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Le proteine del vino
Le proteine dei vini sono composti che potenzialmente possono determinare instabilita chimico-
fisica del sistema in funzione delle condizioni del vino e delle loro caratteristiche strutturali.
Se il sistema rimane inalterato, le proteine permangono in soluzione stabile, perd se almeno un
fattore di instabilita interviene, il vino si intorbida.
In particolare la sequenza degli amminoacidi e la disposizione sterica della proteina comportano
notevole reattivita e differenziazione della struttura molecolare delle diverse molecole.
L’origine degli amminoacidi e delle proteine & nota, in particolare derivano dall’uva, dai lieviti di
fermentazione ed eventualmente da aggiunte esogene. Dopo la fermentazione rimangono
prevalentemente le proteine che sono passate indenni durante la vinificazione, mentre gli
amminoacidi sono poco rappresentati 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.
| fattori che possono destabilizzare le proteine, sono molteplici. Ricordiamo la temperatura, i
metalli, I'ossigenazione, la presenza di tannini, variazioni di pH e variazioni dello stato di
solvatazione colloidale delle particelle.
Le proteine in forma stabile nel vino sono colloidi idrofili, presentano carica elettrica positiva in
quanto il loro punto isoelettrico varia tra 4 e 7 ed & pertanto superiore al pH del vino; hanno alta
reattivita con i tannini e il loro peso molecolare (PM) varia tra 16 e 100 KDa; possiedono inoltre
capacita adsorbenti e si legano di preferenza con tannini ad alto peso molecolare.
Le proteine a piu alto PM sono piu stabili in quanto legate a polisaccaridi (glicoproteine), il loro PM
arriva anche a 100 KDa, quelle legate all'instabilitd dei vini sono paradossalmente le piu piccole,
con PM variabili tra 16 e 30 KDa.
Una particolare caratteristica delle proteine dei vini € la loro reattivita con i tannini, questo
determina una stabilizzazione naturale nei vini rossi, mentre in quelli bianchi le proteine possono
rappresentare un rischio di instabilita futura, in funzione delle condizioni di conservazione del vino.
La reattivita con i tannini € anche funzione delle caratteristiche strutturali delle proteine, le
particelle colloidali che si formano per interazione con i tannini hanno dimensioni variabili tra
qualche decina di nm e 600-800nm di diametro idrocolloidale.
In questa complessita di struttura e reattivita ne consegue che le proteine possono dare instabilita
per:

e caratteri costitutivi della molecola

e condizioni del mezzo

Si tratta spesso di fenomeni colloidali di difficile previsione in virtu della complessita e della
variabilita delle interazioni e della combinazione dei fattori di instabilita.
Da recenti studi sui sistemi colloidali, i principali fattori di stabilizzazione sono:

e solvatazione

e carica elettrica

Ne consegue che I'eliminazione dello strato di solvatazione e I'elisione della carica elettrica sono le
principali cause di instabilita.

Nel vino sono presenti contemporaneamente una soluzione vera e un sistema colloidale,
quest’ultimo pud destabilizzarsi determinando alterazioni chimico-fisiche con probabile
precipitazione di particelle in forma piu 0 meno evidente. La stabilita colloidale dipende da diversi
fattori; citiamo i moti browniani, le interazioni di Van der Waals, l'idrofobicita, la solvatazione, la

INFOWINE, RIVISTA INTERNET DI VITICOLTURA ED ENOLOGIA, 2005, N. 6/2



CELOTTI, NUOVO METODO PER LA VALUTAZIONE DELL’INSTABILITA PROTEICA DEI VINI, PAG. 2

carica elettrica superficiale, i legami idrogeno, I'effetto mascheramento colloidale, la deplezione
colloidale e I'effetto concentrazione.

Questi fenomeni sono di difficile previsione, inoltre in considerazione delle diverse condizioni di
conservazione del vino, sara difficile prevedere in modo “chirurgico” se un vino subira una
precipitazione colloidale, ad esempio causata da proteine.

Il rischio di instabilita proteica & pertanto presente nei vini e deve essere correttamente stimato al
fine di intervenire in modo adeguato nella prevenzione del problema, possibilmente nel rispetto
della qualita globale del vino.

Considerazioni sui metodi tradizionali di stima dell’instabilita proteica

Considerando il rischio di instabilita delle proteine del vino, diversi sono i metodi che sono stati
proposti e utilizzati per prevedere tale fenomeno.

Rispetto alla quantificazione delle proteine, difficiimente applicabile in cantina, & preferibile
misurare un parametro indiretto legato alla precipitazione proteica, vale a dire una reattivita ad un
trattamento destabilizzante, misurabile per torbidimetria o per osservazione ad occhio nudo.

| metodi in uso sono molteplici e utilizzano anche principi di reazione diversi: citiamo la
precipitazione alcolica, che sfrutta la variazione della costante dielettrica del mezzo, la
denaturazione termica e successiva precipitazione, la reazione con tannino, la precipitazione acida
(ad esempio Bentotest), la denaturazione con solfato di ammonio, ecc.; inoltre si applicano
combinazioni di effetto come ad esempio la denaturazione termica associata al tannino che si
presta ad innumerevoli varianti analitiche.

In riferimento ai metodi in uso ricordiamo che il tannino & difficilmente standardizzabile come
reagente, I'etanolo precipita anche i polisaccaridi e tannini, 'ambiente fortemente acido precipita
anche i tannini e altri colloidi a carica negativa. Le valutazioni con questi sistemi inoltre fornisce
risultati contraddittori e rende difficiimente interpretabile la torbidita che deriva dalla
destabilizzazione colloidale provocata al mezzo; i tempi di analisi inoltre possono essere lunghi e
la metodica non sempre standardizzabile.

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

Figura 1. Esempio di risposta di due test tradizionali, su diversi vini (i valori corrispondono al valore di
torbidita del test)
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In pratica i risultati forniti dai diversi test risultano difficilmente confrontabili tra loro e spesso &
difficoltosa I'interpretazione del dato analitico.

Nella figura 1 & interessante osservare come il test con tannino e il bentotest forniscano risultati
anche molto diversi e quindi di difficile interpretazione, in particolare nelle situazioni in cui dal
bentotest il vino risulta stabile (NTU=0) mentre con il test al tannino si stima un’evidente instabilita
proteica (NTU=40).

Se consideriamo inoltre che alla risposta analitica &€ spesso associato un trattamento tecnologico,
diventa di fondamentale importanza determinare il rischio di instabilita proteica con metodi sensibili
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e accurati, senza significativi effetti di interferenti non proteici. La sovrastima diventa molto
rischiosa in quanto comporterebbe un trattamento deproteinizzante eccessivo e quindi a rischio di
impoverimento organolettico del vino.

Il nuovo metodo di valutazione
(ProtoCheck, Brevetto dell’Universita degli Studi di Udine, prodotto e distribuito in licenza esclusiva da EVER
srl/Pramaggiore/VE/Italy +390421200455, www.ever.it)

Considerata la disomogeneita di risposta dei metodi presenti ed i loro problemi intrinseci, & stato

realizzato un nuovo test che riduce in modo significativo le problematiche sopra citate in quanto é:
e Standardizzabile (il reagente anionico & una soluzione titolata e perfettamente

standardizzabile)

Rapido (il tempo di reazione & brevissimo e dopo 1 minuto il valore & stabile)

Ad alta specificita (si sfrutta I'elettropositivita delle proteine)

Interferenze limitate (tannini, polisaccaridi, torbidita non interferiscono sulla reazione)

Utilizzabile direttamente in cantina (&€ sufficiente un piccolo turbidimetro ed una provetta

con il reattivo)

¢ Non serve filtrare il campione (il valore & una misura differenziale di torbidita tra il campione
tal quale e lo stesso dopo il test)

Per cercare di soddisfare al meglio tutte queste esigenze si valuta la potenziale instabilita proteica
sfruttando le caratteristiche di elettropositivita delle proteine al pH del vino, praticamente le uniche
sostanze a carica elettrica positiva.

Il test realizza I'elettroneutralizzazione delle proteine che, una volta arrivate al punto isoelettrico,
diventano insolubili e determinano una torbidita misurabile. ProtoCheck & una miscela
standardizzabile e titolata di reagenti anionici stabilizzati. L’aggiunta del reattivo provoca la rapida
neutralizzazione delle sole proteine, senza interagire con gli altri componenti del vino come tannini,
polisaccaridi, siano essi in soluzione o in forma colloidale.

I campione infatti non deve essere filtrato poiché si valuta un differenziale di torbidita tra il
campione tal quale e lo stesso dopo I'aggiunta del reattivo.

Analogamente agli altri test, non sforna nessuna ricetta, fornisce invece in tempi rapidissimi (1
minuto) una stima della potenziale instabilita proteica del vino, informazione che I'enologo dovra
interpretare e utilizzare in modo ragionato in funzione del tipo di prodotto da elaborare e delle
successive condizioni di conservazione del vino prima e dopo I'imbottigliamento.

La risposta delle proteine su soluzione modello (Figura 2) & perfettamente lineare anche se
l'intensita di reazione pud variare da proteina a proteina; quest'ultimo aspetto non ¢ influente in
quanto & effettivamente quello che interessa, vale a dire valutare la potenziale instabilita, che
pertanto pud essere diversa in funzione del tipo di proteina e della sua reattivita.

La valutazione di proteine animali e vegetali ha sempre fornito risposte lineari, anche I'aggiunta
tarata su vino analizzata dopo equilibrazione del sistema, ha fornito risposte lineari.

In base ai risultati ottenuti con le proteine analizzate, si € ricavata una sensibilita analitica di 10
mg/L, valore piu che accettabile per le esigenze enologiche.
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Figura 2. Risposta delle proteine al test ProtoCheck, su soluzione simil-vino ed effetto dell’etanolo
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Figura 3. Applicazione del test ProtoCheck su soluzioni simil-vino a diverse concentrazioni di tannino d’uva
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Figura 4. Cinetiche di risposta al ProtoCheck di proteina di lupino a diverse concentrazioni (mg/L)
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La valutazione dei principali interferenti ha permesso di dimostrare I'assenza di effetto del tannino
(Figura 3), inoltre si & dimostrato che I'etanolo non modifica in modo significativo la risposta (Figura
2), cio significa che la valutazione pud essere realizzata anche su succhi a pH acido. L'assenza di
effetto del tannino, alle diverse concentrazioni permette di utilizzare il test in tutte le tipologie di
vino grazie alla sola reattivita del reagente con le cariche positive delle proteine.

Le cinetiche di risposta al reagente hanno confermato la rapidita di reazione (Figura 4) e questo
consente di avere un test che dopo soli 60 secondi fornisce un valore di stima della potenziale
instabilita proteica del vino. La figura evidenzia che a tutte le concentrazioni di proteina la risposta
€ praticamente immediata e stabile nel tempo; a seguito delle numerose esperienze effettuate con
diverse proteine animali e vegetali, si & dimostrato che & sufficiente 1 minuto per avere il risultato
finale del test.

Le condizioni finali della procedura possono essere cosi riassunte:

utilizzo del campione tal quale, non serve filtrare

misura della torbidita del campione tal quale

aggiunta del reagente anionico (2 volumi di vino e 1 volume di reagente)

agitare capovolgendo 2-3 volte la provetta

lettura della torbidita dopo 1 minuto

ProtoCheck = differenziale di torbidita (torbidita dopo il test — torbidita iniziale/1,5%)
*1,5 ¢ il fattore di diluizione

ok wh =

Dalle esperienze realizzate si pud considerare stabile un vino che presenta un valore finoa 5 NTU,
valori superiori sono legati a rischi di instabilita variabili.

La figura 5 evidenzia alcuni esempi di risposta tra I'impiego del test con tannino e con il reagente
anionico. E’ evidente che il tannino sovrastima il problema, in particolare quello di tipo condensato,
mentre il reagente specifico anionico presenta mediamente valori molto bassi di torbidita
provocata.

Anche in confronto al bentotest sono interessanti i risultati della figura 6 dove si evidenzia che
spesso esiste una sovrastima del problema, con il rischio di sovradosare in cantina i trattamenti
deproteinizzanti, mettendo a rischio il profilo organolettico del prodotto.

Tuttavia si osservano differenze di risposta tra i diversi test legate certamente al diverso principio
di reazione con le proteine.

In alcune situazioni studiate (Figura 7) & emerso che dopo trattamento con bentonite il test con
tannino ha evidenziato instabilita simile al prodotto non trattato, evidenziando una potenziale
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instabilita solo per effetto dell’alta reattivita del tannino con le poche proteine rimaste, mentre il test
con reagente anionico ha risposto negativamente dopo trattamento con bentonite, evidenziando un
buon effetto stabilizzante con soli 20 g/hL di bentonite. Questo esempio & significativo in quanto
mette in luce il limite di utilizzo del tannino come test di controllo; nel caso riportato in figura
I'enologo sarebbe costretto ad aggiungere ulteriore bentonite che avrebbe esclusivamente un
effetto adsorbente su colore e aromi.

Figura 5. Confronto su alcuni vini tra test con tannino (A=galla; B=uva) e ProtoCheck
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Figura 7. Confronto tra test dopo trattamento con bentonite
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Nella figura 8 si riportano alcune valutazioni della stabilita proteica su un campionario di vini della
vendemmia 2004, analizzati a marzo 2005. La maggior parte dei vini rossi ha dimostrato di essere
stabile, evidenziando valori al test quasi sempre inferiori a 5 NTU, nel caso invece dei vini bianchi,
si evidenziano casi a media instabilita e casi con alta instabilita proteica potenziale.

La rapidita del test e la semplicita di esecuzione lo rendono applicabile direttamente in cantina,
questo puod consentire all’enologo di effettuare dei controlli on-line sulla stabilizzazione proteica,
senza necessita di mandare il campione in laboratorio, pertanto [Iinformazione risulta
immediatamente utilizzabile e gestibile in cantina; inoltre il tutto & semplificato dalla possibilita di
effettuare il test sul campione grezzo, senza necessita di filtrare.

Figura 8. Valutazione di alcuni vini con il nuovo test

Valutazione vini vend. 2004 a marzo 2005

A

=N NW WD D OITION NN 0000 OO O=—=NINWW
OUIDUICUIOUIO UTOUTIOUTIOUTOUTIOUIO CIOUIO IO UT

NTU Protocheck

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 76 79 82

vini

INFOWINE, RIVISTA INTERNET DI VITICOLTURA ED ENOLOGIA, 2005, N. 6/2



CELOTTI, NUOVO METODO PER LA VALUTAZIONE DELL’INSTABILITA PROTEICA DEI VINI, PAG. 8

Conclusioni

L’approccio analitico mediante elettroneutralizzazione della carica positiva delle proteine del vino
rappresenta un metodo piu specifico rispetto ad alcuni sistemi in uso e consente cosi di valutare
esclusivamente la potenziale instabilita proteica senza sovrastimare il problema.

Inoltre la rapidita del test e la standardizzazione dell’analisi possono consentire un piu facile ed
immediato confronto tra tecnici e tra laboratori, utilizzando un valore di torbidita assolutamente
confrontabile.

Questo test (ProtoCheck) si aggiunge agli altri come ulteriore possibilita analitica, I'importante
comunque & conoscere i limiti e i vantaggi di ciascun metodo al fine di scegliere quello piu idoneo
alle specifiche esigenze analitiche, finalizzate ad ottimizzare interventi tecnologici di stabilizzazione
proteica rispettosi della qualita globale del vino.
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