 casi una netta instabilita, al-
tri vini reagiscono per esem-
pio al Protocheck ed al test
con tannino mentre rimango-
no pressoché stabili al test a
caldo (Bianco 1).

Questo ultimo caso & molto
significativo e conferma i pro-
blemi sorti nelle cantine di
Porto dove la stabilita ¢ attual-
mente verificata solo con il
test a caldo realizzato a 80 °C
per 30 minuti con misura del-
la torbidita dopo raffredda-
mento. Il campione in que-
stione potrebbe essere un
esempio di come un vino
bianco di Porto puo essere va-
lutato stabile quando in realta
¢ ancora ampiamente suscetti-
bile a precipitazioni. Per poter
meglio interpretare i risultati
dei vari test sono state valuta-
te le proteine mediante meto-
do Lowry e per elettroforesi, i
dati hanno confermato la pre-
senza di proteine in tutti i vini.

Sorprendenti sono i risultati
negativi del test a caldo nei vi-
ni rossi, confermati anche nel-
le prove successive e che po-
trebbero dipendere da partico-
lari complessi tannino-protei-
na solubili per effetto del ri-
scaldamento. La differenza di
risultati in termini di NTU tra
1 vari test dipende dal mecca-
nismo d’azione, per questo
motivo ogni valore di torbidi-
ta deve essere riferito alla me-
todica che lo ha determinato.

Le analisi eseguite presso il
laboratorio della cantina Bar-
ros di Porto hanno conferma-
to una discreta corrisponden-
za tra Protocheck e test a cal-
do, al contrario il test con tan-
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Fig. 9 - Variazione di torbidita nel test a caldo su una soluzione simil-vi-
no con glutine idrolizzato aggiunta di quantita crescenti di tannino(valore
Protocheck senza tannino aggiunto =2,7)
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I’inizio inadatto alla tipologia
dei vini liquorosi.

Questo test infatti tende a
fornire risultati negativi che
sono quindi difficilmente in-
terpretabili e che potrebbero
dipendere da reazioni di con-
densazione del tannino con
complessi tannino-proteina
stabilizzati probabilmente dal
lungo invecchiamento. In tutte
le situazioni il torbido provo-
cato dalla reazione dei diversi
test ha provocato variazioni
del torbido in sospensione e
non si sono osservati precipi-
tati nei tempi di valutazione
del test, pertanto i dati di tor-
bidita tra i vari test risultano
correttamente interpretabili.

I test sono stati ripetuti sia
su vino tal quale che dopo
filtrazione e nel caso del Pro-
tocheck hanno evidenziato
una buona corrispondenza
fra le 2 tesi (Fig. 2) a confer-
ma del fatto che, salvo casi
limite nei quali i vini sono
molto torbidi e necessitano
di una filtrazione sgrossante,
non ¢ necessaria alcuna pre-
parazione del campione. |
valori pil elevati di torbidita
nel caso del test Protocheck
potrebbero essere relazionati
in modo proporzionale alle
proteine presenti nei solidi
sospesi e reattive al test.

Per valutare meglio le pos-
sibilita applicative dei diversi
tesi sono state effettuate diver-
se prove di trattamento con
bentonite su diverse tipologie

alcuni risultati (Figg. 3, 4, 5).
Le prove di chiarifica con
bentonite a dosi di 50 e 100
g/hL hanno dimostrato che
tutti i test rispondono, se pur
diversamente, al trattamento
deproteinizzante. Le diverse
risposte turbidimetriche tra i
test sono legate come noto al
meccanismo di azione. Valori
bassi di Protocheck (es. 1,00)
possono corrispondere a valo-
ri di alcune decine di NTU del
test a caldo o a valori ancora
superiori del test con tannino.

Si deve precisare che tal-
volta, per eliminare completa-
mente le proteine (valori
prossimi a 0,00), bisognereb-
be ricorrere a dosaggi troppo
alti di bentonite, da evitare se
si vogliono salvaguardare gli
aromi del vino.

Il fatto che anche 100 g/hL
non portino sempre a stabilita
per i diversi test indica che
probabilmente anche alti do-
saggi di bentonite non riesco-
no ad eliminare completamen-
te le proteine, inoltre i valori
negativi del test a caldo e del
test con tannino risultato diffi-
cilmente interpretabili. Non &
da escludere pertanto la pre-
senza di mannoproteine nei vi-
ni Porto, in grado di reagire
positivamente con i test di sta-
bilita proteica e quindi di for-
nire valori di instabilita fittizia.
Va osservato comunque che
per tutti i test, si evidenziano
risultati anomali a seguito del
trattamento con bentonite.

di interferenti

Considerata inoltre la com-
plessita compositiva del vino
Porto e le diverse tipologie di
prodotto, sono stati valutati
gli effetti di alcuni fattori
compositivi e di processo nei
confronti dei test di stabilita
proteica.

I test eseguiti su vino bianco
addizionato con dosi crescenti
di glucosio, fruttosio, glucosio
e fruttosio in rapporto 1:1 ed
infine di etanolo, si sono di-
mostrati molto interessanti.

Da tutte le tesi € emerso in-
fatti che gli unici test a non es-
sere influenzati in modo signi-
ficativo dalle varie componen-
ti considerate sono il test a cal-
do ed il Protocheck, come evi-
denziato dalle Figg. 6, 7 e 8.

Analizzando i risultati si
osservano risposte non univo-
che nei confronti dei diversi
interferenti, ¢ evidente quindi
che la conoscenza delle carat-
teristiche dei singoli vini e dei
trattamenti enologici effettua-
ti in vinificazione consente di
interpretare con pil accura-
tezza i risultati dei diversi test
di stabilita proteica.

Considerati 1 valori di eta-
nolo e di zuccheri dei vini
Porto, e il frequente ricorso
ad interventi con rame, risul-
tano interessanti 1 test a caldo
e il PC, meno sensibili a tali
variabili compositive e di trat-
tamento.
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Fig. 10 - Risposta dei vari test all’aggiunta di mannoproteina
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Influenza del contenuto
in tannini sul test a caldo.
Se come detto gli unici test
che assicurano una scarsa in-
terferenza per quanto riguar-
da zuccheri, alcol e rame nel-
la valutazione della stabilita
proteica sono test a caldo e
Protocheck, bisogna precisa-
re che altre componenti pos-
sono comunque riservare del-
le sorprese.

Recenti valutazioni infatti,
hanno evidenziato che diffe-
renze di 10 ppm di tannino
determinano variazioni nel
test a caldo anche di 15 - 20
NTU. Pertanto vini con lo
stesso contenuto in proteine
ma diversi contenuti in tanni-
ni forniranno risposte molto
diverse, con il rischio quindi
di consigliare trattamenti sta-
bilizzanti non proporzionali al
contenuto proteico del vino.
Nella Fig. 9 si riportano espe-
rienze di aggiunte di proteina
(glutine) ad una soluzione si-
milvino, dove in ascissa o,1
mL corrispondono a 10 mg/L
di tannino aggiunto. Si posso-
no osservare risposte signifi-
cative del test a caldo per pic-
cole aggiunte di tannino, a
conferma dell’interferenza di
questi composti fenolici sul
risultato del test a caldo.

Nel caso dell’impiego del
test a caldo con I’aggiunta di
tannino, c’¢ il rischio inoltre
che una piccola variazione
nell’aggiunta della soluzione

liquida di tannino compro-
metta il risultato analitico (ad
esempio una goccia di diffe-
renza). In Protocheck ¢ inve-
ce verificata I’assenza di tale
effetto, confermando la note-
vole specificita di azione.

Risultano interessanti in
proposito alcune situazioni in
cui il Protocheck fornisce dati
di instabilita mentre il test a
caldo no, questo potrebbe es-
sere spiegato dal basso conte-
nuto in tannino del vino.

Presenza di
mannoproteine

Risposta dei test di stabili-
ta all’aggiunta di mannopro-
teine. Per verificare I’effetto
delle mannoproteine sono sta-
te effettuate delle aggiunte ta-
rate utilizzando prodotti estrat-
ti e purificati in laboratorio.

Le mannoproteine aggiunte
hanno risposto al Protocheck
in modo proporzionale all’ag-
giunta cosi come il test con
tannino, al contrario il test a
caldo non ¢ stato influenzato
positivamente da tale varia-
zione del sistema mostrando
invece una lieve diminuzione
di torbidita (Fig. 10).

Questo risultato potrebbe
spiegare alcune situazioni in
cui anche dopo trattamenti in-
tensivi con bentonite il vino
evidenzia instabilita potenzia-
le dovuta evidentemente a
mannoproteine presenti.

Le mannoproteine risento-
no poco dell’effetto del tratta-
mento con bentonite, tuttavia

determinano risposte positive
ai vari test di stabilita protei-
ca, in particolare il test con
tannino e il Protocheck.

Alla luce di queste conside-
razioni ed evidenze sperimen-
tali diventa importante I’inter-
pretazione del test usato nella
stima dell’instabilita proteica
di vini stabilizzati con manno-
proteine aggiunte o ottenute
da sosta del vino sulle fecce
fini. In particolare i risultati
ottenuti con le aggiunte tarate
di tannino devono far riflettere
in quanto significa che i vini
con diversi contenuti in tanni-
no forniscono risposte diverse
al test a caldo, pur con stesso
contenuto di proteine, mentre
il test con polielettroliti Proto-
check non subisce I’effetto del
tannino.

Considerazioni
conclusive

I test per la valutazione del-
la stabilita proteica fornisco-
no risultati non comparabili in
termini di NTU e talvolta
I’interpretazione di stabilita
non ¢ omogenea tra i metodi.

11 Protocheck ha dimostrato
di non essere influenzato da
zuccheri, etanolo, rame e per
questo motivo ¢ perfettamen-
te applicabile anche ai vini li-
quorosi di Porto.

Vista la specificita d’azio-
ne, la possibilita di misurare il
campione senza filtrazione
preventiva e i tempi molto ra-
pidi d’analisi, Protocheck puo
essere consigliato come test
rapido di valutazione della
stabilita proteica in sostituzio-
ne dei tradizionali test a caldo
e test con tannino. In casi dub-
bi comunque ¢ consigliabile
incrociare almeno due test,
tuttavia bisogna essere consa-
pevoli di interpretare valori di
NTU completamente diversi
tra i vari metodi di analisi.

Alla luce dei risultati otte-
nuti si puo considerare zero
«0» o al massimo 0.2 — 0,3 di
Protocheck come dato limite
per non avere rischi di poten-
ziale instabilita proteica. Bi-
sogna precisare che il valore
zero corrisponde all’assenza
di proteine, ¢ pertanto diffici-
le definire un valore di stabi-
lita. Questo problema riguarda
tutti i test; bisogna pertanto
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conoscere 1’evoluzione futura
del vino e le statistiche di in-
stabilita della cantina. Il Proto-
check fornisce quindi una sti-
ma delle proteine e si puo per-
tanto affermare che secondo
tali esperienze possiamo defi-
nire 0,2 — 0,3 il limite di po-
tenziale instabilita. Potenziale
instabilita significa che le pro-
teine si destabilizzano “casse”
se ci saranno le condizioni nel
vino, pertanto c’¢ anche la
possibilita che un valore 0,4 di
PC o piu alti con altri test, cor-
rispondano a vini stabili.
Rimangono alcune situa-
zioni da verificare, in partico-
lare i dati negativi evidenziati
con il test a caldo e con il test
con tannino. Risaltano soprat-
tutto i valori negativi del test
a caldo che si manifestano
prevalentemente nei vini rossi
e questo potrebbe far pensare
a variazioni del sistema col-
loidale. Per esempio esiste la
possibilita che complessi so-
lubili tra tannini e proteine si
solubilizzino per effetto del
calore, determinando diminu-
zioni di NTU. Tuttavia questi
aspetti sono da approfondire e
lasciano aperta la possibilita
di nuovi studi. Alla luce delle
esperienze effettuate emerge
con chiarezza la necessita di
conoscere vantaggi e limiti
dei diversi test al fine di uti-
lizzare la metodica piu adatta
alla tipologia di vino e alla
sua evoluzione prima e dopo
I’imbottiglia-mento.
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