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PROJEKT AGROTUR

Kras zaznamujejo edinstvene klimatske in geoloske znacilnosti, izjemna
pestrost favne in flore ter znacilna kraska krajina s svojimi tradicional-
nimi pridelki in produkti. Vse nasteto daje temu obmocju edinstvenost, ki
predstavlja pojem v svetovnem merilu. V okviru projekta Agrotur, http://
www.agrotur.si, smo s celovitim pristopom zeleli izboljsati kakovost in
prepoznavnost vina teran ter kraskega prsuta, sinonima prepoznavnos-
ti Krasa. V treh letih trajanja projekta smo tako s horizontalnim (med
raziskovalnimi institucijami) kot vertikalnim povezovanjem (do konc¢nih
uporabnikov, vinogradnikov, lokalnega prebivalstva ...) izpeljali vrsto ak-
tivnosti za izboljsanje kakovosti in turisticne prepoznavnosti Krasa, tra-
dicionalnih kraskih pridelkov in produktov ter njihovih pozitivnih ucinkov
na zdravje. Z najsodobnejso analitiko smo natanc¢no preucili bioaktivne
komponente terana in grozdja refosk treh letnikov ter njihov pozitivni vpliv
na zdravje; obenem smo temeljito preucili kraska vinogradniska tla — je-
rino, krasko entomofavno (zuzelke) ter negativne vplive kmetovanja na
krasko okolje. Z aplikativnimi poskusi za izboljsanje kakovosti terana in
kraskega prsuta, ki smo jih opravili pri vinogradnikih in pridelovalcih
prsuta na Krasu, smo prisli do novih znanj, ki bodo lokalnim prideloval-
cem v pomo¢ pri kmetovanju, promociji in trZzenju tradicionalnih kraskih
produktov.

V treh letih smo v laboratorijih partnerskih raziskovalnih institucij opra-
vili analize ve¢ kot 60.000 razlicnih komponent, spojin, aktivnih snovi ..., s
katerimi smo pridobili nova znanja o kraskih pridelkih in produktih, nji-
hovi pridelavi in predelavi ter vplivih novih tehnologij na njihovo izbolj-
Sanje. Rezultate raziskav smo predstavili na stirih razlicnih simpozijih, ki
smo jih organizirali v okviru projekta, jih objavili v zbornikih, strokovnih
in znanstvenih revijah ter ve¢ diplomskih delih, ki so jih opravili studen-
tje v okviru projekta na Univerzi v Novi Gorici. V zadnjem zborniku so
tako predstavljene temeljne in aplikativne projekine raziskave in analize,
opravljene na refosku, teranu in kraskem prsutu.



Turizem na Krasu je zelo pomembna gospodarska panoga, zato je bil
eden od ciljev projekta Agrotur postaviti novo, skupno ¢ezmejno blagovno
znamko »Kras, destinacija avtohtonih produktov«. Nas namen je bil pod-
preti vse dosedanje aktivnosti na podroc¢ju kraskega agroturizma in pro-
movirati tradicionalne kraske produkte. V sklopu projekta smo postavili
mrezo ponudnikov turisticnih prenocitvenih zmogljivosti (t. i. ¢ezmejni
razprseni hotel: http://www.hoteldobregaterana.si/), kjer svoje prenocitve-
ne kapacitete, pridelke in produkte ponujajo turisticne kmetije na ¢ezmej-
nem Krasu. Namen mreZe je izboljsati prepoznavnost in povecati Stevilo
turistov na Krasu, saj bomo na ta nac¢in optimizirali lokalno ekonomijo in
ohranili krasko podezelje aktivno ter kmetijam prijazno.

Seveda pa projekt ne bi uspel brez aktivnega sodelovanja kraskih pride-
lovalcev terana, zdruzenih v konzorcija na slovenskem in italijanskem
Krasu. Promocije, ki so jih opravili kraski vinogradniki na obeh straneh
meje, so igrale klju¢no vlogo pri izboljsanju prepoznavnosti Krasa in te-
rana doma ter v tujini. Z njihovo pomocjo in delovanjem je projekt dobil
smisel in prave rezultate, kar je bil cilj financiranja ¢ezmejnih projektov
v okviru programa Slovenija—Italija 2007-2013.

dr. Klemen Lisjak,
vodja projekta Agrotur



TERAN JE VINSKA POSEBNOST

Na Krasu imata vinogradnistvo in vinarstvo vec kot tisocletno tradicijo.
Gojenje vinske trte sega dale¢ v zgodovino. Ugodne vremenske, talne
razmere, hiter ter dinamicni razvoj vinogradni$tva in vinarstva posebno
v zadnjem desetletju na Krasu omogocajo ohranjanje vinorodnega okoli-
$a, lokalne tradicije, Zelje kupcev in visoko kakovost vina.

Tu je domovina terana, ki dosega v zadnjih letih zavidljivo kakovost in
potrjuje, da gre za domaco in svetovno vinsko posebnost.

Lepa pokrajina je vredna ogleda, saj je polna vinskih in drugih zname-
nitosti, kot so npr. Lipica, Skocjanske jame in Vilenica. Kras ponuja tudi
pestro in bogato ponudbo kulinariénih dobrot, med katere sodi v prvi
vrsti vino teran.

Zavedamo se, da je teran del nase kulturne dediscine, tradicije, zgodovi-
ne in je kot tak pomembna gospodarska dejavnost, ki na Krasu predsta-
vlja velik delez nacionalnega dohodka ter s tem ohranja zivo podezelje.

Da je Kras taksen, kakrsen je, je v veliki meri zasluZzen ¢lovek. Znal je
(in zna) izkoristiti naravne danosti, ki mu jih ponujata sodobna znanost
ter narava. Ce se vrnemo malo nazaj, torej lahko smelo in argumentirano
trdimo, da je Kras vinogradniski in da se je tu v tisocletni tradiciji do-
gajalo veliko strokovnih aktivnosti, ki pri¢ajo o vzgojeni avtohtoni sorti
refosk, ki daje na Krasu zaradi specifi¢nih ekologkih in pedoloskih zna-
¢ilnosti posebno vino, Krasevci ga imenujejo teran.

V zadnjih letih opazamo, da se poraja poseben odnos vinogradnikov do
trte in vina, zlasti zato, ker je bila trta vzgojena doma. Ta odnos vpliva
na vino teran, zato je vsak kozarec nekaj posebnega in edinstvenega. Je
zgodba o teranu, na katerega smo Krasevci, $e posebno vinogradniki in
vinarji, ponosni, saj nam daje veselje in eksistenco.

Vedno bolj smo prepricani, da se vrednost terana ne odraza samo v nje-
govi lepi cvetici, ki nas spominja na sveZze, vcasih tudi prezrele gozdne




sadeze, temve¢ tudi v harmoniji, polnem, sadnem, mineralnem in ple-
menitem okusu.

Zavedamo se, da se zgodba razvoja vinogradnistva in vinarstva ne bo ni-
koli konc¢ala, zato s pridom koristimo sredstva, ki nam jih ponujata EU in
domovina. S projektom AGROTUR smo pridobili veliko znanja za pride-
lavo visokokakovostnega grozdja in vina teran. Zavedamo se, da imamo
v svojih vinogradih in kleteh bogato dediscino, torej odgovornost, privi-
legij in priloznost, da ta potencial izkoristimo in ga plemenitimo.

dr. Friderik Vodopivec
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VPLIV ANTOCIANOV V RDECEM
VINU NA MOZGANE IN KOGNITIVNE
SPOSOBNOSTI

Stefano FORNASARO?, Lovro ZIBERNA?, Federica TRAMER?,

Sabina PASSAMONTT*
1, 2, 3, 4 Universita degli Studi di Trieste

tdr.
2 dr.
S prof. dr.
4 prof. dr.

BN POVZETEK

Zmerno uzivanje rde¢ega vina zmanjs$a tveganje za sr¢no-Zilne, nevro-
degenerativne, rakave in nekatere druge bolezni. Zadnji podatki kaze-
jo, da imajo med Stevilnimi bioaktivnimi snovmi v rde¢em vinu anto-
ciani najmocnejse za$c¢itno delovanje za zdravje. Antociani imajo anti-
oksidativno, protivnetno, protibakterijsko in protirakavo aktivnost. V
pri¢ujocem prispevku bomo predstavili biologko aktivnost antocianov
iz rdecega vina. Sodobne prehranjevalne smernice za promocijo zdra-
vega nacina zivljenja naj vkljuc¢ujejo zmerno uzivanje rde¢ega vina kot
bistveni del vsakodnevne prehrane.

Klju¢ne besede: flavonoidi, polifenoli, rdece vino, zdrava dieta

Influence of anthocyanins in red wines on
brains and cognitive capability

I ABSTRACT

Moderate consumption of red wine reduces the risk of cardiovascular,
neurodegenerative, cancer, and some of the other diseases. Among nu-
merous bioactive compounds in the red wine, the most recent informa-
tion show that anthocyanins have the most pronounced health pro-
tective benefits. Anthocyanins have anti-oxidant, anti-inflammatory,
antimicrobial and anti-carcinogenic activities. Here we review the red
wine anthocyanins and their bioactivity. Modern dietary guidelines
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for healthy lifestyle promotion shall include moderate consumption of
red wine as an essential part of the daily nutrition.

Keywords: anthocyanins, healthy diet, polyphenols, red wine

1. UVOD

Uzivanje vina pomembno vpliva na proces staranja in na pricakovano
zivljenjsko dobo. Poleg tega se zdi, da pozitivno vpliva na tipi¢ne bole-
zni, ki so povezane s starostjo (Chrysohoou in Stefanadis 2013). Rded¢i
pigmenti v rdeCem vinu, imenovani antociani, so skupina $tevilnih mo-
lekul iz kemijskega razreda flavonoidov, ki so biolosko zelo aktivni. Za
razliko od nekaterih vitaminov, ki imajo ¢isti antioksidativni u¢inek in
so sploh bistvenega pomena za vitalnost celice, antociani pri tem ne igra-
jo kljucne vloge. Vendar so razli¢ne studije pokazale, da daljse uzivanje
majhnih koli¢in antocianov, na primer preko zmernega uzivanja vina,
koristno vpliva na preprec¢evanje nastanka razli¢nih kroni¢nih nevrode-
generativnih bolezni, ki so povezane z izgubo kognitivnih sposobnosti
(Letenneur 2004), prav tako na bolezni srca in ozilja (Di Castelnuovo in
sod. 2002). Zato je danes v znanosti velik interes, da bi razumeli, kako
antociani uc¢inkujejo na varovanje celic pred staranjem ali pred ostalimi
patoloskimi mehanizmi. Zaradi njihove posebne kemijske strukture se
antociani absorbirajo v kri v zelo majhnih koli¢inah. Kljub temu lahko
antociani vstopijo v celice, se vezejo s tar¢nimi molekulami in vplivajo
na dolocene funkcije celic. Zaradi tega se obravnavajo kot nutracevtiki:
snovi, ki so prisotne v prehrani in delujejo podobno kot zdravila.

2. BIOAKTIVNE SESTAVINE V VINU

Vino vsebuje ve¢ kot 500 snovi: vodo, etanol, sladkorje (glukozo in fruk-
tozo), glicerol, organske kisline (vinsko, jabol¢no, mle¢no kislino, itd.)
aromatic¢ne spojine, pektine, aminokisline, polifenole, vitamine, Zveplo-
ve spojine in dusikove derivate (Soleasin sod. 1997).

Med bioaktivne sestavine spada Siroka skupina polifenolov (glej Pregled-
nico 1), ki so razdeljeni na: flavonoide (antociani, katehin, epikatehin,
kvercetin idr.), neflavonoide, kot so fenolne kisline (p-kumarna, cimeto-
va, kavna, gentizinska, ferulna in vanilinska kislina) in stilbene (resve-
ratrol) (Waterhouse 2002).
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Preglednica 1. Kemijske strukture polifenolov rde¢ega vina Povzeto po (Cor-
derin sod. 2001; Waterhouse 2002; DellAgliin sod. 2004).

Chemical structure Subgroup

FLAVONOIDS
o Flavanols (flavan-3-ols)

Rl RZ
katehin (epikatehin) -H -OH
galokatehin (epigalokatehin) -OH -OH
Flavonoli

Rl RZ
kvercetin -OH -H
miricetin -OH -OH
kemferol -H H
R Antocianidini
1
OH R1 Rz
N ‘ cianidin -OH -H
HO Ox R delfinidin -OH -OH
O : peonidin -OCH, -H
Z > on petunidin -OCH, -OH
Ou malvidin -OCH, -OCH,
NE-FLAVONOIDI
Hidroksicimetne kisline
Ly#CHE00—R,
Rl RZ RS
kavna k. -OH -OH -H
ferulna k. -OH -OCH, -H
R, kumarinska -OH -H -H
) k.
R, klorogenska -OH -OH
WOH
HOOC
HO “oH
kaftarna k. -OH -OH (ooH
“oH
COOH
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Derivati benzojske kisline

R R R

1 2 3

benzojska k. -H -H -H
galna k. -OH -OH -OH
vanilna k. -H -OH -OCH,
protokatehuicna k. -H -OH -OH
Stilbenoidi
resveratrol

2.1 Antociani

Vinu dajejo njegovo tipi¢no rdec¢o barvo antociani, pigmenti, ki so pri-
sotni tudi v sadju in zelenjavi. To so sorazmerno velike hidrofilne mo-
lekule (molekularna masa pribliZzno 500 Da). Opisanih je bilo ve¢ kot
400 kemijskih razli¢ic. Najbolj pogosti antociani v vinu so malvidin, ci-
anidin, peonidin, delfinidin, in petunidin, ki so vezani na eno ali dve
molekuli glukoze in druge majhne molekule (estri ocetne, kumarne in
kavne kisline).

Znanstveni dokazi kaZejo na to, da lahko Zivalske celice celujejo na an-
tociane podobno kot nekatera zdravila. Namre¢, po omejeni absorpciji
antocianov v prebavila, le-ti potujejo v jetra in ledvice, kjer se po manj-
$ih kemijskih spremembah hitro izlogijo z Zol¢em ali z urinom. Ce gle-
damo na te znacilnosti s fiziolosko-farmakoloskega vidika, se zdi, da se
zivalski organizmi branijo pred antociani tako, da njihovo absorpcijo
omejijo na minimum in poskrbijo za njihovo hitro izlo¢anje.

Vendar tudi majhne koli¢ine antocianov, ki preidejo v kri kmalu po tem,
ko vstopijo v prebavni sistem, imajo u¢inke na varovanje zdravja (Hein
in sod. 2012).

Poglobitev: vidiki farmakokinetike in bioloske uporabnosti
antocianov

Glavna znacilnost antocianov je njihova omejena bioloska razpolo-
zljivost, kar pomeni, da imajo zelo nizko plazemsko koncentracijo
(0.1-1 uM) (Manachin sod. 2005). Za to je odgovorna omejena absorp-
cija v ¢revesju kot tudi hiter prehod skozi organe izlo¢anja, cemur sle-
di njihovo izlo¢anje v Zzol¢ in urin (Vanzo in sod. 2011). Nedavni po-
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datki, ki so bili pridobljeni tako, da se je prostovoljcem dalo majhen
odmerek (0,5 g, enakovredno 1,114 umol) oznacenega (**C5, neskodljiv)
cianidin-3-0O-glukozida (C3G), kaZejo na 12% biolosko razpolozljivost
danega odmerka. Podrobneje: 5,4 % odmerka je bilo izlocenega v uri-
nu, 6,9 % v izdihu, 32 % v fecesu (Czank, Cassidy in sod. 2013). Druga
studija je preucila tudi metabolite antocianov, ki nastajajo v debelem
crevesju s pomocjo bakterijske flore in se nato absorbirajo. Najbolj za-
stopan metabolit (s plazemsko koncentracijo 11 nmol/L) je bila proto-
katehuicna kislina-3-O-glukuronid; sledila je hipurna kislina (1,962
nmol/L v plazmi) (de Ferrarsin sod. 2014). Predvideva se, da bi naj tudi
metaboliti antocianov imeli bioloske ucinke v telesu.

BN 3. UCINKI ANTOCIANOV NA ZDRAVJE

Redno in zmerno uZzivanje rdec¢ega vina zmanjsuje tveganje za nastanek
nevrodegenerativnih, sréno-zilnih in rakavih bolezni. To se pripisuje
antioksidativnim in protivnetnim lastnostim polifenolov iz rdecega vina
(red wine polyphenols, RWP), vendar je potrebno razjasniti $e mnogo
mehanisti¢nih podrobnosti. Zdi se namrec bolj verjetno, da ti pomembni
sistemski u¢inki niso posledica neposredne antioksidativne aktivnosti,
temvec posrednih ucinkov, ki se povecujejo kaskadno. Veliko dokazov,
pridobljenih z eksperimenti, kaze na to, da lahko antociani modulira-
jo znotrajceli¢ne poti sporocanja, ki uravnavajo zivljenjske funkcije, kot
sta celi¢na proliferacija in odzivanje na zunanje drazljaje (Ndiayein sod.
2005; Calabresein sod. 2012). Antociani imajo tudi hormeti¢ne lastnosti,
pri ¢emer v majhnih koncentracijah varujejo celice, medtem ko so pri
vecjih koncentracijah citotoksi¢ni (Ristow 2014).

B 1. UCINKI ANTOCIANOV NA MOZGANE

Nekatere epidemioloske ugotovitve kazejo, da se pri tistih, ki vino uzi-
vajo v zmernih koli¢inah, poslabsanje kognitivnih sposobnosti ali de-
menca v starosti pojavi redkeje kot pri ostalih (de Rijk in sod. 1997; Or-
gozo in sod. 1997; Commengesin sod. 2000). Te ugotovitve so potrjene z
najnovej$imi raziskavami, v katerih je bil nadzorovan delez polifenolov
v grozdju (Krikorian in sod. 2010; Krikorian in sod. 2012). Nadaljnji pre-
skusi so bili narejeni z eksperimentalnimi modeli in vitro ali in vivo na
zivalih (Dajas in sod. 2003; Zhu in sod. 2007; Echeverry in sod. 2010;
Basli, Soulet in sod. 2012). V znanstveni literaturi je tudi nekaj klini¢nih
studij, kjer so uporabili antociane kot prehranske dodatke (Albarracin
in sod. 2012).

15



Kognitivni primanjkljaj in demenca ter Parkinsonova bolezen izvirajo iz
strukturnih poskodb zivénih celic, ki jih povzroc¢a ¢ezmerno nastajanje
reaktivnih kisikovih radikalov (ROS). Cetudi se ROS tvorijo normalno
in jih celica uporablja za uravnavanje nekaterih svojih osnovnih funkcij,
so ti strupeni, ko je presezen dolo¢en prag. Zasc¢itni ucinki polifenolov
grozdja izvirajo iz njihove sposobnosti interakcije s celi¢nimi tar¢ami,
ki sodelujejo pri: i) nadzoru odpornosti na nevrotoksine (Zhu in sod.
2007; Granzotto in Zatta 2014); ii) nadzoru endogenega tvorjenja ROS
in drugih visoko reaktivnih molekul (reaktivne dusikove vrste, RNS);
(Calabrese in sod. 2012); iii) posrednikov vnetja, ki spodbujajo tvorjenje
ROS in RNS (Kao in sod. 2010; Spilsbury, Vauzour in sod. 2012); iv) dife-
renciacije in vzdrazljivosti nevronov (Spencer 2008).

Poleg teh u¢inkov so tu $e drugi, ki vplivajo na mozgansko oZilje in po-
vecujejo krvni pretok in posledi¢no pretok kisika z aktivacijo nevroge-
neze v hipokampusu, ki je ena izmed najbolj pomembnih tock za nase
kognitivne funkcije (Williams in Spencer 2012).

5. V?RASAN]E PRISOTNOSTI ANTOCIANOV V
MOZGANIH

Antociani lahko preidejo v moZgane (tako v mozgansko skorjo kot v
male mozgane) prasicev, katerih dieta je bila obogatena z borovnicevimi
ekstrakti (Kalt in sod. 2008). Podobni podatki so bili pridobljeni tudi s
podganami (el Mohsen in sod. 2006). Znano je, da so lahko antociani
absorbirani v Zelodcu in doseZejo moZgane v nekaj minutah (Passamonti
in sod. 2005). Zato se sklepa, da lahko antociani preckajo krvno-mozgan-
sko pregrado in prodrejo v centralni Zivéni sistem s pomocjo specifiénih
transportnih mehanizmov, ki spodbujajo njihov prehod preko bioloskih
membran (Ziberna in sod. 2013).

4.1 Delo v Agroturu

V okviru projekta Agrotur smo preucili prisotnost antocianov in drugih
spojin, ki se tvorijo v debelem ¢revesju s pomocjo uc¢inkovanja ¢revesne
bakterijske flore, v mozZganih. Izvedli smo eksperimente na anestezira-
nih podganah s predhodno avtorizacijo skladno z evropskimi in nacio-
nalnimi zakonskimi dolo¢bami. Eksperimenti niso zivalim povzrocili
nobene bolec¢ine in so bili zelo kratki (20-25 min), zaradi ¢esar niso pov-
zrocali stresa in spreminjali fizioloskih funkcij (zlasti krvno-moZganske
pregrade, ki lo¢i krvni predel od moZganov). Intravenozno so bile odmer-
jene majhne koli¢ine &istih spojin. Zivalim so bili po hitri usmrtitvi od-
stranjeni organi in bioloske tekocine, ki so bili nato podvrzeni analitic-
nim postopkom, s katerimi se je izmerilo in opredelilo najdene spojine.
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Zelo veliko analiz je bilo izvedenih na Centru za raziskave in inovacije
Fundacije Edmund Mach (San Michele all’Adige, Trento), zlasti na Od-
delku za kakovost hrane in prehrano (odgovorni: dr. Fulvio Mattivi), pri
cemer se je koristilo tehni¢no infrastrukturo Metabolomske platforme
(odgovorna: dr. Urska Vrhovsek).

Izsledki so navedeni v dveh znanstvenih ¢lankih, ki bosta objavljena
tekom leta 2015. Skratka, v moZganih smo nasli pomembno koli¢ino od-
merjenih spojin, med katerimi so bili kemijsko nespremenjeni antociani
in nekateri njihovi metaboliti. Posebno zanimivo je opazovanje hitrega
prehoda vseh teh molekul iz krvi v moZgane.

Drugi poskusi, narejeni in vitro in pri katerih se je uporabilo celi¢ne kul-
ture astrocitov (celice, ki so prisotne v mozganih in opravljajo podporno
funkcijo hranjenja Zivénih celic), so pokazali, da lahko kvercetin, (flavo-
noid, ki je zelo podoben antocianom), vstopi v celice preko vec transpor-
tnih sistemov. Ti podatki kaZejo na to, da imajo flavonoidi molekularne
tar¢e v mozganih.

4.2 Inovacija in vpliv

Rezultati teh raziskav so postregli z informacijami — ki do sedaj niso
bile na voljo — o moZnosti, da pigmenti vina lahko preidejo v moZgane in
neposredno uc¢inkujejo na celice. Ti podatki so zelo pomembni za vino
Teran, v katerem je koncentracija antocianov zelo visoka in pri katerem
se skusa proizvesti grozdje, ki je $e bolj bogato z antociani. Zaradi tega
cilj, da se proizvede vina, ki so bogata s pigmenti, ni opravicljiv zgolj z
argumenti, ki se ti¢ejo okusa ali telesa vina ali njegove trzne vrednosti,
temvec tudi z argumenti, ki so povezani z zdravjem.

Te informacije so uporabne za proizvajalce, ki se lahko zaradi boljsega
poznavanja lastnosti vina bolje odlocijo, kako ga izboljsati in promovi-
rati svojim gostom.

Poznavanje osnovnih lastnosti vina in njegovega uc¢inkovanja na ¢love-
$ki organizem omogoca izdelavo dobro osnovanih priporocil, kako uzi-
vati vino, da imamo od tega korist in ne $kodujemo lastnemu zdravju.
Zelo pomembno je, da se to sporocilo prenese na mlade, ki so izpostavlje-
ni tveganju zlorabe alkohola.

5. PRIPOROCILA ZA UZIVANJE VINA

Tradicionalno uzivanje vina, ki ga najdemo v sredozemskih drzavah,
ima po vecini pozitivne uc¢inke na zdravje. Znacilnosti »sredozemskega«
uzivanja vina so naslednje: 1) zmerne koli¢ine; 2) uZivanje enakomerno
porazdeljeno preko tedna (majhne koli¢ine vsak dan); 3) majhne koli¢ine
zganih pijac; 4) prednost se daje rde¢emu vinu; 5) uzivanje vina ob hra-
ni; 6) izogibanje prekomernemu uzivanju (Gea in sod. 2014).
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Italijanske smernice priporocajo, da se ne preseze 24-36 g Cistega eta-
nola na dan za odraslega moskega. To ustreza 200-300 ml vina (12 %
etanola) na dan. Za Zenske se priporoca ne vec¢ kot 12-24 g (100-200 ml
rdecega vina) na dan. Nekatere drzave priporoc¢ajo nekoliko visje kolici-
ne, na primer Nizozemska in Spanija priporocata 40 g za moske in 24 g
za zenske. Po drugi strani pa imajo nekatere drZave nizje prage, kot na
primer Danska (21 g in 14 g), Poljska (20 g in 10g) ter Slovenija (20 g in
10g). (NHMRC, 2009; Robins and British Medical Association, 1995).
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Na obmo¢ju vinorodnega okolisa Kras je bilo zasnovanih pet razli¢nih
terenskih poskusov, s katerimi smo Zeleli preveriti, kako dolo¢eni ampe-
lotehnic¢ni ukrepi vplivajo na boljso kakovost grozdja sorte Refosk (Vitis
vinifera L.). Vsa ampelotehni¢na dela so imela vpliv na razmerje med
listno povr$ino in maso pridelka; niZji pridelek, pridobljen pri zgodnjem
odstranjevanju listov, red¢enju grozdov in vr$ickanju ter pri zmernem
do mo¢nem vodnem stresu, se je pokazal kot u¢inkovit dejavnik pri iz-
boljsanju osnovnih parametrov dozorevanja grozdja in na kopic¢enju fe-
nolov v grozdnih jagodah.

Klju¢ne besede: Refosk, redcenje grozdov, vrsickanje, zgodnje odstra-

njevanje listov, razmerje med listno povrs$ino in maso pridelka, susa,
polifenoli, antociani.
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How we can imporve the quality of
grapes cv. refosk — overview of five
different ampelotechnic trials

I ABSTRACT

In the area of Karst, five experiments were set up with the aim to find
out how selected viticultural techniques could impart an improvement
in grape quality. All techniques had an effect over the ratio between leaf
area and yield. The crop reduction, obtained both by pre-flowering leaf
removal, cluster thinning or shoot thinning and moderate-to-strong water
stress demonstrated to be really effective in order to improve the basic
maturation but also the accumulation of phenolics in the grape berries.

Keywords: Refosk, cluster thinning, shoot thinning, pre-flowering leaf
removal, leaf area-to-yield rate, drough, polyphenols, anthocyanins

I 1. UVOD

Vinogradniki po vsem svetu ugotavljajo, da je uravnovesenost rastline te-
meljnega pomena, ¢e Zelimo pridelati grozdje najboljse kakovosti. Z name-
nom dosec¢i najboljse razmerje med listno povrsino (vir ogljikovih hidra-
tov) in maso pridelka (kjer se kopi¢ijo metaboliti), je bilo opravljenih Ze
veliko poskusov. Med indeksi, ki jih uporabljajo raziskovalci, se razmerje
med listno povrsino in maso pridelka uporablja najpogosteje. Po naved-
bah Kliewerja in Dokoozliana (2005) je obmocje med 0,8 in 1,4 m*kg op-
timalno za vecino sort in gojitvenih oblik. Kmalu za tem so Reynolds in
sod. (2007) ugotovili, da gojitvena oblika vpliva na liste, ki so izpostavljeni
svetlobi in zasenceni, pa tudi na celotno fotosintetsko aktivnost vinske
trte. Tako dolo¢ena gojitvena oblika neposredno vpliva na optimalno
razmerje med listno povr§ino in maso pridelka in je lahko bolj ali manj
uc¢inkovita glede na izpostavljenost listov son¢ni svetlobi. Pri grozdih,
izpostavljenih son¢ni svetlobi, se pojavijo spremembe tako v primarnem
kot sekundarnem metabolizmu grozdne jagode.

Vsebnost suhe snovi (Zoecklein in sod., 1992; Bergqvist in sod., 2001),
antocianov in drugih flavonoidov (Sternad Lemut in sod. 2013, Lee in
Skinkis 2013) se v grozdju poveca pri tistih trtah, ki so bolj izpostavlje-
ne son¢nemu obsevanju. Kako lahko izboljsamo izpostavljenost grozdja
son¢nemu obsevanju? Kot smo Ze omenili, z dolo¢eno gojitveno obliko
lahko zmanjSamo osencenost listov in povecamo izpostavljenost groz-
dov sonc¢ni svetlobi. To najlazje dosezemo tako, da tako pri $§paronski kot
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pri kordonski gojitveni obliki opravimo odstranjevanje listov v predelu
grozdja.

Glede na razmerje med listno povrsino in maso pridelka je znano, da
prihaja pri mnogih sortah do problemov preobremenitve s pridelkom
(Guidoni in sod., 2002; Dami in sod., 2006). Pri takih pogojih Zoecklein
in sod. (1992) navajajo, da neugodno razmerje med listno povrsino in
maso pridelka lahko privede do nizje vsebnosti sladkorjev v grozdnih
jagodah v ¢asu trgatve. Vec¢ina vinogradnikov se zato zaveda, da morajo
v Gasu rastne sezone uravnavati koli¢ino pridelka z red¢enjem grozdov
in s tem izbolj$ati razmerje med grmom vinske trte (listno povrsino) ter
maso pridelka. Red¢enje grozdov je glavna vinogradniska tehnika za di-
rektno zmanj$anje pridelka in boljso akumulacijo sladkorjev ter fenolov
v grozdne jagode (Reynolds in sod., 1989; Bubola in sod. 2011). Pred-
postavljamo, da je glavni u¢inek redc¢enja grozdov kompenzacija med
zmanj$anim $tevilom grozdov in vec¢jo povprecno tezo grozda (Sivilotti
in Lavrencic, 2010), vendar ta uc¢inek v praksi ni vedno potrjen (Gatti in
sod., 2012 a).

V zadnjem desetletju nekateri predlagajo (Tardaguila in sod., 2008; Poni
in sod., 2009; Palliotti in sod., 2012) e drugi nac¢in za doseganje zniZanja
mase pridelka, in sicer izvedbo odstranjevanja listov v predelu grozdja
pred cvetenjem. Caspari in sod. (1998) razlagajo, da odstranjevanje listov
pred cvetenjem zniza vsebnost razpolozljivih ogljikovih hidratov za na-
stavek cvetov. Posledica so manj zbiti grozdi in s tem nizji pridelek ter
zaradi zadnjega tudi vi$ja vsebnost flavonoidov. Sternad Lemut in sod.
(2013), Lee in Skinkis (2013) ter Diago in sod. (2012) so opazili visje kon-
centracije flavonoidov — predvsem flavonolov — pri grozdnih jagodah, ki
so bile izpostavljene ukrepu odstranjevanja listov pred cvetenjem. Dru-
gace pa ugotavljajo Gatti in sod. (2012a), ki navajajo, da odstranjevanje
listov pred cvetenjem lahko vpliva na visjo vsebnost titracijskih kislin v
grozdju v ¢asu trgatve; ta podatek je pomemben z vidika globalnega se-
grevanja ozracja, ker visje temperature dramati¢no vplivajo na zniZanje
skupnih kislin.

Nazadnje naj omenimo $e vrsickanje, tehniko, s katero lahko uravnava-
mo maso pridelka vinske trte. Vr§ickanje zgodaj v rastni sezoni izboljsa
fotosintetsko aktivnost listne povrsine in mikroklimo v predelu grozdja
ter izpostavljenost listov soncéni svetlobi. Tudi ta ukrep lahko uporabi-
mo, ko Zelimo zmanjsati maso pridelka in s tem povecati kakovost grozd-
ja (Gatti in sod., 2012 b).

Na osnovi pregleda razlicnih tehnik smo v sezonah 2012 in 2013 za-
snovali pet terenskih poskusov v vinorodnem okolisu Kras, z namenom
preuciti u¢inek razli¢nih ampelografskih tehnik na maso pridelka in ka-
kovost grozdja ter vina pri sorti Refosk (Vitis vinifera L.).
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I 2. MATERIALI IN METODE

V okviru projekta AGROTUR je bilo v sezonah 2012 in 2013 na obmocju
vinorodnega okolisa Kras zasnovanih pet poskusov. Kot smo Ze porocali
(Sivilotti in sod., 2012), je bil namen poskusov ugotoviti, kako §tiri raz-
li¢cni ampelotehniéni ukrepi vplivajo na razmerje med listno povrsino in
maso pridelka ter posledi¢no na kakovost grozdja in vina sorte Refosk.

Preglednica 1: opis vinogradniskih poskusov

POSKUS | KRAJ | SEZONAIN CILJ N?L\O(])IBTL‘{IE(A AMPELOTEHNICNI UKREP
1. UNT, kontrola
Kako znizanje 2. PFLR, zgodnje odstranjevanje listov
mase pridelka z izvedeno 10 dni pred cvetenjem (25. 5.
1 ukrepoma PFLR in Guvot |2012:28.5.2013). Na vsaki mladiki je
CT vpliva na do- Y bilo odstranjenih 4-5 bazalnih listov.
zorevanje grozdja 3. CT, redéenje grozdov ob zagetku
(2012-13) obarvanja grozdnih jagod (2. 8. 2012; 21.
8. 2013).
Kako gojitvena 1. Guyot UN
oblika (tradicional- 2 Gu PR p
I e . Guyot CT, red¢enje grozdov ob zacet-
Dutovlje nl latn1}< al,l guyot) Latnik in | ku obarvanja grozdnih jagod (2. 8. 2012).
2 in redCenje groz- guyot |3 Latmik UNT
dov vplivajo na -t
kakovost grozdja 4. Latnik CT, redcenje grozdov ob zacet-
ob trgatvi (2012) ku obarvanja grozdnih jagod (2. 8. 2012).
1. UNT, kontrola.
Kako redcenje mla-
deilkovgeh‘;:: Illlf rlllllzi 2. SH, redc¢enje mladik: vsako drugo
3 pridelek in boljso mladiko (‘oko’) se odstrani takoj po
kakovost grozdja brstenju (ko doseZejo 3-10 c¢m): redcenje
(2012) dvojnih mladik in pregostih mladik ‘v
glavi’ vinske trte.
1. FCFB (brez vrsickanja — vsi grozdi),
kontrola, celotna listna povrsina, vsi
grozdi.
2. FCHB (brez vrsickanja — zredceni
. . Guyot | grozdi), celotna povréina, polovica groz-
Ugotoviti razmerje dov je bila zredéenih ob zacetku obarva-
med listno pofgsi' nja grozdnih jagod (1. 8. 2012).
no in maso pridel-
4 | Komen |} 000 povpezano 3. HCFB (visickanje — vsi grozdi),
S kékovostjo grozd- odstranjene 40 % listne povr$ine ob
ja (2012) zacetku obarvanja grozdnih jagod (1. 8.
2012), prisotni vsi grozdi na trsu.
4. HCHB (vrgickanje — zred¢eni grozdi),
odstranjene 40 % listne povrsine in
polovica grozdov ob zacetku obarvanja
grozdnih jagod (1. 8. 2012).
Krajna Kako vpliva vodni 1. MS (zmeren do moc¢an vodni stres).
5 vas | stres nadozoreva- | Guyot |2, §S (mocan do zelo mocan vodni
nje grozdja (2012) stres).
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V primeru poskusa §t. 1 smo dolo¢ili relativne spremembe mase pridelka
in osnovnih kakovostnih parametrov grozdja. Vsebnost skupnih antoci-
anov smo dolocili v ¢asu trgatve po metodi Mattivi in sod. (2006). Sesteli
smo vsoto di-, tri-, OH- in CH,-substituiranih antocianov.

V poskusih st. 2, 4 in 5 smo zeleli preuciti vpliv razliénih ampeloteh-
ni¢nih ukrepov na osnovne tehnoloske parametre grozdja. Za dolo¢anje
vsebnosti skupnih polifenolov in antocianov v ¢asu dozorevanja, pri po-
skusu $t. 2 in 4, smo uporabili metodo po Ilandu (2004), medtem ko smo
pri poskusih st. 3 in 5 izvedli analize nizkomolekularnih (LMWP) in
visokomolekularnih proanocianidinov (HMWP) po metodi Riga in sod.
(2000).

PFLR - odstranjevanje listov pred
cvetenjem,
CT - redcenje grozdov

[ e Y

il &

Slika 2: Latnik: UNT- kontrola, neredc¢eno grozdje, CT- redcenje grozdov
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Slika 3:

SH, redcenje mladik: vsako drugo
mladiko se odstrani takoj po brstenju:
redc¢enje dvojnih mladik in pregostih
mladik 'v glavi' vinske trte.

Slika 4:

Listna povr$ina/
masa pridelka:
FCFB - brez
vrsickanja, vsi
grozdi; FCHB -
brez vrsickanja,
zredceni grozdi;
HCFB - vrsickanje,
vsi grozdi;
HCHB -
vrsickanje,
zreddeni grozdi.
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Slika 5: vodni stres: MS — zmeren do moc¢an, SS — moc¢an do zelo mocan.

I 3. REZULTATI IN RAZPRAVA

3.1 Zgodnje odstranjevanje listov (PFLR) v primerjavi z
redcenjem grozdov (CT)

Kot so ze ugotovili Sivilotti in sod. (2012), oba ampelotehni¢na ukrepa,
PFLR in CT, prispevata k nizji masi pridelka in tako k boljSemu razmer-
ju med listno povrsino ter maso pridelka. Na rezultate, pridobljene v
letih 2012 in 2013, so precej vplivali vremenski dejavniki v ¢asu rastne
sezone. V letu 2013 je bila namre¢ povprecna pridelava nizja, tako da
prednosti ukrepa red¢enja grozdov niso prisle do izraza, ravno tako je bil
uc¢inek zgodnjega odstranjevanja listov (PFLR) precej manjsi v letu 2013
v primerjavi z letom 2012.

V sezoni 2012 je bil jasno opaZzen vpliv ukrepa PFLR na maso grozda
in vpliv ukrepa CT na Stevilo grozdov (preglednica 2). Razlike so bile
opazne tako pri koli¢inskih parametrih pridelka, kot tudi pri osnovnih
kakovostnih fizikalno-kemijskih parametrih grozdja. V sezoni 2012 je
prislo v primeru izvedenega ukrepa CT do visje vsebnosti skupnih suhih
snovi in nizje titracijske kisline v primerjavi s kontrolo (UNT), kjer ni
bilo izvedenega tretiranja. Podoben, a ne tako izrazit u¢inek smo opazili
tudi v primeru izvedenega ukrepa PFLR. V sezoni 2013 pri obeh ukre-
pih, CT in PFLR, nismo opazili tako ocitnega vpliva, oziroma je bilo pri
ukrepu CT opaziti celo nasprotni trend.
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Preglednica 2 — Razlika v odstotkih med koli¢inskimi parametri pridelka in osnovni-
mi kakovostnimi parametri pri ukrepih redcenja grozdov (CT) in zgodnjega odstra-
njevanja listov (PFLR) v primerjavi s kontrolo (UNT) v sezonah 2012 in 2013.

leto  primerjava stevilo teza masa suha titracijske pH
grozdov grozda pridelka snov kisline
(Brix)
2012 CT vs. UNT -34 % -8 % -40 % +17 % -21% +4 %
PFLR vs. UNT -8 % -41 % -40 % +3 % -4 % +4 %
2013 CT vs. UNT -9 % -6 % -14 % -15 % -5 % -3 %
PFLRvs. UNT +8 % -25 % -22 % +1% -3 % +1%

V primeru obeh ukrepov, CT in PFLR, je prislo do zviSanja koncentracije
antocianov in koncentracije taninov v grozdnih peckah ter jagodnih ko-
zicah. V peckah smo opazili znatno povisane vsebnosti taninov (LMWP
in HMWP), v jagodnih kozicah pa je bila pri ukrepu PLFR vi§ja kon-
centracija visokomolekularnih (HMWP) in nizkomolekularnih (LMWP)
proantocianidinov v primerjavi s kontrolo (UNT) (preglednica 3). Ti re-
zultati kaZejo, da ukrep PFLR pomembno vpliva na povisanje koncentra-
cije taninov v grozdju. Lahko bi predstavljal pomembno vinogradnisko
tehniko za zvi$anje koncentracije taninov v grozdju pri sorti Refosk.

Preglednica 3 — Razlika v odstotkih med nizkomolekularnimi (LMWP) in viso-
komolekularnimi proantocianidini (HMWP) in skupnimi antociani v jagodnih
koZicah ter grozdnih peckah v ¢asu trgatve; in sicer pri ukrepih redc¢enja grozdov
(CT) ter zgodnjega odstranjevanja listov (PFLR) v primerjavi s kontrolo (UNT) v
sezoni 2012.

pecke grozdne

kozice grozdne jagode (mg/kg) jagode (mg/kg)
skupni
LMWP HMWP  antociani LMWP HMWP
2012 CT vs. UNT -0,8% +107 % +33 % +99% +127 %
PFLRvs. UNT +75% +133 % +65 % +199% +290 %

Koncentracija skupnih prostih antocianov je bila podobna v primeru
ukrepa redcenja grozdov (CT) in zgodnjega odstranjevanja listov (PFLR),
v obeh primerih je bila visja tudi v primerjavi s kontrolo (UNT). Pri obeh
ukrepih je prislo do razlik v sestavi antocianov, in sicer do visje vseb-
nosti tri- in OCH,-substituiranih monomerov v primerjavi s kontrolo.
Ta sprememba v sestavi antocianov nakazuje, da je verjetno prislo do
premika v biosintezi antocianov, ki sta ga sprozila ukrep odstranjevanja
listov in redc¢enja grozdov.
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Slika 6: Podatki o antocianih v grozdju pri kontroli (UNT) v sezonah 2012 in 2013 (A).
Povecana koncentracija antocianov v grozdju pri ukrepih zgodnjega odstranjevanja
listov (PFLR) in redc¢enja grozdov (CT) v primerjavi s kontrolo (UNT) v sezoni 2012 (B)
in 2013 (C). Di-, tri, OH-, in OCH - substituirani antociani. Na stolpcih so prikazani
standardni odkloni fn = 4).
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3.2 Primerjava gojitvenih oblik latnik in guyot

Gojitvena oblika je kljutnega pomena za produktivnost vinske trte in
kakovost grozdja. Latnik omogoca vecjo produktivnost zaradi vecje obre-
menitve trte ob zimski rezi, po drugi strani pa so listi bolj optimalno
razporejeni in tako bolj fotosintetsko u¢inkoviti v primerjavi z gojitveno
obliko guyot, kjer je listna povrsina bolj ozko in vertikalno omejena.

Vzorcenje za osnovne kakovostne parametre in skupne polifenole je bilo
izvedeno 12. septembra 2012 (15 dni pred trgatvijo). Kot pricakovano, je
ukrep redcenja grozdja pri obeh gojitvenih oblikah vplival na vecjo tezo
grozdnih jagod in vecjo vsebnost suhih snovi ter znizal vsebnost titra-
cijskih kislin (preglednica 4). Pri gojitveni obliki guyot je ukrep redcenja
grozdov vplival na precejsnje povecanje vsebnosti suhe snovi (iz 16.4 na
19.2 °Brix), pri latniku pa na znantno znizanje vsebnosti titracijskih ki-
slin (iz 17.5 na 14.3 g/1) (preglednica 4). Na podlagi rezultatov osnovnih
kakovostnih parametrov sklepamo, da je bilo pri gojitveni obliki latnik
razmerje med listno povr$ino in maso pridelka neuravnoveseno, ker je
bila masa pridelka prevelika (podatek ni na razpolago). Tudi v primeru
ukrepa redc¢enja grozdov je bilo kopicenje sladkorjev omejeno. Nasprot-
no pa je manjsa masa pridelka pri gojitveni obliki guyot omogocila vecje
povisanje vsebnosti suhe snovi (sladkorjev), kar pomeni, da je bilo s to
gojitveno obliko dosezeno dobro razmerje med listno povrsino in maso
pridelka.

Pri polifenolih smo opazili drugac¢no sliko. Pri ukrepu redéenja grozdov
je prislo pri obeh gojitvenih oblikah, latnik in guyot, do povisane kon-
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centracije antocianov in skupnih polifenolov, s tem da je bila najvisja
koncentracija antocianov dolo¢ena pri gojitveni obliki guyot ter najvisja
koncentracija skupnih polifenolov pri gojitveni obliki latnik (pregledni-
ca 4). Na podlagi dobljenega sklepamo, da je masa pridelka vplivala na
dozorevanje grozdja (zadnje je bilo kasnejse pri latniku). Na latniku je
grozdje manj izpostavljeno soncu, zato je temperatura grozdov navadno
nizja kot pri vzgojni obliki guyot. Zato je verjetno prislo do vecjega kopi-
¢enja antocianov v grozdnih jagodah pri vzgojni obliki latnik.

Preglednica 4 — Vpliv gojitvene oblike na maso grozdnih jagod, osnovne kakovost-
ne parametre, antociane (ant.) in skupne polifenole (pol.) pri kontroli (UNT) in
redcenju grozdov (CT) v sezoni 2012.

obravnavanje teza skupne titracijs- pH ant. pol.

grozdnih  suhe ke (mg/kg) (mgkg)
jagod (g) snovi Kkisline

(Brix)  (g/L)

guyot UNT 159 16,4 13,5 2,80 1218 1512
CT 169 19,2 12,1 2,95 2023 1754

CT vs. UNT +6 % +17% -10% +5% +66% +16 %
latnik UNT 147 15,9 17,5 2,89 1461 1607
CT 153 16,8 14,3 2,90 1803 1884

CT vs. UNT +4 % +6 % -18 % +4% +23% +17%

3.3 Redcenje mladik

Z redcenjem vsake druge mladike po brstenju ter odstranitvijo dvojnih
mladik na zacetku rastne sezone smo dosegli zmanj$anje potencialnega
stevila mladik. Glede na razli¢ne komponente listne povrsine smo znat-
no zmanj$ali $tevilo glavnih mladik na rastlino. Ker je bilo manj mladik
na rastlino kot je to obi¢ajno za sorto Refosk, ni prislo do kompenzacije
na racun lateralne rasti (rasti zalistnikov) (preglednica 5). S tem smo
skupno listno povrsino znizali za 25 %. Zracen grm vinske trte, kjer je
bilo izvedeno red¢enje mladik (ST), je tako imel manj zasencenih listov
in zato bolj fotosintetsko ucinkovite liste. Pri ST-obravnavi smo v pri-
merjavi s kontrolo (UNT), kjer ni bil izveden ukrep, opazili 14% povisa-
nje vsebnosti suhe snovi (°Brix) (preglednica 5). V primerjavi s kontrolo
(UNT) je bila masa pridelka pri tem ukrepu za 17 % manjsa, predvsem
zaradi zmanj$anja $tevila grozdov (-14 %) in ne zaradi kompenzacije pre-
ko povecane povprecéne mase grozdov (+4 %). Povpre¢na masa grozdnih
jagod je bila pri ST-obravnavanju vecja (+59 %) (preglednica 5).
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Preglednica 5 — Vpliv red¢enja mladik (ST) v primerjavi s kontrolo (UNT) na list-
no povrsino (LP) in koli¢inske parametre pridelka v sezoni 2012.

ampelo- LP LP skupna stevilo povprecna masa masa skupna
tehni¢ni zalist- glavne LP  groz- masa  pridelka 100 suha
ukrep niki mladike (m?) dov grozda  (kg/trto) jagod  snov

(m*)  (m?* (8) (8)  (Brix)

UNT 1,62 2,13 3,75 12,6 292 3,69 121,29 18,3
ST 1,59 1,23 2,82 10,5 303 3,18 192,96 20,9
STvs. UNT -2% -42% -25% -17% +4 % -14 % +59% +14%

Zmanj$anje mase pridelka po trsu (na racun izvedbe ukrepa redc¢enja
mladik (ST)), je bilo pozitivno tudi z vidika izboljsane sestave ekstrabil-
nih polifenolov v ¢asu trgatve. V preglednici 6 lahko opazimo precej-
$nje povecanje nizkomolekularnih (za 36 % v jagodnih kozicah in 6 %
v grozdnih peckah) in visokomolekularnih proantocianidinov (za 17 %
v jagodnih kozZicah in grozdnih peckah) v obravnavanju ukrepa redce-
nja mladik (ST) (preglednica 6). Prav tako se je v primerjavi s kontrolo
(UNT) zaradi ukrepa redcenja mladik (ST) povecala vsebnost antocia-
nov (za 17 %) (preglednica 6).

Preglednica 6 — Vpliv redcenja mladik na sestavo nizkomolekularnih proantoci-
anidinov (LMWP), visokomolekularnih proantocianidinov (HMWP) in skupnih
antocianov v jagodnih koZicah ter grozdnih peckah v sezoni 2012.

jagodne kozice (mg/kg) grozdne pecke (mg/kg)
LMWP HMWP antociani LMWP HMWP
UNT 252 1782 448 526 603
ST 343 2079 522 556 703
STvs. UNT +36 % +17 % +17 % +6 % +17 %

Tako kot za ukrep zgodnjega odstranjevanja listov in red¢enja grozdov,
smo tudi za ukrep red¢enja mladik po brstenju ugotovili, da pride do
povisanja vsebnosti proantocianidinov v jagodni kozici, kar pomembno
vpliva na bolj$o senzori¢no kakovost vina.

3.4 Vpliv razmerja med listno povrsino in maso pridelka

V povezavi s poskusom $t. 4 je bila ve¢ina podatkov o osnovnih kakovostnih
parametrih in koli¢inskih parametrih pridelka Ze predstavljenih v pris-
pevku Sivilotti in sod. (2012) ter diplomskem delu Tronkarja (2014). Ce
primerjamo razli¢na obravnavanja, pridemo do zakljucka, da ukrep
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redc¢enja grozdov izboljsa kopic¢enje antocianov v grozdju tako pri vr-
gickanih kot nevrsickanih trsih. Med vsemi obravnavanji se je le ukrep
HCFB (vrsickanje — vsi grozdi) izkazal kot precej neuravnovesen, zato
je bila koncentracija antocianov in skupnih polifenolov pri tem ukrepu
precej niZja (slika 7).

3000 2000

A B
2500 1 =
—_ g -
3 < 1500
B 2000 £
E Py
. E
£ 1500 8 1000
S [
) >
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Slika 7 — Koncentracija ekstrabilnih antocianov (A) in ekstrabilnih skupnih po-
lifenolov (B) v grozdnih jagodah ob trgatvi. Na stolpcih so prikazani standardni
odkloni (n=3). FCFB - brez vrsickanja, vsi grozdi; FCHB — brez vrsickanja, zredce-
ni grozdi; HCFB — vrsickanje, vsi grozdi; HCHB - vrsickanje, zredceni grozdi.

Pri obravnavanju (FCHB), kjer je bil izveden le ukrep red¢enja grozdov
brez vrsickanja, smo opazili precej visje koncentracije proantocianidi-
nov v grozdnih peckah, medtem ko opaznih razlik glede proantociani-
dinov v jagodnih kozicah ni bilo (preglednica 7). Koncentracija proan-
tocianidinov v jagodnih kozicah je bila pri nevrsickanih trsih visja v
primerjavi z vr§ickanimi trsi, ne glede na to, ali je bilo izvedeno redc¢enje
grozdov. Pri trtah, kjer je bilo izvedeno vrsickanje in red¢enje grozdov, je
bila koncentracija proantocianidinov nizja tako v jagodnih kozicah kot v
grozdnih peckah. Vzrok bi lahko bila bolj uravnovesena trta z zmanjsa-
no rastjo (bujnostjo) in s tem hitrejsim dozorevanjem grozdja ter zniZzano
vsebnostjo taninov.
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Preglednica 7 — Sestava in primerjava nizkomolekularnih proantocianidinov
(LMWP), visokomolekularnih proantocianidinov (HMWP) v jagodnih koZicah
in grozdnih peckah v ¢asu trgatve zaradi zmanjsanja grma vinske trte in mase
pridelka (FCFB - brez vrsickanja, vsi grozdi; FCHB — brez vrsickanja, zredc¢eni
grozdi; HCFB - vrsickanje, vsi grozdi; HCHB — vrsickanje, zredceni grozdi) v se-
zoni 2012.

jagodne kozice grozdne pecke
(mg/kg) (mg/kg)

LMWP HMWP LMWP HMWP
brez vrsickanja FB 413 £33 2065 = 167 246 = 34 301 = 42
HB 409 £ 33 2171 = 176 395 = 55 488 + 68

FCHB vs. FCFB -1% +5 % +61 % +62 %
vrickanje FB 384 = 31 1878 £ 152 401 = 56 491 + 68
HB 348 = 28 1397 = 113 286 * 40 329 = 46

HCHB vs. HCFB -9 % -26 % -29 % -33 %

3.5 Vpliv vodnega stresa

Vecina podatkov, ki se nanasajo na osnovne kakovostne parametre in
sestavo polifenolov v ¢asu trgatve, je bilo Ze predstavljenih v Sivilotti in
sod. (2014). Med zmernim in mo¢nim vodnim stresom (MS) ter mo¢nim
do zelo mo¢nim vodnim stresom (SS) ni bilo opaziti bistvenih razlik pri
osnovnih kakovostnih parametrih. V primeru skupnih polifenolov pa se
je moc¢ni vodni stres odrazal v visjih koncentracijah proantocianidinov
v jagodi kozici in nizjih koncentracijah proantocianidinov v grozdnih
peckah. Kot smo Ze omenili, se moramo izogibati prenizki vsebnosti ta-
ninov v grozdnih peckah, saj je minimalna koncentracija taninov po-
trebna za doseganje harmonic¢nosti vina.

Preglednica 8 — Razlika v odstotkih med nizkomolekularnimi proantocianidini
(LMWP) in visokomolekulanimi proatocianidini (HMWP) v jagodnih koZicah ter
grozdnih peckah v ¢asu trgatve, pod vplivom srednjega do moc¢nega vodnega stre-
sa (MS) in mo¢nega do zelo moc¢nega vodnega stresa (SS), v sezoni 2012.

jagodne kozice grozdne pecke
tros LMWP HMWP LMWP 0 wp
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
SS vs. MS +29,3% +72,6% -30,6% -34,4%
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B 4. ZAKLJUCEK

Uvajanje razliénih tehnik za upravljanje grma vinske trte pri sorti Re-
fosk na obmocju vinorodnega okolisa Kras je privedlo do pomembnih
uc¢inkov na dozorevanje grozdja, predvsem na polifenolne spremembe v
jagodnih kozicah in grozdnih peckah. Klju¢nega pomena za zagotavlja-
nje boljse kakovosti grozdja in posledi¢no vina je optimalno razmerje
med listno povrsino in maso pridelka (uravnovesena rastlina). V teren-
skih poskusih, ki so bili opravljeni v letih 2012 in 2013, so vse izvedene
tehnike dosegle cilj: z zmanjsanjem mase pridelka je prislo do pozitivne-
ga vpliva na »polifenolno« in »taninsko« kakovost grozdja. Ker je ukrep
zgodnjega odstranjevanja listov (PFLR) pomembno vplival na povisano
vsebnost taninov (v jagodnih kozicah in grozdnih peckah) v grozdju, je
lahko uporaben za povisanje vsebnosti taninov in povecanje potenciala
staranja vin. Gojitvena oblika guyot je pokazala boljse rezultate v pri-
merjavi s tradicionalnim latnikom, vendar z zmanj$anjem mase pridelka
lahko precej izboljsamo kakovost grozdja pri gojitveni obliki latnik. Z
redéenjem mladik po samem brstenju ter odstranjevanjem dvojnih mla-
dik v zacetku sezone je prislo do boljse kakovosti grozdja zaradi povisa-
ne vsebnosti suhe snovi in taninov v jagodnih kozicah. Tanini iz jagod-
nih kozic imajo boljse senzori¢ne lastnosti, zato se ta ukrep priporoca
pri pridelavi grozdja sorte Refosk. Pri vodnem stresu je pomembno, da se
izognemo ekstremnim razmeram, saj negativno vplivajo na sestavo po-
lifenolov. Zaradi vseh nastetih u¢inkov obstajajo moznosti za nadaljnjo
uporabo teh ampelotehni¢nih ukrepov - tehnik na obmoc¢ju vinorodnega
okolisa Kras, z namenom izboljsati kakovost vina Teran in mu s tem za-
gotoviti vecji sloves pri potro$niku doma ter v tujini.

BN 5. ZAHVALE

Zahvaljujemo se kmetijam Lisjak, Vodopivec in Stoka ter podjetju Vi-
nakras, d. o. 0.: za pomo¢ in sodelovanje pri poskusih. Eksperimental-
no delo je del dejavnosti, ki jih predvideva projekt AGROTUR/Kraski
agroturizem, sofinanciran v okviru Programa ¢ezmejnega sodelovanja
Slovenija-Italija 2007-2013 iz sredstev Evropskega sklada za regionalni
razvoj in iz nacionalnih sredstev.
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POVZETEK

Raziskovalno delo, izvedeno v letih 2012 in 2013, preiskuje nekatere
biokemicne vidike kopicenja antocianov v jagodni kozici grozdja Vitis
vinifera cv. refosk, pri katerem so uporabljeni razlicni ampelotehni¢ni
ukrepi, kot sta redéenje grozdov in razlistanje pred cvetenjem. S spre-
minjanjem ravnovesja med listno povrsino in maso pridelka obe tehniki
izboljsujeta kvaliteto grozdja in posledi¢no vina.

Znano je, da se med zorenjem antociani in drugi flavonoidi kopicijo
znotraj vakuol celic povrhnjice preko mehanizmov, ki lahko vkljucujejo
tudi membranske transportne proteine. Paralelni analizi jagodne kozice
sluzita razumevanju, ali je nivo izrazanja teh proteinov lahko povezan s
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profilom antocianov in ali ga je mogoce spreminjati preko specifi¢nega
ravnovesja med listno povrsino in maso pridelka: I) dolo¢anje vsebnosti
in profila antocianov s pomoc¢jo HPLC-DAD detektorja; II) ELISA imuno-
loski test izrazanja razliénih membranskih transportnih proteinov, kot
so ABC1, GST, MATE in bilitranslokazi (BTL) podoben protein.
Splosno gledano so rezultati, pridobljeni v preteklih dveh letih, po-
kazali, da zgodnje razlistanje in red¢enje grozdja le delno stimulirajo
koncentracijo pigmentov v jagodni kozici, saj je ta mo¢no pod vpli-
vom sezonskih dejavnikov. Vzporedno je na raven izraZzanja preuce-
nih proteinov vplivalo tudi zorenje grozdja. Natancneje, leta 2013,
je bil profil transportnih proteinov, kot so: MATE, ABCC1, BTL po-
doben protein ter GST, povezan s povec¢anjem antocianov med zore-
njem, ni se pa spreminjal glede na ampelotehni¢ne ukrepe, izvedene
v vinogradu.

Pri obravnavanih letnikih so bili klimatski pogoji eden izmed glavnih
dejavnikov spremenljivosti fenolnega zorenja grozdja sorte refosk, ceprav
se je izkazalo, da lahko tudi transportni proteini, ki skrbijo za kopicenje
antocianov, delno uravnavajo njihovo kon¢no koncentracijo.

Kljucne besede: antociani, zgodnje razlistanje, red¢enje grozdov, zore-
nje jagod, refosk, membranski transportni proteini.

Effect of agronomic techniques on
anthocyanin accumulation and transporter
expression in Vitis vinifera cv. RefoSk

I ABSTRACT

The present research, performed in the seasons 2012 and 2013, aimed at
studying the biochemical aspects of anthocyanin accumulation in the
skin of Vitis vinifera (cv. Refosk) grape berry under different canopy ma-
nagement techniques, such as cluster thinning and pre-flowering leaf
removal, in order to improve wine quality by balance between leaf area
and production.

It is well-known that, during ripening, anthocyanins and other flavo-
noids are accumulated inside the vacuole of tegument cells, through
mechanisms involving membrane transporters. In order to understand
whether the expression level of these proteins could be related to the
anthocyanin profile and affected by a specific leaf area/ yield ratio, two
parallel analysis were performed on the skin berry during maturation:
i) anthocyanin profile by HPLC-DAD; ii) protein expression level by im-
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munology ELISA test on different proteins involved in membrane tran-
sport, such as ABCC1, GST, MATE and bilitranslocase (BTL)-like.
Taken together, the results of the two seasons evidence that cluster
thinning and pre-flowering leaf removal could stimulate only partially
the pigment concentration in the skin, since this parameter was stron-
gly affected by seasonal trend. Similarly, the protein expression pattern
was not homogeneously influenced in the two seasons by maturation
steps or agronomic practices. In particular, in the season 2013 the pro-
files of the putative transporters, such as MATE, ABCC1 and BTL-like,
and of GST, were correlated with anthocyanin content during matura-
tion, whereas they were not influenced by canopy management.

In conclusion, the seasonal climatic trend represents one of the main
factors of variance in polyphenol maturity in Refosk grape berry; ho-
wever, also the transporters responsible for anthocyanin accumulation
could affect partially their final concentration.

Keywords: anthocyanins, berry maturation, cluster thinning, early leaf
removal, membrane transporters, Refosk.

1. UVOD

Med zorenjem rdecih sort vinske trte se v jagodni koZici sintetizirajo
in kopicijo razli¢ne vrste flavonoidov (antociani, flavonoli, katehini in
proantocianidini). Te spojine opravljajo poglavitne fizioloske funkcije,
saj prispevajo k barvnim ter delno k aromatskim lastnostim vina in so
posebno cenjene zaradi u¢inkov, ki jih imajo na zdravje ¢loveka (Boss
& Davies, 2009). Koncentracija in sestava antocianov v zrelem grozdju
sta glavna pokazatelja kakovosti barve za nadaljnjo vinifikacijo. Zaradi
tega se je razvilo posebno zanimanje za razumevanje biokemi¢nih me-
hanizmov, ki skrbijo za pigmentacijo grozdja in njeno uravnavanje.
Med kopicenjem flavonoidov poleg encimov za biosintezo delujejo tudi
razli¢cni membranski proteini, ki prenasajo spojine iz citoplazme proti
vakuoli, kjer pride do konénega kopicenja (Petrussa in sod. 2013). Pred
kratkim se je pojavil predlog, da bi glavni kandidati aktivnega in Vi-
tis membranskega transporta lahko bili: transporterji tipa ATP-Binding
Cassette, poddruzina 1 (ABCC1) (Francisco in sod. 2013), ki skupaj z
glutation-S-transferazo kopic¢ijo malvidin monoglukozid; transporterji
Multidrug And Toxin compound Extrusion (MATE), ki prenasajo acili-
rane antociane (Gomez in sod., 2011). Poleg tega je bilo mo¢ zaslediti v
sortah merlot in sauvignonaise (furlanski tokaj) vsebnost bilitranslokazi
pri sesalcih podobnega proteina (BTL-podoben), ki sodeluje pri procesu
prenasanja antocianov in flavonolov (Braidot in sod. 2008; Bertolini in
sod. 2009) (Slika st. 1).

V raziskavi smo zato Zeleli preuditi, ali lahko proces zorenja grozdja
sorte refosk in uporabljeni ampelotehni¢ni ukrepi za izbolj$anje ka-
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kovosti vina vplivajo na koncentracijo in profil antocianov v jagodni
koZici in, podobno, na raven izrazanja proteinov, ki bi lahko sodelovali
pri njihovem kopicenju.

Slika st. 1. -
Imunolokalizacija BTL
podobnega prenasalca v delu
grozdne jagode vzorcene ob
trgatvi. Lokalizacija proteina,
prisotnega v epidermicnih

in pod epidermicnih celicah
kozice grozdne jagode je
oznacena z vijolicasto barvo.
Merilo ¢rte= 50 um.

2. MATERIALI IN METODE
Rastlinski material

Analiza izrazanja proteinov in kopicenja antocianov v ¢asu zorenja
grozdja sorte refosk je bila opravljena v grozdju letnikov 2012 in 2013.
Preizkus je bil opravljen v vinogradu z gojitveno obliko Guyot na do-
maciji Lisjak v kraju Dutovlje. V vinogradu so bili preizkuseni trije raz-
licni ampelotehni¢ni ukrepi: kontrola brez razlistanja (UN); zgodnje
razlistanje 10 dni pred cvetenjem (4-5 listov/poganjek) (PFLR); red¢enje
grozdja pred njegovim popolnim obarvanjem (1 grozd/poganjek) (CT).
Poskus je imel naklju¢no zastavljeno shemo s 3 ponovitvami za vsak
posamezen ampelotehniéni ukrep in vsak posamezen datum vzorce-
nja. Med letoma 2012 in 2013 je bilo opravljeno 5 vzorcenj: faza pred
obarvanjem jagod (6. avgust 2013); faza obarvanja jagod (véraison)
(priblizno 50 % obarvanih jagod, 14. avgust 2012 in 21. avgust 2013);
faza predcasne dozorelosti (7. september 2012 in 6. september 2013);
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faza pred kon¢no dozorelostjo (20. september 2013); konéna dozore-
lost (28. september 2012 in 27. september 2013).

Ob datumih, ki so bili dolo¢eni za vzorcenje, je bilo z vsake vzorcne
parcele obranih 5-6 grozdov s skupnim Stevilom 100 jagod. Grozdne ja-
gode smo locili od grozdnih pecljev in jih, za nadaljnje instrumentalne
analize hranili pri temperaturi -80 °C.

Kozice zamrznjenih grozdnih jagod so bile zdrobljene v moZnarju s po-
mocjo tekoc¢ega dusika in uporabljene za ekstrakcijo prostih antocianov
(5 g sveze mase kozic za vsak vzorec) ter za ekstrakcijo skupnih protei-
nov (3 g sveze mase kozic za vsak vzorec).

Ekstrakcija in kromatografska analiza prostih antocianov s
HPLC detektorjem

Skupni antociani so bili ekstrahirani iz zdrobljenih kozic s pomocjo me-
tanola, ohlajenega na 4 °C, in sicer v razmerju 1 : 10 jagodnih kozic :
solvent (m : v). Ekstrakcija je potekala na sobni temperaturi, v temnem
prostoru 4 ure. Ekstrakti so bili nato centrifugirani na 3000xg za 5 mi-
nut pri temperaturi 4 °C. Usedlino se je ponovno ekstrahirala v metanolu
1 uro, centrifugirala. Oba supernatanta sta bila zdruzena, prepihana z
dusikom in shranjena pri temperaturi -80 °C. Alikvotni deli, dobljeni iz
metanolnih ekstraktov, so bili odparjeni pri nizkem tlaku in temperatu-
ri manjsi od 40 °C. Vzorci so bili rekonstituurani s topilom primernim
za HPLC analizo, filtrirani s filtrom iz PVDF (pore 0,22 um) in takoj
analizirani. Za karakterizacijo in kvantifikacijo antocianov je bil upora-
bljen kromatograf Agilent 1100 HPLC skupaj z detektorjem z nizom diod
(DAD (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, ZDA) (Vanzo in Vrhovsek,
2005). Posamezni antociani so bili izrazeni v mg/kg ekvivalentov malvi-
din 3-glukozida.

Ekstrahiranje skupnih proteinov in imuno-kemijska analiza
transportnih proteinov ter vezikularnega transporta
flavonoidnih snovi

Skupni proteini so bili ekstrahirani iz zdrobljenih kozic (3 g na vzorec)
z modificiranimi metodami Conlona in Salterja (2007) in Songa in sod.
(2006), s pomocjo toplega bazi¢nega pufra ter raztopine acetona in kloro-
vodikove kisline. Koncentracija proteina je bila izmerjena z Bradfordovo
metodo.

Pri imuno-kemijskem testu z vzorcem ELISA je bilo v mikrotitrskih plos-
¢icah preizkusenih 5 ug proteina na vdolbino. Mikrotitrske plosc¢ice so
bile prekrite z razli¢nimi antigeni: anti-BTL sesalcev, ki se je tvoril proti
peptidu EFTYQLTSSPTC in ki odgovarja sekvenci 235-246 bilitransloka-
ze sesalcev (Passamonti in sod. 2005); anti-GST razreda tau (TaGSTU1-1)
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Triticum aestivum; anti-MATE, ki ga je proti peptidu AALSIRVSNEL-
GYGHPRAAK tvoril imunizirani kunec in odgovarja sekvenci permeaze
1 antocianov trte, kot opisuje Gomez in sod. (2011) (Proteogenix); anti-
ABCC1 A. thaliana (Agrisera). Imuno-kemijska reakcija se je izmerila s
pomocjo kolorimetra za alkalno fosfatazo.

Statisti¢na analiza

S podatki, ki so bili pridobljeni s pomocjo testa ELISA in kromatografske
analize, je bila opravljena analiza spremenljivosti (programska oprema
STATISTICA, razlicica 8).

3. REZULTATI

Profil skupnih antocianov in transporterjev flavonoidov,
prisotnih v jagodni kozici med zorenjem grozdja sorte refosk -
letnik 2012

Analiza profila antocianov s HLPC detektorjem je potrdila, da se v jagod-
ni koZici grozdja sorte refosk kopicijo razliéne vrste antocianov. Najbolj
raz§irjeni antociani v vinu so glukozidi malvidina, cianidina, delfini-
dina, peonidina in petunidina ter, v manjs$i meri njihove acilirane in
kumaroilirane oblike (Preglednica §t.1).

Preglednica st. 1. Profil prostih antocianov v jagodni koZici grozdja sorte refosk v
kon¢ni fazi dozorelosti (28. 9. 2012) in fazi pred kon¢no dozorelostjo (20. 9. 2013).
Vzorci so bili vzeti s trt, na katerih ni bilo opravljeno razlistanje (UN), s trt, kjer je
bilo opravljeno razlistabje pred fazo cvetenja (PFLR) oziroma s trt, na katerih se je
redcilo $tevilo grozdov (CT). Vrednosti so izrazene v mg/kg ekvivalentov malvidin
3-glukozida.

28.09.12 20.09.13
UN PFLR CT UN PFLR CT
DPgl 425*+197 798+358 | 1029*+217 2940+1994 (3620+1258 | 3384+1755
CNgl 127+65 302+39 432*+159 0x0 0x0 00
PTgl 504+143 861246 | 1102+149 2731+£1292 | 32121094 |3120x1272
PNgl 434+113 942+222 110098 645+372 807+201 961+637

MVgl 2224+245 | 3180x227 | 3127x99 7169+923 | 7495+2163 | 7860+1712

DPgl-ac 88+37 142+50 13722 477+388 578+232 521*+273
CNgl-ac 24+10 46=*1 5616 56+54 69+18 76+53

PTgl-ac 11840 183+37 17515 511%+310 591219 558+226
PNgl-ac 69+16 145*+41 1334 74+33 84+26 104+57
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MVgl-ac 550+45 789+3 543+40 1299+233 | 1367+405 | 1437*+337
DPgl- 72+9 110+25 104+10 341+132 365+117 356+103
kum

MV- 24+4 25*1 18+1 3114 27+5 35*+10
kafeoat

CNgl- 29=*2 41=+3 52*x12 29+18 73+20 82*46
kum

PTgl- 93+14 132+22 108+11 322+47 325+84 331+60
kum

PNgl- 89+13 183+44 154+12 106*+19 103x27 120%35
kum

MVgl- 600+218 737+82 434+57 1174+266 | 1020*+143 | 1112+215
kum

V letu 2012 se je vsebnost antocianov v jagodni kozici znatno poveca-
la pri prehodu med fazo obarvanja jagod in fazo predc¢asne dozorelosti
(Slika st. 2), pri cemer sta zacetni vrednosti znasali 2 g/kg za prvo in
9 g/kg za drugo fazo, medtem ko je ob trgatvi vsebnost rahlo upadla. Am-
pelotehni¢na ukrepa CT in PFLR sta imela pozitiven uc¢inek na kopicenje
antocianov le ob trgatvi.

2012

w
o

CIUN
N PFLR
| CT

N
o

Slika st. 2
Kopicenje prostih antocianov v
jagodni kozici grozdja sorte
refosk - letnik 2012.
Trte, na katerih ni bilo opravljeno
razlistanje (UN); trte, na katerih
je bilo opravljeno razlistanje pred
fazo cvetenja (PFLR); in trte, na
7 N Y katerih se je redcilo $tevilo grozdov

%, % (CT). Faza obarvanja jagod:

14. avgust 2012.
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o
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S pomocjo protiteles iz imuno-kemijskega testa ELISA, ki lahko reagirajo
specifi¢no proti razliénim transporterjem, je bila ugotovljena pri letniku
2012 stopnja izrazanja transportnih proteinov v jagodni kozici (Slika &t.
3 in Preglednica $t. 2). Na izrazanje aktivnih membranskih transportnih
proteinov, kot so BTL-podobni protein, MATE in ABCC1, faza zorenje
ni vplivala, saj je bil nivo teh proteinov povisan Ze med fazo obarvanja
jagod in je pri nadaljnjih fazah ostajal nespremenjen ali pa je celo upadel
(ukrep PFLR).

Nasprotno pa se je izrazena koli¢ina GST, ki se domnevno veZe na
sintetizirane antociane za spodbujanje transporta preko ABCC1, po-

43



vecevala med fazami zorenja. Prikazani trend se ujema s kopi¢enjem
antocianov v jagodni kozici. Ampelotehni¢na ukrepa PFLR in CT zal
nista pozitivno vplivala na izrazanje tega proteina, ¢etudi se je ravno
nasprotno izkazalo pri bolj nakopi¢enih antocianih. Ampelotehnié¢ni
ukrep PFLR je v primerjavi z referenénim ukrepom povzrocil splo$no
zmanjSanje proteinske koncentracije pri vseh upostevanih proteinih,
razen ob trgatvi pri primeru MATE.

N N
4 | HH PFIR BTL | B PFLR MATE
I uN . CT
S 3|
<
k7]
)
< 27 I
2]
]
1}
| | F_' m
0
14 Aug 2012 7 Sep 2012 28 Sep 2012 14 Aug 2012 7 Sep 2012 28 Sep 2012
Sampling date Sampling Date
N N
4 | == PRLR ABCC1 | m PFLR GST
- CT e
S 3|
<
7]
2
< 2
(2]
]
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1t
0

14 Aug 2012 7 Sep 2012 28 Sep 2012 14 Aug 2012 7 Sep 2012 28 Sep 2012

Sampling date Sampling Date

Slika st. 3 - Profil izraZanja transporterjev v jagodni koZici grozdja sorte refosk
- letnik 2012.

Trte, na katerih ni bilo opravljeno razlistanje (UN); trte, na katerih je bilo opra-
vljeno razlistanje pred fazo cvetenja (PFLR) oziroma trte, na katerih so redcili
stevilo grozdov (CT). Faza obarvanja jagod 14. avgust 2012.
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Preglednica §t. 2. Povprecja in skupni standardni odkloni pri trgatvi 2012 v po-
vezavi z izrazanjem proteinov, ki sodelujejo pri transportu antocianov v jagodni
kozici grozdja sorte refosk, razvrs¢ena po datumih in ampelotehni¢nih ukrepih.

Dvosmerni test ANOVA po datumih in ukrepih.

Datum Test ELISA Ukrep Test ELISA Datum x
(AU (A.U.) Ukrep

14. 8. 2012 1,90%0,22* UN 1,83+0,22°

7.9.2012  1,72%0,35® PFLR 1,47+0,40°

28.9.2012 1,59+0,41° CT 1,91+0,24*

F 4,45 F 9,96 F 3,71

p 0,027* p 0,001** P 0,023*

Profil skupnih antocianov in tansporterjev flavonoidov v
jagodni kozici med zorenjem grozdja sorte refosk — letnik 2013

Zaradi Zelje po boljsem sledenju zorenja grozdja v fazi pred obarvanjem
jagod, je bilo v letu 2012 opravljenih 5 vzorcenj (2 vec kot leta 2012).

Po pricakovanjih vsebnosti antocianov v fazi pred obarvanjem jagod v
jagodnih kozicah ni bilo zaznati (Slika §t. 4); v nadaljevanju se je izka-
zalo, da je do najvecjega poviSanja antocianov prislo med fazo obarva-
nja jagod in prvimi fazami zorenja, podobno kot pri letniku 2012. Na
splosno so bile leta 2013 vremenske razmere bolj naklonjene kopicenju
antocianov, saj je bila njihova skupna vrednost dvakrat vecja kot leta
2012 (priblizno 20 g/kg). Zal pa je v zaklju¢ni fazi izmerjena koli¢ina
antocianov drasti¢no padla, najverjetneje zaradi sive grozdne plesni, ki
povzroca zmanj$anje Stevila polifenolov.

Za razliko od letnika 2012, ampelotehni¢na ukrepa CT in PFLR nis-
ta vplivala na povecano kopicenje antocianov. Pri nobenem vzorcenju
se namre¢ ni pokazala vec¢ja sprememba v primerjavi z vzorci trt, na
katerih ni bila opravljena defoliacija (UN). V letu 2013 so nizke tem-
perature med fazo cvetenja negativno vplivale na brstenje, $e posebej
pri ampelotehni¢nem ukrepu UN. To je privedlo do ob¢utne izravnave
med pridelki, pri katerih so bili uporabljeni omenjeni ampelotehni¢ni-
mi ukrepi, in lahko posledi¢no pojasnjuje pomanjkanje razlik v profilu
antocianov.
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Slika st. 4 - Kopicenje prostih antocianov v jagodni koZici grozdja sorte refosk -
letnik 2013.

Trte, na katerih ni bilo opravljeno razlistanje (UN); trte, na katerih je bilo opra-
vljeno razlistanje pred fazo cvetenja (PFLR) oziroma trte, na katerih se je redcilo
stevilo grozdov (CT). Faza obarvanja jagod 21. avgust 2013.

Pri letniku 2013 je moc¢ opaziti drugacen potek pri stopnji izraZanja pro-
teinov (Slika $t. 5 in Preglednica §t. 3). Izkazalo se je namrec, da je kon-
centracija ABCC1 odvisna od zorenja; do povecanja koncentracije je pri-
8lo pri razliénih datumih vzorcéenja, skladno s trendom antocianov v ja-
godni kozici. Ce bi zeleli potrdili trend iz leta 2013, bi morali v toplejgem
letu 2012 opraviti ustrezno dodatno vzorc¢enje pred obarvanjem jagod in
tako ugotoviti, ali bi bila stopnja izrazanja transporterjev resni¢no precej
nizja. Izrazanje MATE se je povecalo med fazo pred obarvanjem jagod in
fazo obarvanja jagod. V nadaljnjih fazah se koncentracija ni spreminjala,
podobno kot pri letniku 2012.

Tudi leta 2013 se je pokazala korelacija med zorenjem in koli¢ino iz-
razanja GST, na katero je pozitivno vplival tudi ampelotehni¢ni ukrep
CT. Na isti nacin je zorenje pozitivno vplivalo na stopnjo izrazanja BTL-
podobnega proteina, povezanega z aktivnim sekundarnim transportom
flavonoidov, ¢eprav so nanj negativno vplivali ampelotehni¢ni ukrepi.
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Slika $t. 5 - Profil izraZanja transporterjev v jagodni koZici grozdja sorte refosk —

letnik 2013.

Trte, na katerih bilo opravljeno razlistanje (UNJ); trte, na katerih je bilo opravljeno
razlistanje pred fazo cvetenja (PFLR) in trte, na katerih se je redcilo stevilo groz-
dov (CT). Faza obarvanja jagod 21. avgust 2013.

Preglednica §t. 3. Povprecja in skupni standardni odkloni pri trgatvi 2013 v po-
vezavi z izrazanjem proteinov, ki so vklju¢eni v transport antocianov v jagodni
kozici grozdja sorte refosk, razvr§c¢eni po datumu in ampelotehni¢nih ukrepih.
Dvosmerni test ANOVA po datumih in ukrepih.

Datum Test ELISA Ukrep Test ELISA | Datum x Ukrep
(A.U) (A.U)
06/08/13 0,80+0,12° UN 1,31+0,37°
21/08/13 1,19+0,17¢ PFLR 1,35+0,37°
06/09/13 1,34%0,14¢ CT
1,69%0,26*
20/09/13 1,80x0,13*
27/09/13 1,66+0,14°
F 61,00 F 3,06 F 0,69
P <0,001*** P 0,064 P 0,655
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I 4. SKLEPI

Ceprav je zaradi razli¢nih sezonskih vremenskih pogojev letnikov 2012
in 2013 tezje interpretirati rezultate testiranj grozdja sorte refosk, ti vse-
eno kazejo, da se transporterji in transportni proteini antocianov na
celi¢ni ravni izrazajo v fazah zgodnjega zorenja (zlasti med fazo pred
obarvanjem jagod in fazo obarvanja jagod). Zdi se, da v kon¢nih fazah
zorenja, ko pride do intenzivnega povecanja antocianov v jagodni kozici,
ni potrebe po ponovni proteinski sintezi.

Nasprotno pa se lahko predpostavlja, da so za kopicenje antocianov v
konénih fazah zorenja zadolZeni procesi, ki ne potrebujejo energije, tem-
ve¢ izkoriscajo pasivne mehanizme, ki temeljijo na koncentracijskem
gradientu metabolitov.

Imunoloska analiza ELISA lahko prikaze le proteinski vzorec med zore-
njem jagodne kozice, ne pa tudi dejanske aktivnosti preucevanih prote-
inov, ki se lahko regulirajo tudi med kon¢nimi fazami zorenja. Zdi se,
da je povecanje listne povrsine sorazmerno z maso pridelka, kar je bilo
dokazano z ampelotehni¢nima ukrepoma CT in PFLR, ki sta delno vpli-
vala na proteinsko sestavo v jagodni kozici.
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1ZVLECEK

Teran je za$citeno vino s priznanim tradicionalnim poimenovanjem,
pridelano iz grozdja sorte Refosk v vinorodnem okoli§u Kras. Vino je
prepoznavno po izraziti vijolicno-rdeci barvi (zaradi visokih vsebnosti
rdecih barvil — antocianov) in po srednje bogati taninski sestavi. Za-
radi visokih vsebnosti antocianov mu pripisujejo pozitivne uc¢inke na
¢lovekovo zdravije. V okviru preucevanja fenolnega potenciala grozdja
smo analizirali vsebnost ekstrabilnih polifenolov v grozdju Refosk in
vsebnost polifenolov v vinih Teran letnikov 2011, 2012 in 2013. Rezul-
tati triletne $tudije so pokazali, da vsebuje grozdje sorte Refosk veliko
ekstrabilnih antocianov (v povprec¢ju od 1528 mg/kg do 1929 mg/kg).
Povpre¢na vsebnost ekstrabilnih nizkomolekularnih proantocianidi-
nov (taninov) v grozdju je znasala od 492 do 958 mg/kg in ekstrabilnih
visokomolekularnih taninov od 1920 mg/kg do 2306 mg/kg. Vec¢ji masni
delez peck v grozdju letnika 2013 je pozitvno vplival na vsebnost ta-
ninov iz peck v grozdju. Vzorci grozdja istih letnikov z ve¢ suhe snovi
so vsebovali tudi ve¢ ekstrabilnih antocianov, skupnih polifenolov ter
predvsem v kozicah tudi ve¢ visokomolekularnih taninov, ki imajo po-
zitven vpliv tako na strukturo vina kot na zaznavo trpkosti. V vinih
Teran letnika 2011 smo dolocili najvecje povprecéne vsebnosti posamez-
nih fenolnih skupin. V enoletnih vinih letnikov 2011-2013 smo doloci-
li povprec¢ne vsebnosti skupnih antocianov v intervalu 669-936 mg/l,
vsebnost prostih antocianov pa od 209 do 325 mg/l. Ti podatki vino Te-
ran uvr$cajo med vina z nadpovprec¢no vsebnostjo antocianov. Povprec-
na vsebnost resveratrola v vinih letnikov 2011-2013 je bila 6,1-9,5 mg/1.
Vsebnost taninov v vinih se je obcutno razlikovala tako med letniki kot
med posameznimi pridelovalci. Posebnosti vina Teran se izraZzajo tudi
v osnovnih kemijskih parametrih. Z njimi smo v vseh letnikih potrdili
tipi¢ne lastnosti vin Teran: srednjo vsebnost alkohola (v povprecju 12
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vol.%), vecji ekstrakt, vecje skupne kisline ter obvezno prisotnost mlec-
ne kisline.

Kljucne besede: grozdje Refosk, vino Teran, antociani, polifenoli, nizko-
in visokomolekularni proantocianidini (tanini) grozdja, resveratrol

Polyphenol potential of Refosk grapes and
teran wines from Karst

ABSTRACT

The Teran wine is a protected wine that has a recognized traditional des-
ignation and is produced from the Refosk grape in the wine-producing
region of Karst. This wine is known for its distinctive purple-red colour
(due to high levels of red pigment — anthocyanins) and for the medium-
rich tannin composition. Due to its high content of anthocyanins, the
Teran wine is attributed to have positive effects on human health. In the
framework of the research of the grape phenolic potential, the content of
extractable polyphenols in the Refosk grape and the content of polyphe-
nols in Teran wines of vintages 2011, 2012 and 2013 were analyzed.
The results of a three-year study have shown that the Refosk grape va-
riety contains high levels of extractable anthocyanins (on average from
1528 mg/kg to 1929 mg/kg). The average content of low molecular weight
proanthocyanidins (tannins) ranged 492-958 mg/kg, while the extract-
able high molecular weight tannins content ranged 1920-2306 mg/kg.
A higher percentage by mass of seeds in the grapes of the 2013 vintage
had a positive effect on the contents of tannins in the grape seeds. Grape
samples of the same vintage containing more total soluble solids also
contained more extractable anthocyanins, total poloyphenols and, espe-
cially inside the skins, a higher amount of high molecular weight tan-
nins, which have a positive effect on the structure of the wine as well as
on the perception of bitterness. In the Teran wines of the 2011 vintage,
the average content of total anthocyanins was determined to be 669-936
mg/L, while the content of free anthocyanins was determined to be 209-
325 mg/L. These data place the Teran wine among wines with an above-
average content of anthocyanins. The average content of resveratrol in
wines of vintages 2011-2013 ranged 6.1-9.5 mg/L. The levels of tannins
in wines were considerably different in regard to different vintages as
well as different wine producers. The particularities of the Teran wine
are also expressed in basic chemical parameters. They were used to con-
firm the typical properties of Teran wines for all the vintages: medium
alcohol content (averaging 12 % vol.), a higher extract, increased total
acids, and the mandatory presence of lactic acid.
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1. UVOD

Polifenolne spojine grozdja so klju¢ne za oblikovanje tipi¢nih senzori¢-
nih lastnosti vina. Med flavonoide, najbolj zastopane polifenolne spoji-
ne rdec¢ih vin, uvr§¢amo antociane in proantocianidine (tanine grozdja).
Antociani so odgovorni za rdec¢o barvo vina (Ribéreau-Gayon, 1982),
proantocianidini pa za stabilnost barve (Somers, 1971) in grenkobo ter
trpkost (astringenco) vina (Robichaud and Noble, 1990).

Vsebnost antocianov in proantocianidinov ter njihova porazdelitev med
kozicami in peckami grozdne jagode so odvisni predvsem od sorte, pa
tudi od klimatskih in pedoloskih znacilnosti vinograda (Mattivi in sod.,
2009). Proantocianidini se izluZujejo iz kozic ter peck grozdne jagode
med maceracijo, ki je zdruZena z alkoholno fermentacijo. Nastajajoci al-
kohol (etanol) je odli¢no topilo za izluZevanje proantocianidinov iz peck
grozdne jagode. Struktura molekul proantocianidinov vpliva na njihovo
relativno trpkost in grenkobo (Gawel, 1988). V sploSnem so monomeri
bolj grenki kot trpki, vec¢je molekule proantocianidinov pa bolj trpke.
Poleg sorte in geoklimatskih pogojev v ¢asu dozorevanja grozdja vpliva-
jo na vsebnost in sestavo proantocianidinov v vinu tudi vinogradniske
tehnike, stopnja dozorelosti grozdja ter vinarske tehnologije (dolzina in
tehnika maceracije, temperatura, vsebnost alkohola, sev kvasovk itd.).
Flavonoidi izkazujejo tudi za zdravje ¢loveka pomembne antioksidativ-
ne lastnosti, (Rodrigo in sod., 2011).

Kras zaznamujejo edinstvene geografske, geoloske in klimatske znacil-
nosti, zato je bil namen raziskav preuciti polifenolne lastnosti sorte Re-
fogk v razliénih klimatskih pogojih (letnik 2011, 2012, 2013), na razli¢-
nih lokacijah znotraj cezmejnega Krasa.

2. MATERIALI IN METODE

2.1. Vzorcenje grozdja in vina

Grozdje sorte Refosk smo reprezentativno vzoréili ob ¢asu trgatve v let-
nikih 2011 (n=18), 2012 (n=31) in 2013 (n=26) v vinogradih slovenskega
in italijanskega Krasa. Grozdje je bilo vzorceno 20. 9. v letu 2011, 21. 9.
v letu 2012 in 25. 9. v letu 2013. Vzorce vina Teran smo vzorcili iz sodov
iz nerjavecega jekla ali lesenih sodov kraskih pridelovalcev vina. V treh
letih smo vzor¢ili in analizirali 82 vin razli¢nih proizvajalcev (38 letnika
2011, 22 letnika 2012 in 17 letnika 2013). Vzorcenja in analize vin so bile
narejene 10 mesecev po fermentaciji in po mlec¢nokislinski fermentaciji.
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2.2 Ekstrakcija polifenolov iz grozdja

Takoj po vzorcenju smo grozdje ohladili na 4 °C in pripravili selektiv-
ne ekstrakte koZic ter peck grozdne jagode. Uporabljena je bila posebna
ekstrakcijska metoda, ki simulira proces vinifikacije v laboratorijskih
pogojih (Mattivi in sod., 2002). KoZice in pecke 200 g naklju¢no vzorce-
nih grozdnih jagod iz reprezentativnega vzorca smo loceno izluzevali
5 dni pri 30 °C, v raztopini vode in etanola (88 : 12 v/v), ki je vsebovala
100 mg/1 SO,, 5 g/l vinske kisline in imela pH-vrednost 3.2. Med izluZze-
vanjem smo vzorce premesali 1 x na dan. Ekstrakti so bili prepihani z
dusikom in shranjeni na 4 °C do spektrofotometri¢nih analiz, izvedenih
10 mesecev po ekstrakciji.

2.3 Spektrofotometri¢ne analize ekstraktov grozdja in vina

Analize skupnih polifenolov, skupnih antocianov, nizko- in visokomole-
kularnih taninov smo izvedli s spektrofotometrom Agilent 8453 (Agilent
Technologies, Palo Alto, ZDA), po metodah di Stefano in sod. (1989), pod
optimiziranimi pogoji (Rigo in sod., 2000).

Skupne polifenole smo izrazili v mg/kg (+)-katehina sveZe mase grozdja
v ekstraktih kozic ter peck (rezultate smo sesteli) ter v mg/l (+)-katehina
v vinih. Skupne antociane smo izrazili v mg/kg sveZe mase grozdja v
ekstraktih koZic oz. mg/l v vinih.

Visokomolekularne proantocianidine smo izrazili v mg/kg cianidina
sveze mase grozdja v ekstraktih oz. v mg/l cianidina v vinih. Nizkomo-
lekularne proantocianidine, ki so reaktivni z vanilinom, smo izrazili v
mg/kg (+)-katehina sveZe mase grozdja v ekstraktih oz. v mg/l (+)-kate-
hina v vinih.

2.4 Analize monomernih antocianov in stilbenov (resveratrolov) v vi-
nih HPLC-DAD

Antociane v vinih smo analizirali s pomoc¢jo tekocinskega kromatogra-
fa visoke loc¢ljivosti z detektorjem z nizom diod (HPLC-DAD) (Agilent
Technologies 1100) (Vanzo in Vrhovsek, 2005). Posamezne antociane v
vinu smo ovrednotili v mg/I kot ekvivalente malvidin 3-glukozida.

Resveratrole (stilbene) smo analizirali s HPLC-DAD (metoda je bila raz-
vita za detekcijo cis- in trans-resveratrola v prosti obliki in vezanega z
glukozo (cis- in trans-piceid) (Mattivi in Nicolini, 1997; Vrhovsek in sod.,
1995). Vse &tiri oblike stilbenov smo ovrednotili v mg/l kot ekvivalente
trans-resveratrola.
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2.5 Osnovni fizikalno-kemijski parametri grozdja in vina

Standardne fizikalno-kemijske parametre grozdja smo doloc¢ili z urad-
nimi metodami OIV (Compendium of international methods of wine
and must analyses, Volume 1) in EU (Commision regulation EEC N.
2676/90).

Standardne kemijske parametre vin smo doloc¢ili z uradnimi metoda-
mi EU (Commision regulation EEC N. 2676/90, EC 335/2005), z izjemo
parametrov: reducirajoci sladkor in hlapne kisline, ki so bili doloc¢eni z
internimi metodami. Tako analize standardnih kemijskih parametrov
kot razliénih skupin polifenolov v vinih smo opravili 10 mesecev po
trgatvi.

3. REZULTATI

3.1 Osnovni fizikalno-kemijski parametri grozdja Refosk letnikov
2011, 2012 in 2013

Kakovost grozdja je v veliki meri odvisna od klimatskih pogojev v da-
nem letniku. Rezultati osnovnih fizikalno-kemijskih parametrov so po-
kazali velike razlike med letniki 2011, 2012 in 2013 (Slika 1). Povpre¢na
vsebnost suhe snovi (sladkorja) je bila najvecja ob ¢asu trgatve v letniku
2011, in sicer 21.7 °Brix; istocasno je bila vsebnost skupnih kislin in
jabol¢ne kisline najmanj$a. Najmanjsa povpre¢na vsebnost suhe snovi
je bila dolocena v letniku 2012, kar pripisujemo ved¢ji obremenitvi tr-
sov (povprec¢na obremenitev trsov nad 15 grozdov na trs). MoZen je tudi
vpliv daljsega obdobja pomanjkanja padavin v rastni sezoni 2012 na Kra-
su, izrazenega z moc¢nim ali zelo mo¢nim vodnim stresom (Sivilotti in
sod., 2014). Zadnji je najverjetneje vplival tudi na maso jagod. Povprec¢na
masa 100 jagod je bila v 1. 2012 193,8 g, 1. 2013 pa kar 217,7 g. Najvecjo
povprec¢no vsebnost skupnih kislin (12,1 g/1) in jabol¢ne kisline (7,1g/1)
smo dolocili v letniku 2013. (Slika 1).
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Slika 1: Osnovni fizikalno-kemijski parametri grozdja letnika 2011, 2012 in 2013 na
Krasu ob casu trgatve.
Prikazane so povprecne vrednosti in standardni odklon.

3.2 Polifenolni potencial grozdja Refosk 1. 2011, 2012 in 2013
Polifneolni profil grozdja letnikov 2011, 2012 in 2013 je prikazan na sli-
ki 2. V grozdju letnika 2012 smo dolocili povpretno najve¢ antocianov
in visokomolekularnih proantocianidinov. V grozdju letnika 2011 smo
dolo¢ili najmanjse povprecne vsebnosti nizkomolekularnih proantocia-
nidinov in tudi najve¢ skupnih polifenolov. Omenjeni letnik so pridelo-
valci in strokovnjaki ocenili kot vrhunski letnik, ki se redko pojavlja na
Krasu. Rezultati kaZejo na ugodno razmerje med nizko- in visokomole-
kularnimi proantocianidini (R=0,22). V letniku 2012 je bilo isto razmer-
je v grozdju 0,34; v letniku 2013 pa 0,49. Razmerje nizko- in visokomole-
kularnih proantocianidinov prikazuje strukturo med »kratkimi« (manj
polimeriziranimi) in »dolgimi« (bolj polimeriziranimi) tanini. Manjse
razmerje nakazuje na bolj dozorele tanine.

Povprec¢na vsebnost ekstrabilnih antocianov se je gibala od 1528 mg/kg do
1929 mg/kg svezega grozdja. Podatki za letnike 1999 in 2000 prikazujejo
povprec¢ne vsebnosti skupnih antocianov grozdja Refosk iz vinorodne
dezele Primorska, med 1100 in 1300 mg/kg, dolo¢ene z enako ekstrak-
cijsko in analitsko metodo (Vrhovsek in sod., 2002). V Crni gori so bile
v Casu trgatve letnikov 2011 in 2012 z enako metodo dolo¢ene naslednje
povprec¢ne vsebnosti skupnih ekstrabilnih antocianov: v 1035 in 862
mg/l v grozdju Cabernet Sauvignon, 960 in 1113 mg/l v grozdju Vranac
ter 456 in 517 mg/l v grozdju Kratos$ija (Pajovi¢ in sod., 2014). Rezultati
potrjujejo, da je Refosk sorta grozdja z nadpovprecno vsebnostjo antocia-
nov, kar mu daje izjemen barvni in prehranski potencial.
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Slika 2: Polifenolni profil grozdja letnika 2011 (n=18), 2012 (n=31) in letnika 2013
(n=26) na Krasu ob casu trgatve. Prikazane so povprecne vrednosti in standardni
odklon.

Vsebnost antocianov v kozicah (mg/kg kozic) se je med letniki prav tako
razlikovala. Povprecno je bilo dolo¢eno 7853 mg antocianov na kg kozic
v letu 2011, 13212 mg/kg kozic v letu 2012 in 7853 mg/kg kozic v letniku
2013. Najvecja vsebnost nizkomolekularnih proantocianidinov je bila
dolocena v letniku 2013, kar je lahko tudi posledica vecjega masnega
deleza peck in kozic v grozdju oz. jagodi (Tabela 1).

Tabela 1: Masni delez (%) peck in masni delez (%) koZic v grozdju ob ¢asu trgatve

Letnik % peck* % kozic*

2011 4,04%0,51** 15,56+2,23
2012 4,46+1,40 15,16+2,52
2013 4,61+0,98 22,48+4,03

*Masni delez (na 100 g jagod)
**Standardni odklon

Delez peck v grozdju v posameznem letniku moc¢no vpliva na vsebnosti
ekstrabilnih taninov v grozdju in v pridelanem vinu. Veé¢ji masni delez
peck v grozdju je v letu 2013 vplival na vecjo vsebnost nizko- in visoko-
molekularnih proantocianidinov iz peck v grozdju (Slika 3). V letnikih
2012 in 2011 te korelacije nismo potrdili. Prav tako nismo potrdili kore-
lacije med masnim delezem (%) kozic in ekstrabilnimi nizko- in moleku-
larnimi proantocianidini iz kozic v grozdju.
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Slika 3: Odvisnost masnega deleza peck (%) v grozdni jagodi od vsebnosti nizkomole-
kularnih (LMWP, levo) in visokomolekularnih (HMWP, desno) ekstrabilnih proanto-
cianidinov iz peck v grozdju.

V letniku 2013 smo dolo¢ili najvec taninov v peckah, v letniku 2012 pa
v kozicah (Tabela 2). Tako vsebnost kot kakovost taninov v peckah sta
zelo pomembna parametra za pridelavo kakovostnega rde¢ega vina. Niz-
komolekularni proantocianidini so odgovorni za grenkobo (Robichaud
and Noble, 1990) vina. Pri Refosku vsebujejo pecke v povprecju 70 %
nizkomolekularnih proantocianidinov in kozice 30 % (Slika 4). Dozore-
lost peck odloca o koli¢ini ekstrabilnih taninov in je klju¢na za kakovost
rdecega grozdja ter vina.

Tabela 2: Povprecna vsebnost proantocianidinov (taninov) v grozdju letnika 2011,
2012 in 2013 v koZicah ter peckah.

kozice (mg/kg) pecke (mg/kg)
LMWP HMWP LMWP HMWP
2011 138+46* 1503+579 354+108 710x£165
2012 270x116 1711£335 515*x115 595+118
2013 254+81 1225+228 704+153 695+134

LMWP - nizkomolekularni proantocianidini (mg/kg (+) katehin)
HMWP - visokomolekularni proantocianidini (mg/kg cianidin)
*Standardni odklon

Sorta grozdja Refogk, pridelana na Krasu, izkazuje ve¢ kot dve tretjini
vseh nizkomolekularnih proantocianidinov v peckah in priblizno dve
tretjini vseh visokomolekularnih proantocianidinov v kozicah. Slika 4
prikazuje delez nizkomolekularnih proantocianidinov v peckah in ko-
zicah ter delez visokomolekularnih proantocianidinov v peckah in ko-
zicah v letnikih: 2011, 2012 in 2013. Lokalizacija proantocianidinov je
vecinoma sortno pogojena, pomemben pa je tudi vpliv letnika.
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Slika 4: porazdelitev nizkomolekularnih (levo) in visokomolekularnih (desno) proan-
tocianidinov med peckami in kozicami v letnikih: 2011, 2012 in 2013.

Grozdje z vec sladkorja (izrazenega kot suha snov (°Brix)) je vsebovalo v
letih 2012 in 2013 vec¢ antocianov, skupnih polifenolov ter visokomoleku-
larnih proantocianidinov. Na sliki 5 so prikazane povpreé¢ne vsebnosti
polifenolov Cetrtine (25 %) vzorcev grozdja z najvec sladkorja v primer-
javi s preostalimi vzorci (75 %) z manj sladkorja. Vsebnost visokomole-
kularnih proantocianidinov, torej taninov, odgovorinih za strukturo in
trpkost vina, je bila v letih 2012 in 2013 vecja v grozdju z ve¢ sladkorja.
V grozdju letnika 2011 smo dolo¢ili ob¢utno vec¢ sladkorja kot v letnikih
2012 in 2013. DoseZena je bila boljsa fenolna zrelost, zato so bile razlike
med vzorci grozdja iz razliénih vinogradov manjse.

2012 . 2013 A
" FAN
KN P
- ANT;2040 ma/ke
7
ANl'y’zws mg(kg / :z ,
¢ HMWP (KOZICE): 1419 mg/kg
/’ . D ;
/ HMWPIKOZICE): 2004 me/ke 514 4 priy ‘,' \ 20,7 Brix
HMWP (K+P): 1552]9‘3/'&3 \ 25% vzorcev HMWP (K+P): zuz mg/kg ‘\ 25% vzorcev
/ POLIFENOLMK+P): 1900 mg/kg  n=7 ,/ POLIFENOLI (K+PI1901 me/ke n=5
AN

/ N /’ \\ 20,7 By

£19,4 Brix $20,7 Brix
’ \ , / : \

/ ANT:1895 mefke % 75% vzorcev / ANT: 1620 me/ke 75% vzorcev

’ \ n=26 ,' \\ n=20

Y s [/ HMWP (K4P1: 1902 me/ie S\
/' HMWP (K+P): 2197 mg/kg \ / \
/ \ / HMWP (KOZICE): 1194 mg/kg %\
’ . \ / \
Y, HMWP (KOZICE): 1615 mg/kg \ / \
/7 POLIFENOLI (K+P): 1650 me/ke %\ /; POLIFENOLI (K+P): 1709 mg/kg \\
/ \ /

Slika 5: Primerjava povprec¢nih vsebnosti antocianov, skupnih polifenolov ter visoko-
molekularnih taninov v vzorcih grozdja 1. 2012 (levo) in 2013 (desno). Vzorci z vecjo
vsebnostjo sladkorja (nad ¢rto) vsebujejo veé polifenolov v primerjavi z vzorci z manj-
$o vsebnostjo sladkorja (pod crto).

ANT- skupni antociani v grozdju

HMWZP(K+P) - visokomolekularni proantocianidini (mg/kg cianidin) v grozdju (koZice
+ pecke)

HMWP(KOZICE) - visokomolekularni proantocianidini (mg/kg cianidin) v koZicah

59



V slabsih letnikih pridelave, ki izkazujejo manj sladkorja v grozdju, so
vinogradniski postopki (npr. red¢enje grozdja) lahko odlocilni za dosego
tako vecjih vsebnosti sladkorjev kot boljse polifenolne strukture grozdja
in vina. Bolj dozorelo grozdje tako pridobi ve¢ taninov v kozicah, ki so
bolj polimerizirani in zato boljsi za senzori¢no kakovost vina. S kasnej-
$§im obiranjem grozdja sicer izboljsamo taninsko sestavo grozdja, vendar
je tveganje zaradi poslabsanja vremena v casu trgatve zelo veliko. To
lahko potrdimo tudi z dejanskimi datumi trgatve, saj so kmetje v vseh
treh letnikih vecino grozdja potrgali med 20. in 25. septembrom.

3.2 Vsebnosti polifenolov v vinu Teran

V 38 vzorcih vina Teran letnika 2011, 22 vzorcih letnika 2012 in 17 vzor-
cih letnika 2013 smo doloc¢ili skupne antociane, skupne polifenole, niz-
ko- in visokomolekularne proantocianidine. Rezultati so prikazani na
sliki 6.
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Slika 6: Polifenolni profil vina Teran letnikov 2011 (n=38), 2012 (n=22) in 2013 (n=17),
vzor¢enih na Krasu in analiziranih 10 mesecev po trgatvi. Prikazane so povprecne
vrednosti in standardni odklon.

V vinih Teran letnika 2011 smo v povprec¢ju doloc¢ili najvecéje vseb-
nosti posameznih polifenolnih skupin. Vina so bila bogata na skupnih
antocianih, ter nizko- in visokomolekularnih proantocianidinih. Prav
zadnji so odgovorni za polno strukturo vina. Letnik 2011 je bil glede
senzoricne kakovosti vina znan kot nadpovprecen, kar potrjujejo tudi
analize polifenolov. Ceprav je imelo grozdje letnika 2012 najveé ekstra-
bilnih antocianov (slika 2), smo jih v vinih dolo¢ili najmanj od vseh treh
letnikov. Najverjetnejsi vzrok za to je slabsa ekstrakcija antocianov med
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maceracijo grozdja v kleti. V posameznih vinih razli¢nih pridelovalcev
se vsebnost taninov zelo razlikuje (glede na velik standardni odklon od
povprecja), kar je posledica tako razliéne kakovosti grozdja kot razlicnih
vinifikacijskih tehnologij v kleti (Cas maceracije, temperatura, sev kva-
sovk ...). Da bi poenotili in izboljsali taninsko strukturo grozdja in vina
Teran, bi pridelovalci na Krasu morali uskladiti tehnologije v vinogradu
in v kleti.

Posamezni (prosti) monomerni antociani iz grozdja se Ze med maceraci-
jo povezejo s proantocianidini v pigmente visjih molekulskih mas, zato
se vsebnost monomernih antocianov med zorenjem vina zmanjsuje. Ker
smo opravili analize v deset mesecev starih vinih, je povprecna vseb-
nost prostih antocianov v letniku 2011 znasala 251 mg/l, v letniku 2012
209 mg/l in v letniku 2013 325 mg/l. Analize 15 vzorcev vin Teran letni-
ka 2006 (analiziranih 9 mesecev po maceraciji) so pokazale v povprecju
417 mg/l prostih antocianov (neobjavljeni podatki) ter analize 3 mesece
starih vin Cabernet Sauvignon, Refosk, Teran in Merlot letnika 2003 v
povprecju 209 mg/l (Vanzo in Vrhovsek, 2005). Poleg tehnoloskega po-
mena antocianov so raziskave v zadnjih letih potrdile tudi povezavo
med uzivanjem hrane ali pijace, bogate z antociani, in preventivo pred
kroni¢nimi obolenji, kot so: rak, kardiovaskularna in nevrodegenrativna
obolenja ter diabetes. Prosti antociani se dokazano Ze v nekaj minutah
absorbirajo iz Zelodca sesalcev in vstopajo v krvni obtok (Passamonti in
sod., 2003), od koder se nadalje absorbirajo v mozgane, jetra, ledvice in
druge organe, kjer so biolosko aktivni (Passamonti in sod., 2005, Vanzo
in sod., 2008).

Resveratrol je fitoaleksin, ki za§¢iti jagodno koZico pred razvojem sive
plesni in pred agresivnimi UV-zarki. Poleg antocianov je verjetno najbolj
znana bioaktivna spojina vina. Povprecna vsebnost vseh Stirih oblik re-
sveratrola v vinih Teran letnika 2011 je znasala 7,2 mg/l, letnika 2012
9,5 mg/l in letnika 2013 6,1 mg/l (v letniku 2006: 5,0 mg/l, neobjavlje-
ni podatki). Rezultati so skladni s podatki ostalih $tudij, kjer porocajo
o povprec¢nih vsebnostih vseh stirih oblik resveratrola v rdecih vinih,
med 5 in 7 mg/l (Mattivi 1993, Vrhovsek 1995).

3.3 Osnovni kemijski parametri vin Teran

Posebnosti Terana se izrazajo tudi v standardnih kemijskih prametrih
vina. Glede na aktualno vinsko zakonodajo so ostrejse zahteve za posa-
mezne prametre opredeljene v Pravilniku o vinu z oznako priznanega
tradicionalnega poimenovanja — teran (UL RS 43/00) in zajemajo: dejans-
ki alkohol (od 10,0 vol.% do 13,0 vol.%), skupne kisline (od 6,0 do 11,0
g/1), ekstrakt brez sladkorja (vsaj 25 g/), reducirajoci sladkor (do 4,0 g/1),
pepel (vsaj 2,0 g/1), hlapne kisline (do 0,9 g/1), skupni Zveplov dioksid (do
100 mg/l), prosti Zveplov dioksid (do 28 mg/1) in mle¢no kislino (od 1 do
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5 g/1). Te prametre se obvezno preverja tudi pri izdaji dokumentacije (od-
lo¢b) za promet z vinom. Samo vino, ki izpolnjuje zgornje zahteve pra-
vilnika in je bilo tudi senzori¢no ustrezno ocenjeno, se v prometu lahko
nahaja kot Teran PTP. Tako vina Teran uvr$§¢amo med vina s srednjo
vsebnostjo dejanskega alkohola in vecjim skupnim ekstraktom. Posebno
tipi¢na je vecja vsebnost skupnih kislin (lastnost sorte) in mlecne kisline
— zaradi obveznega bioloskega razkisa. Zagotovo pa je Teran vino z zelo

majhno vsebnostjo prostega in skupnega Zveplovega dioksida.

Tabela 4: Osnovni kemijski parametri vin Teran letnikov 2011, 2012 in 2013

letnik 2011 letnik 2012 letnik 2013
n=39* n=22 n=21
dejanski alkohol (vol. %) 12'01A*:*i;0'60 11.95+0.58 A | 12.06+0.46 A
skupni ekstrakt (g/1) 30.0£2.4 B 27.3%1.7 A 27.1*26 A
skupne kisline (g/l vins. kislina) 7.5%£0.7 A 8.0+0.8 B 7.5=0.8 AB
hlapne kisline (g/l ocet. kislina) | 0.62+0.17 B 0.45+0.11A | 0.73%0.13C
prosti SO, (mg/1) 13+3 B 12+1 A 12+4 A
skupni SO, (mg/1) 43+6 B 40+9 B 35+7 A
pH () 3.37+13 B 3.26+0.12 A 3.33+0.14 AB
mle¢na kislina (g/1) 2.1+04B 1.5+0.4 A 2.5+0.6 C
reducirajoci sladkorji (g/1) 2.5+0.7 B 1.2+0.3 A 1.3+0.7 A

* Kk Kk

* Stevilo vzorcev, **povprec¢na vrednost = standardni odklon, ***statisticno znacil-

ne razlike z LSD-testom (p=<0,05)

Doloc¢evanje osnovnih kemijskih prametrov v vinih letnikov 2011, 2012
in 2013 je pokazalo primerljive vsebnosti dejanskega alkohola. Vina let-
nika 2011 so izkazovala vecji skupni ekstrakt in relativno gostoto, vec¢jo
vsebnost prostega Zveplovega dioksida in ve¢jo vsebnost reducirajo¢ih
sladkorjev. Vina letnika 2013 so izkazovala vec¢jo vsebnost hlapnih kis-
lin in mle¢ne kisline. Dejanske razlike so prakti¢no majhne in najverjet-
neje posledica razlik v klimatskih pogojih letnikov.

4. RAZPRAVA IN SKLEPI

Namen raziskav grozdja Refosk in vina Teran je bilo natan¢no ovredno-
titi tako sorto kot geoklimatske vplive (letnika) na polifenolni profil
grozdja in vina. V triletni $tudiji (2011-2013), ki je vkljucevala grozdje
sorte Refosk iz 75 razli¢nih vinogradov in 77 razli¢nih vin Teran, smo
ovrednotili polifenolni profil grozdja in vina ter osnovne fizikalno-ke-
mijske parametre vina Teran. Pridobljeni podatki bodo pripomogli k iz-
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boljsanju kakovosti vina Teran, glavnega tradicionalnega kraskega kme-
tijskega pridelka.

V skladu s predhodnimi $tudijami smo potrdili vec¢je vsebnosti rdecih
barvil antocianov v grozdju Refosk na Krasu, kar daje znacilno inten-
zivno vijoli¢no-rde¢o barvo vinu Teran, hkrati pa pozitivno vpliva na
njegovo prehransko vrednost. Za vsebnost polifenolnih spojin je imel
letnik odloc¢ilni pomen. Poleg same vsebnosti taninov v grozdju je zelo
pomembna njihova lokalizacija (pecke ali kozZice) ter struktura. Nizko-
molekularni proantocianidini so bolj grenki, visokomolekularni pa bolj
trpki; vinu dajejo strukturo. V letniku 2013, kjer je bil masni deleZ peck
v grozdju vecji, smo dolocili vec¢jo vsebnost nizkomolekularnih taninov
v grozdju. V letnikih 2012 in 2013 smo v bolj dozorelem grozdju (vec
suhe snovi oz. sladkorja) dolo¢ili tudi vec¢ visokomolekularnih taninov v
kozicah. Visokomolekularni tanini so senzori¢no odloc¢ilni, saj vinu da-
jejo strukturo in prijetno trpkost. Ker v primeru manj dozorelega grozdja
tanini izkazujejo slabso senzori¢no kakovost, je zelo pomembna primer-
na tehnoloska zrelost grozdja v ¢asu trgatve. Pridelki na Krasu so bili
Se precej visoki (3,3-3,7 kg/trs), zato bi bilo za optimizacijo sladkorne
stopnje in taninske kakovosti grozdja zelo priporocljivo red¢enje grozdja
7e v ¢asu obarvanja jagod. Tako bi povecali vsebnost polimeriziranih
taninov kozic in izbolj$ali senzori¢ne lastnosti vina. Z ozirom na veli-
ke razlike v vsebnostih antocianov in taninov v vinih Teran razlicnih
pridelovalcev bo treba e bolj uskladiti in poenotiti tehnologije, tako v
vinogradu kot v kleti. Na ta na¢in bomo izboljsali in poenotili kakovost
vin Teran.

Primerjava osnovnih kemijskih parametrov v vinih je potrdila skladnost
s slovenskim Pravilnikom o vinu z oznako PTP Teran. Zanj je znacilna
srednja vsebnost dejanskega alkohola (12 vol.%), kar je glede na novejse
trende o zmanjSanju alkohola v vinih pozitivno tako za potro$nike kot
za pridelovalce.
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AROMATSKI PROFIL VINA TERAN
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I1ZVLECEK

V raziskavi smo doloc¢ali aromatski profil vina Teran letnikov 2011, 2012
in 2013 pridelanih v Primorski vinorodni dezeli (Kras). Osredotocili smo
se predvsem na hlapne spojine, ki nastanejo med alkoholno fermenta-
cijo. Posebno so nas zanimali estri. Ugotovili smo, da je tipi¢na sadna
aroma vina Teran posledica vecje vsebnosti etil oktanoata, ki daje vonj
po sladkem, ¢esnjah in sadju. Kot drugi najpomembne;jsi ester je bil dolo-
¢en etil heksanoat, z vonjem po jabolkih in jagodah. Tretji je bil izoamil
acetat, s sladkim, sadnim vonjem in vonjem po bananah. Sledila sta se
etil butirat s sadnim vonjem in y-butirolakton s sladkim, karamelnim in
vonjem po prazenem. Razli¢ni ampelotehni¢ni postopki (red¢enje grozd-
ja, odstranjevanje listov pred cvetenjem) v vinogradu so minimalno vpli-
vali na vsebnost analiziranih hlapnih spojin.

Klju¢ne besede: vino, arome v vinu, estri, Teran

Aromatic profile of Teran wine
ABSTRACT

The aim of the present work was to present volatile profile of Teran wine
produced in Primorska winegrowing region (Karst) in years 2011, 2012
and 2013. We have focused our research mainly on different groups of
volatile compounds formed during alcoholic fermentation, with particu-
lar interest to esters. We have determined, that the typical fruity aroma
of Teran is correlated to abundant presence of ethyl octanoate, which
gives red cherry, sweet and fruity aroma. As the second most impor-
tant ester ethyl hexanoate was determined, with its apple and strawber-
ry fruity scent. The third was isoamyl acetate, with banana, fruity and
sweet scent. They were followed by ethyl butyrate, with fruity odour
and y-butyrolactone described as sweet, toast and caramel. Different vi-
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ticulture techniques (grape thinning, leave removal before flowering)
in the vineyard shown only minimal impact on the selective volatile
compounds content.

Keywords: wine, aromas in wine, esters, Teran

1. UVOD

Teran je tipi¢no vino iz podrocja Krasa, ki sodi v Primorsko vinorodno
obmocdje v Sloveniji. Proizvodnja tega edinstvenega rdecega vina je pote-
kala Ze v Antiki. Vino Teran je pridelano iz sorte grozdja (Vitis vinifera
L.) Refosk, ki je znana po svoji intenzivni rdece-vijoli¢ni barvi. Ta je po-
sledica bogate vsebnosti antocianov in nekoliko nizje vsebnosti taninov
(Vanzo in sod., 2012). Zaradi njegove bogate vsebnosti polifenolov Teran
pozitivno vpliva na zdravje in ima visoko hranilno vrednost (Fornasario
et al., 2012). Njegove edinstvene lastnosti so izrazene v sadnem vonju,
ki spominja na sveze gozdne sadeze. Vino Teran se ve¢inoma zauzije v
enem letu, zato je aroma sorte zelo pomembna za njegov tipi¢ni okus.

Vino je alkoholna pijaca, sestavljena iz vode (80-85 % v/v), alkoholov
(predvsem etanol od 9-15 % v/v) in razliénih manjsih sestavin (~3 %).
Te manjSe sestavine predstavljajo organske kisline, sladkorji, fenoli,
dusikove spojine, encimi, vitamini, lipidi, anorganski anioni in kati-
oni ter veliko $tevilo hlapnih spojin (Revi in sod., 2014). Hlapne spoji-
ne oz. aromati¢ne spojine vina v veliki meri doloc¢ajo tudi njegov vonj
in aromo. Vonj in aroma pa pomembno vplivata na kakovost vina in
potrosnisko naravnanost kupca. Vendar so prisotne aromati¢ne spo-
jine vina zelo kompleksne, predvsem zato, ker so sestavljene iz zelo
razli¢nih skupin. Do danes so identificirali ve¢ kot 1000 spojin iz raz-
licnih kemijskih skupin, ki zajemajo Sirok spekter polarnosti, topnos-
ti in hlap-nosti: visji alkoholi, aldehidi, etilni estri mascobnih kislin,
mascobne kisline, ketoni, monoterpeni, hlapni fenoli,... idr. Koncen-
tracijsko obmocje teh spojin v vinu je lahko od nekaj ng/l do ve¢ sto
mg/l (Andujar-Ortiz in sod., 2009; Garcia-Carpintero in sod., 2012b).
Na prisotnost, odsotnost in razli¢ne deleze hlapnih spojin v vinu moc¢-
no vplivajo dejavniki pridelave (podnebije, tla, sorta, prakse pridelave
grozdja) in enoloski dejavniki (stanje grozdja, fermentacija, tretiranje
po fermentaciji) (Welke in sod., 2014).

Vse hlapne spojine v vinu ne prispevajo k njegovi aromi. Vpliv hlapne
spojine na kon¢ni vonj in aromo je odvisen od njene vsebnosti v vinu in
od njenega praga zaznave. Prag zaznave je definiran kot najniZja koncen-
tracija, ki jo lahko zazna z vonjem vsaj polovica degustatorjev, ki ocenju-
je vino (Welke in sod., 2014).
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Za ocenjevanje senzori¢nega prispevka aromatskih spojin k vonju vina
se uporablja aktivna vrednost vonja (»odor activity value«, OAV). OAV
predstavlja kvantitativni pristop k ocenjevanju prispevkov hlapnih spojin
k vonju. OAV je racunsko razmerje med vsebnostjo posamezne spojine
in njenim pragom zaznave. Hlapna spojina prispeva k vonju, ko je njena
vsebnost v vinu nad pragom zaznave, torej, ko je OAV > 1 (Pino in Queris,
2011; Welke in sod., 2014). Drugi kvantitativni faktor je relativni prispevek
vonja (»relative odor contribution«, ROC), ki predstavlja procentualni de-
lez prispevka dolocene hlapne spojine in je racunsko razmerje med OAV
za posamezno spojino in vsoto OAV tistih spojin, ki imajo OAV > 1 (Wel-
ke in sod., 2014).

Kvalitativno vrednotenje senzori¢nega prispevka pa izvajajo z deskrip-
torji vonja vsake spojine. Te deskriptorje so ugotavljali s plinsko kroma-
tografijo-olfaktometrijo (GC-O), ki uporablja za detektor ¢loveski nos. Po
locitvi spojin na kromatografski koloni ovrednotijo vonje spojin. Opisu-
jejo jih kot cvetli¢ni, sadni, zelen, vonj po topilu, vonj po plastiki, vonj
po prazenju in drugi (Welke in sod., 2014).

Cilj tega dela je predstaviti hlapni profil vina Teran, proizvedenega v Pri-
morskem vinorodnem okolisu (Kras), v letnikih od 2011 do 2013. Nase
raziskave smo osredotocili predvsem na razlicne skupine hlapnih spojin,
ki nastanejo med alkoholno fermentacijo, dolocali pa smo tudi C6 spojine
(1-heksanol, cis-3-heksen-1-0l). Posebno so nas zanimali estri, ker je od
njih obicajno odvisen vonj tipi¢nih ne-aromati¢nih sort (Etievant 1993;
Ferreira in sod., 1995). Za ta pristop smo se odlocili tudi zaradi znacil-
nega sadnega vonja vina Teran, ki je obicajno v korelaciji z izdatnimi
vsebnostmi estrov.

2. MATERIAL IN METODE

2.1 Vzorcenje

Vzorce vina Teran smo vzorcili iz sodov iz nerjavecega jekla ali lese-
nih sodov kraskih pridelovalcev vina. Za vsak vzorec smo odvzeli 0,75 1
vina. V treh letih smo odvzeli 82 vin razli¢nih proizvajalcev (39 letnika
2011, 22 letnika 2012 in 21 letnika 2013), 9 mesecev po fermentaciji, po
konc¢ani mlecnokislinski fermentaciji in pred stekleni¢enjem. Analize
smo izvajali mesec dni po vzoréenju.

2.2 Vinogradniski poskusi

V letih 2012 in 2013 smo s pomocjo vinogradniskih poskusov Zeleli preu-
¢iti uc¢inek nekaterih ampelotehni¢nih del v vinogradu na aromatski
potencial vina Teran. V dveh poskusnih vinogradih, na obmodju
Dutovelj, je bila zastavljena primerjava med naslednjimi vzgojnimi
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oblikami in vinogradniskimi tehnologijami: latnik kontrola (1), latnik
50% redcenje grozdja v fazi obarvanja jagod (2), enojni guyot kontrola
(3), enojni guyot 50% redc¢enje grozdja v fazi obarvanja jagod (4), enojni
guyot odstranjevanje listov v predelu grozdja pred cvetenjem (5).
Grozdje razlicnih obravnavanj smo loceno vinificirali in v poskusnih
vinih analizirali hlapne spojine po 9 mesecih zorenja (letnik 2013) in po
21 meseci zorenja (letnik 2012) v inoks posodah.

Ocenjevalna komisija, sestavljena iz enajstih degustatorjev, je vina tudi
senzori¢no ocenila in sicer intenziteto sortne arome vina Teran in inten-
ziteto sadne arome. Pri izracunu povprec¢ja, smo minimalno in maksi-
malno oceno izlod¢ili.

2.3 Analitske metode

Osnovne fizikalno-kemijske parametre vina Teran smo dolo¢ili s stan-
dardnimi EEC-metodami (Commission Regulation, 1990).

Hlapne spojine v vinu smo analizirali v dveh korakih. Najprej smo iz-
vajali ekstrakcijo z diklorometanom, sledila pa je dolocitev s plinskim
kromatografom, sklopljenim z masnim spektrometrom (Bavcar in sod.,
2011a; Bavéar in sod., 2011b; Bavcar in Basa Cesnik, 2011).

2.4 Statisticna analiza

Podatke smo zbrali in uredili z uporabo Excela (Microsoft Office Profes-
sional Plus 2010) in analizo variance (one-way ANOVA), ki smo jo upora-
bili za primerjavo fizikalno-kemijskih lastnosti in vsebnosti aromatskih
spojin. Izvedli smo jo z uporabo statisti¢cnega programskega paketa Stat-
graphics® Centurion XVI (StatPoint Technologies).

3. REZULTATI IN RAZPRAVA

Osnovni fizikalno-kemijski parametri Terana letnikov 2011, 2012 in 2013
so prikazani v Tabeli 1. Rezultati kaZejo, da razlike med letniki niso
velike in so verjetno le posledica razlicnih podnebnih pogojev. Lahko
zaklju¢imo, da vino Teran vsebuje zmerno stopnjo alkohola (12 % vol),
da ima vecje vsebnosti celokupnega ekstrakta in skupnih kislin, ter ima
presenetljivo nizke vsebnosti prostega in skupnega zveplovega dioksida.
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Tabela 1: Standardni fizikalno-kemijski parametri Terana letnik 2011, 2012 in 2013

letnik 2011 letnik 2012 letnik 2013
n=39 n=22 n=21
alkohol (vol. %) 12.01+0.60° A? 11.95+0.58% AP 12.06+0.46% AP
ekstrakt (g/1) 30.0+2.4¢ BP 27.3%+1.7¢ A¥ 27.1%2.6% AP
skupne kisline (g/ vinska kislina) 7.5+0.7% A 8.0+0.8* Bf 7.5+0.8% ABP
hlapne kisline (g/l ocetna kislina)| 0.62+0.17° B 0.45+0.11° A? 0.73+0.13°CP
prosti SO, (mg/l) 13+3*B? 12+1¢ AP 12+4% AP
skupni SO, (mg/l) 43+6° B 40+9° B 35+79 AP
pH 3.37+13° Bf 3.26+0.12° A? 3.33+0.14° ABP
relativna gostota 0.9958+0.0001° B? [ 0.9948+0.0007 * AP|0.9946+0.0008° A?
mlecna kislina (g/1) 2.1+0.4% B 1.5+0.4% AP 2.5+0.6° CP
reducirajoci sladkorji (g/1) 2.5+0.7¢Bf 1.2+0.3¢ AP 1.3+0.7* AP

“-za vse podatke je predstavljena povpre¢na vrednost * standardni odklon
P_statisticno znacilne razlike z LSD testom (p=<0,05) so oznacene z A, B, C i

Rezultati raziskave vsebnosti izbranih hlapnih spojin so prikazani v Ta-
beli 2. Ugotovili smo, da vina Teran vsebujejo visoke vsebnosti 1-heksa-
nola (povprecna vrednost treh letnikov je bila 1292 ug/l) in signifikantne
vsebnosti 2-fenil-etil-acetata (povprecna vrednost treh letnikov je bila
49 ug/l), izoamil acetata, benzaldehida, benzil alkohola, cis-3-heksen-1-
ola, etil butirata, etil dekanoata, etil dodekanoata, etil heksadekanoata,
etil heksanoata in etil oktanoata.
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Tabela 2: Vsebnosti hlapnih spojin (ug/l) vin Teran letnikov 2011, 2012 in 2013 in njihovi pragi zaznave ((a) Li in sod., 2008; (b) Duarte in sod.,
2010; (c) Garcia-Carpintero in sod., 2012a; (d) Rocha in sod., 2004, 2005, (e) Sdnchez-Palomo in sod., 2012; (f) Garcia-Carpintero in sod., 2014;

(g) Welke in sod., 2014)

letnik 2011, n=39

letnik 2012, n=22

letnik 2013, n=21

prag zaznave

min - maks povprecje min - maks povprecje min - maks povprecje
aldehidi
n-heksaldehid (kapronaldehid) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
benzaldehid n.d.-91 818 AP <LOQ-10 43¢ AP <1L0Q-75 16+20° B 350 (c, e, f)
benzil alkohol 42 - 799 164+152¢ AP 67 - 474 16390 AP 42 - 842 285+210° B 200000 (¢ )
C6 spojine
1-heksanol 310 - 2538 1205+454% AP 632 -2218 |1227+462° ABP| 598 - 3008 1522+672¢BF | 8000 (a, b, ¢, e, f)
cis-3-heksen-1-ol 15-125 50+24% AP 18 - 190 55+35¢ AP 23-278 103+67° B 400 (c, e, f)
estri
2-fenil-etil-acetat 13 - 108 51+24% BP 15 - 72 35+16% AP 41-90 62+14° CP 250 (b, ¢, e, )
etil butanoat (etil butirat) 30 - 301 116+52¢ B 57 - 104 80+14% AP 37 - 245 108+44° B 20 (a, b, c, e, )
etil dekanoat (etil kaprat) 29 - 237 84+45% BP 23 - 84 56+16% AP 73 - 291 184+57¢ CP 200 (a, b, c, e, f)
etil dodekanoat (etil laurat) n.d. - 46 29+25% AP nd.-13 84 AP n.d. - 56 4014 AP 3500 (f)
etil heksadekanoat (etil palmitat) | <LOQ - 717 84+141% AP 1-152 26+42% AP 2-751 92+163® AP 1500 (a, f)
etil heksanoat (etil kaproat) 81-304 186+49° BP 84 - 211 15736 AP 132 - 300 191+43° B 14 (a, b, c, e, f)
etil oktanoat (etil kaprilat) 105 - 376 216+59° B 88 - 259 170+41¢ AP 118 - 253 187+41¢ AP 5(a,b,c el
heksil acetat n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1500 (a, ¢, e, f)
izoamil acetat 163 - 803 393+143° B 163 - 563 264+82% AP 232 - 609 406+98° BP 30 (c, e, 1)
laktoni
y-butirolakton 6840 - 18907 | 140363408 BF | 4444 - 12999 [9423+2449% AP| 8401 - 19879 |14512+2983° B 5000 (d)
ketoni
f-ionon n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 3,5 (b)

@ prikazane so povprecne vrednosti in standardna devijacija, n.d. pomeni spojina ni bila detektirana, <LOQ pomeni pod mejo kvantitativne

dolocitve metode

P statisticno znadilne razlike z LSD testom (p<0,05) so oznadene z A, B, C
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Primerjava med letniki je pokazala, da ima letnik 2012 nekoliko niZje
vsebnosti 2-fenil-etil-acetata, izoamil acetata, benzaldehida, etil butirata,
etil dekanoata, etil dodekanoata, etil heksadekanoata, etil heksanoata, etil
oktanoata in y-butirolaktona kot letnika 2011 in 2013. Najvisje vsebnosti
vseh najdenih spojin, razen etil oktanoata smo potrdili pri letniku 2013.

Za oceno senzori¢nega prispevka posameznih hlapnih spojin k vonju
vina, smo izrac¢unali OAV in ROC vrednosti. Glede na izra¢une je naj-
pomembnejsa hlapna spojina vina Teran etil oktanoat, ki ima sladek,
¢esnjev, sadni vonj. Drugi najpomembnej$i hlapni spojini sta izoamil
acetat, ki ima sladek, bananin, sadni vonj in etil heksanoat, ki ima sadni,
jabol¢ni in jagodni vonj. Pomembni sta $e etil butirat s sadnim vonjem in
y-butirolakton s sladkim, karamelnim in vonjem po prazenem. Rezultati
so predstavljeni v Tabeli 3.

Tabela 3: OAV (odor activity value) in ROC (relative odor contribution v %) vrednosti
hlapnih spojin, signifikantnih za aromo Terana v letih 2011-2013

OAV ROC (%

2011 2012 2013 2011 | 2012 | 2013
Aldehidi
n-heksaldehid (kapronaldehid) 0 0 0 / / /
benzaldehid 0,02 0,01 0,05 / / /
benzil alkohol 0,001 0,001 0,001 / / /
C6 spojine
1-heksanol 0,2 0,2 0,2 / / /
cis-3-heksen-1-ol 0,1 0,1 0,3 / / /
Estri
2-fenil-etil-acetat 0,2 0,1 0,2 / / /
etil butanoat (etil butirat) 5,8 4,0 5,4 7,4 6,7 7,4
etil dekanoat (etil kaprat) 0,4 0,3 0,9 / / /
etil dodekanoat (etil laurat) 0,01 0,002 0,01 / / /
etil heksadekanoat (etil palmitat) 0,1 0,02 0,1 / / /
etil heksanoat (etil kaproat) 13,3 11,2 13,7 17,0 18,8 18,8
etil oktanoat (etil kaprilat) 43,1 33,9 37,3 55,2 56,7 51,2
heksil acetat 0 0 0 / / /
izoamil acetat 13,1 8,8 13,5 16,8 14,7 18,6
Laktoni
y-butirolakton 2,8 1,9 2,9 3,6 3,1 4,0
Ketoni
B-ionon 0 0 0 / / /
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Kljub temu, da je veliko analiziranih spojin v vinu Teran pod OAYV, imajo
lahko sinergijski u¢inek in bi lahko imele pozitiven vpliv na njegov vonj.
Znano je, da OAV ne daje dokon¢nega odgovora na to, kako posamezna
spojina vpliva na vonj vina. Vsebnost nekaterih spojin se lahko precej
razlikuje med vzorci, vendar imajo kljub temu malo ali ni¢ u¢inka na
senzori¢ne lastnosti teh vin. To je lahko posledica maskiranja, oziroma
povecanja u¢inka hlapnih in nehlapnih spojin v vinu pri razli¢nih vseb-
nostih (Benkwitz in sod., 2012).

V letih 2012 in 2013 smo s pomocjo vinogradniskih poskusov Zeleli pre-
uciti ucinek nekaterih ampelotehni¢nih del v vinogradu na aromatski
profil vina Teran. Na obmocju Dutovelj so bili v dveh poskusnih vino-
gradih izvedni sledeci postopki: 1 — latnik kontrola (brez ukrepa), 2 - lat-
nik s 50% redukcijo grozdja (odstranitev drugega grozda na vsaki trtni
mladiki v fazi obarvanja jagod), 3 — enojni guyot kontrola (brez ukrepa),
4 — enojni guyot s 50% redukcijo grozdja (odstranitev drugega grozda na
vsaki trtni mladiki v fazi obarvanja jagod), 5 — enojni guyot z odstranje-
vanjem listov v predelu grozdov pred cvetenjem (odstranitev 4 do 5 ba-
zalnih listov na vsaki trtni mladiki). V vinu pridelanem iz tega grozdja
smo dolocili vsebnost nekaterih hlapnih spojin. Rezultati so prikazani
na Sliki 1 in v Tabeli 4. Vsebnost benzaldehida je bila v letniku 2013 pri
poskusu v latniku s 50% redukcijo grozdja nekoliko visja od kontrole,
ravno tako vsebnost etil heksadekanoata, le da pri letniku 2012. Vseb-
nost benzil alkohola je bila v letniku 2012 pri poskusu v enojnem guyotu
z odstranjevanjem listov pred cvetenjem nekoliko vecja kot pri kontroli,
vsebnost etil dekanoata pa pri istem poskusu nekoliko manjsa kot pri
kontroli. Splo$no lahko potrdimo, da ampelotehni¢na dela niso bistveno
vplivala na vsebnost analiziranih hlapnih spojin.

Kljub neznacilnim razlikam v vsebnosti posameznih analiziranih hlap-
nih spojin razliénih vinogradniskih poskusov, je senzori¢na ocena pos-
kusnih vin pokazala pri letniku 2013 visje zaznave sadnih arom pri
vzgojni obliki latnik' kot pri vzorcih vzgojne oblike 'guyot'. Vzrok je lah-
ko v stopnji zrelosti grozdja, ki posledi¢no lahko vpliva na aromo vina.
V vinih letnika 2012 (21 mesecev starana vina) je bila zaznava sadnosti
vi$ja pri vzgojni obliki 'guyot' v primerjavi z vzgojno obliko 'latnik'. Naj-
vi$jo zaznavo sortne arome vina Teran smo pri letniku 2013 opazili pri
vzorcu ampelotehnike guyot z odstranjevanjem listov v predelu grozdja
pred cvetenjem.

Tako intenziteta sortne kot tudi sadne arome terana sta bili v letniku
2013 visji kot v letniku 2012, kar nakazuje na dejstvo, da imajo vina Te-
ran v prvem letu zorenja visje zaznave sadnosti in sortnosti v primerjavi
s staranimi vini.
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Tabela 4: Vpliv ampelotehnicnih del v vinogradu na vsebnosti hlapnih spojin (ug/l) v vinih Teran letnika 2012 in 2013

2012 2013

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Aldehidi
n-heksaldehid (kapronaldehid) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
benzaldehid 2+2¢ 3=*2¢ 4+2¢ 4+2¢ 4+2¢ 3+2¢ 9+2¢ 6+2¢ 8+2¢ 6+2¢
benzil alkohol 180=*3¢ 205+3¢ 284+3° 266+3° 364+3° 329+3° 359+3¢ 311+3¢ 346+3¢ 292+3¢
C6 spojine
1-heksanol 1278+3¢ 13463 1379+3¢ 1343+3¢ 1242+3¢ 1285+3° 1337+3° 1232+3° 1253 +£3° 1215+3°
cis-3-heksen-1-ol 44+1° 49+1¢ 50+1¢ 461 52+1° 51+1° 62+1° 58+1° 59+1° 56+£1°
Estri
2-fenil-etil-acetat 50x1¢ 49+1¢ 58+1¢ 54+1° 71x1¢ 661 661 59+1¢ 64+1° 57+1¢
etil butanoat (etil butirat) 123=*2¢ 120=*2¢ 264+2¢ 286+2° 129+2¢ 147 +2¢ 109+2¢ 114+2¢ 109+2¢ 104+2¢
etil dekanoat (etil kaprat) 236+6° 310+6° 337+6° 322+6° 1636 1706 1686 1696 170x6¢ 1726
etil dodekanoat (etil laurat) n.d. 33+4° n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
etil heksadekanoat (etil palmitat) 10+2¢ 25+2¢ 17x2¢ 14+2¢ 17x2¢ 28+2¢ 22+2¢ 24+2¢ 24+2¢ 25+2¢
etil heksanoat (etil kaproat) 156=+2¢ 168=+2¢ 147+2¢ 145=+2¢ 170=%2¢ 158=+2¢ 153+2¢ 156+2¢ 160+2¢ 159+2¢
etil oktanoat (etil kaprilat) 134=+3¢ 1373 162+3¢ 154+3¢ 127+3¢ 129+3¢ 134+3¢ 131+3¢ 132+3¢ 132+3¢
heksil acetat n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
izoamil acetat 331+2¢ 325+2¢ 307+2¢ 315+2¢ 329+2¢ 320+2¢ 332+2¢ 345+2¢ 362+2¢ 351+2¢
laktoni
y-butirolakton 13887+2°% 14065+2% 12605%+2% 12362+2% 14602+2% 13288%2% 14907+2% 14954+2% 15852+2% 15940+2°
ketoni
B-ionon n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

“ Prikazane so vsebnosti in standardna deviacija obnovljivosti metode, n.d. pomeni spojina ni bila detektirana
1 - latnik kontrola, 2 - latnik s 50% redukcijo grozdja, 3 — guyot kontrola, 4 — guyot s 50% redukcijo grozdja, 5 - guyot z odstranjevanjem listov v pre-

delu grozdja pred cvetenjem




I 4. SKLEPI

Rezultati nase raziskave kazejo, da so estri dominantna skupina fermen-
tacijskih arom v vinu Teran, ki pomembno prispevajo k njegovi sadni
aromi. Na aromatski profil vina Teran je najbolj vplivala spojina etil ok-
tanoat, ki daje vonj po sladkem, ¢e$njah in sadju. Drugi najpomembne;jsi
ester je bil etil heksanoat, z vonjem po jabolkih in jagodah, tretji pa izoa-
mil acetat, s sladkim, sadnim vonjem in vonjem po bananah. Sledila sta
Se etil butirat s sadnim vonjem in y-butirolakton s sladkim, karamelnim
in vonjem po praZenem.

Vinogradniski poskusi z razlicnimi gojitvenimi oblikami in ampeloteh-
ni¢nimi tehnologijami (latnik, enojni guyot, redc¢enje grozdja, odstranje-
vanje listov pred cvetenjem) niso imeli vec¢jega vpliva na vsebnost analizi-
ranih hlapnih spojin. Kljub temu pa so vinogradniski poskusi vplivali na
senzori¢no zaznavo sadnosti in sortnosti vina Teran. Intenziteta sadne in
sortne arome vina je bila visja pri mladih vinih (9 mesecev, letnik 2013)
kot pri starejsih (21 mesecev, letnik 2012), kar nakazuje, da je sadnost in
sortnost vina Teran najintenzivnejsa v prvem letniku predelave.

I 5. ZAHVALA

Zahvaljujemo se vinarjem iz Krasa za vzorce in vinarju Borisu Lisjaku
za opravljene vinogradniske poskuse in vinifikacije poskusnih vin.

Za pomo¢ pri izvedbi meritev se avtorji zahvaljujemo Mateji Fortuna,
Ivi Kmeti¢ Cegnar in Nadi Bizjak, sodelavkam Centralnega laboratorija
Kmetijskega instituta Slovenije.

Delo na projektu Agrotur je financirano v okviru Programa cezmejnega
sodelovanja Slovenija-Italija 2007-2013 iz sredstev Evropskega sklada za
regionalni razvoj in iz nacionalnih sredstev.
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IZVLECEK

V Teranu, pridelanem na Krasu, smo analizirali hlapne fenole: 4-etilfe-
nol, 4-vinilfenol, 4-etilgvajakol in 4-vinilgvajakol. Triletno spremljanje
vina (letnik 2011, 2012 in 2013) je pokazalo, da so vse omenjene neza-
zelene spojine prisotne v Teranu, vendar njihove vsebnosti ne vpliva-
jo negativno na senzori¢ne lastnosti Terana. Delezi vzorcev, ki so imeli
vsebnost hlapnih fenolov nad pragom zaznave v obdobju 2011-2013, so
znaSali: 7.3 % za 4-etilfenol, 98.8 % za 4-vinilfenol 25.6 % za 4-etilgva-
jakol in 91.5 % za 4-vinilgvajakol. Podatki iz literature so pokazali, da
so vsebnosti hlapnih fenolov v Teranu primerljive z vsebnostmi hlapnih
fenolov v rdec¢ih vinih, proizvedenih v svetu. V Teranu smo analizirali
tudi 11 razlicnih biogenih aminov. Skoraj pri vseh vzorcih smo dolo¢ili
putrescin in etanolamin, pri pribl. 60 % delezu vzorcev smo dolocili
tudi tiramin, histamin in metilamin, zadnjega v nizkih koncentracijah.
Pri tretjini vzorcev smo dolocili kadaverin in butilamin ter pri desetini
vzorcev 2-metilbutilamin. Triptamin smo dolocili le pri enem vzorcu,
heksilamina pa nismo dolocili pri nobenem vzorcu. Izvedli smo tudi
mikrobiolo$ko analizo.

Kljucne besede: vino, biogeni amini, hlapni fenoli, Teran
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Volatile phenols and biogenic amines in
wine Teran

ABSTRACT

Volatile phenols, 4-ethylphenol, 4-vinylphenol, 4-ethylguaiacol and
4-vinylguaiacol were analyzed in Teran wine produced in Karst
region. Three year monitoring (vintage 2011, 2012, 2013) showed that
all four undesirable compounds are present in Teran wine, however
their content does not negatively influence sensory characteristics of
wine. The percentage of samples, which showed contents of volatile
phenols above odour threshold values were 7.3 % for 4-ethylphenol,
98.8 % for 4-vinylphenol, 25.6 % for 4-ethylguaiacol and 91.5 % for
4-vinylguaiacol during 2011 — 2013 period. Data from literature showed
that volatile phenols contents in Teran are comparable with volatile
phenols contents in red wines produced worldwide. In Teran we also
analyzed 11 different biogenic amines. Almost in all samples putrescine
and ethanolamine were determined, in approx. 60 % of the samples we
determined also tyramine, histamine, and methylamine, the latter in low
concentrations. In one-third of the samples were determined cadaverine
and butylamine, and in the tenth of the samples 2-methylbutylamine.
Tryptamine was detected only in one sample, hexylamine was not
detected. Microbiological analysis was also performed.

Keywords: wine, biogenic amines, volatile phenols, Teran

1. UVOD

Nezazelene arome vina so eden izmed najbolj kriticnih problemov v eno-
logiji. Zmanjsujejo senzori¢no kakovost vina in povzrocajo gospodarske
izgube v njegovi proizvodnji. Ena izmed nezazelenih arom je tako ime-
novani znacaj vina »Brett«, ki je povezan s prisotnostjo etilfenolov (4-e-
tilfenol in 4-etilgvajakol) in vinilfenolov (4-vinilfenol in 4-vinilgvajakol)
v vinu (Pizarro in sod., 2012). Nizka vsebnost teh spojin pozitivno vpliva
na kompleksno aromo vina, po drugi strani pa vsebnost nad senzori¢-
nim pragom negativno vpliva na celotno aromo vina (Silva in sod., 2011).
4-etilfenol daje vinu vonj po konjskem znoju in usnju (Larcher in sod.,
2007). 4-etilgvajakol daje vinu vonj po opec¢enem kruhu in dimu (Garcia-
Carpintero in sod., 2014). 4-vinilfenol prispeva vonj po oblizu, tudi ko je
pod pragom zaznave, vendar manj negativno, ko je v vinu prisoten tudi
4-vinilgvajakol. 4-vinilgvajakol prispeva k pikantni aromi. Mesanice
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etilfenolov v rdecem vinu dajejo stabilne vonje in vonje po Zivalih (Lar-
cher in sod., 2007). Po podatkih iz literature so pragi zaznave sledeci:
440 pg/l za 4-etilfenol, 180 ug/l za 4-vinilfenol, 33 ug/l za 4-etilgvajakol
in 40 pg/l za 4-vinilgvajakol (L6pezin sod., 2002). Nekateri avtorji poro-
¢ajo celo o vi§jih pragih zaznave za rdeca vina: 620 ug/1 za 4-etilfenol in
140 ug/l za 4-etilgvajakol (Alanén in sod., 2013). Za 4-vinilgvajakol so
porocali celo o pragu zaznave 10 mg/l (Garcia-Carpintero in sod., 2012)
in za vinilfenole 770 ug/l (Pour Nikfardjam in sod., 2009).

Hlapni fenoli nastajajo predvsem pri metabolizmu hidroksicimetnih kis-
lin s kvasovkami Brettanomyces/Dekkera, ki vkljuc¢uje zaporedno delo-
vanje dveh encimov. Prvi, cinamat dekarboksilaza, cepi fenolne kisline
neposredno v vinilfenol in vinilgvajakol (p-kumarna kislina se razcepi
v 4-vinilfenol in ferulna kislina se razcepi v 4-vinilgvajakol). Potem vi-
nilfenol reduktaza pretvori 4-vinilfenol v 4-etilfenol in 4-vinilgvajakol
v 4-etilgvajakol (Oelofse in sod., 2009; Saez in sod., 2011; Silva in sod.,
2011; Valentao in sod., 2007). Znano je, da lahko te kvasovke rastejo med
skladisc¢enjem steklenic vina v daljSem ¢asovnem obdobju, tako da na-
stali 4-etilfenol in 4-etilgvajakol lahko presegata senzori¢ne zaznave po
prvih mesecih skladi$¢enja (Renouf in sod., 2007). Primerna higiena in
zveplanje vina ter sodov lahko preprecijo razvoj teh nezazelenih kva-
sovk (Valentdo in sod., 2007).

Do danes je bilo iz grozdnega mosta in vina izoliranih 25 razli¢nih vrst
mlec¢nokislinskih bakterij (MKB) iz rodov Lactobacillus, Pediococcus,
Oenococcus, Leuconostoc in Weissella. Po alkoholni fermentaciji MKB
pretvorijo L-jaboléno v L-mle¢no kislino. Tako imenovana jabol¢no-
mlec¢nokislinska fermentacija (JMKF) primarno vodi do bioloskega raz-
kisa, vendar tudi do sprememb v aromi vina in mikrobioloske stabilnos-
ti. Kljub pozitivnemu vplivu na kakovost vina, pa so nekateri sevi MKB
odgovorni tudi za nastanek razli¢nih bolezni vina. Tudi tvorba biogenih
aminov je ve¢inoma posledica mikrobioloske aktivnosti nekaterih sevov
MKB med vinifikacijo (Konig in Frohlich, 2009; Petri s sod., 2013). Med
biogenimi amini so histamin, tiramin in putrescin najpogostejsi v vinu.
Njihova koncentracija se navadno poveca med JMKF. Ostali amini, npr.
metilamin, etilamin, feniletilamin, izoamilamin in kadaverin, ki so lah-
ko prisotni Ze v grozdnem mostu, pa lahko nastanejo ali se razgradijo
med vinifikacijo (Lonvaud-Funel, 2001).

Zakonodaja nekaterih drzav dovoljuje zavrnitev vina z vsebnostjo hista-
mina, ki je visja od zakonskih omejitev. Zgornje meje za histamin v vinu
so v nekaterih evropskih drZavah naslednje (mg/l, histamin): Nemdcija
(2), Nizozemska (3), Finska (5), Belgija (od 5 do 6), Francija (8), Svica in
Avstrija (10) (Smit s sod., 2008).

81



Da bi na Krasu ugotovili nivo spojin, ki jih ne zelimo v vinu, smo izvedli
monitoring biogenih aminov in hlapnih fenolov v vinu. Tako smo v letih
od 2011 do 2013 spremljali vsebnosti hlapnih fenolov in biogenih ami-
nov v Teranu, pridelanem na Krasu. Delo je potekalo v okviru projekta
AGROTUR, katerega cilj je ocena trenutnih tehnologij Terana in izbolj-
sanje njegove mikrobioloske kvalitete.

2. MATERIAL IN METODE

2.1 Vzorcenje

Vzorce vina Teran smo zbrali iz sodov iz nerjavecega jekla ali lesenih
sodov kraskih pridelovalcev vina. V treh letih smo odvzeli 82 vzorcev
vin razli¢nih proizvajalcev (39 letnika 2011, 22 letnika 2012 in 21 let-
nika 2013), 9 mesecev po fermentaciji in po koncani mlec¢nokislinski
fermentaciji.

2.2 Analitske metode

Osnovne fizikalno-kemijske parametre Terana smo dolocili s standard-
nimi EEC- metodami (Evropska Unija, 1990).

Ekstrakcijo hlapnih fenolov iz vina smo izvajali z dietiletrom, dolocitev
v ekstraktih pa s plinskim kromatografom, sklopljenim z masnim spek-
trometrom.

Za analizo vsebnosti biogenih aminov smo vzorce vina razreddili z
metanolom in vzorec derivatizirali z ortoftalaldehidom ob prisotnosti
2-merkaptoetanola in boratnega pufra s pH-vrednostjo 10,5. Tako smo
dobili fluorescirajoc¢e derivate biogenih aminov, ki smo jih nato dolocali
z visokotla¢no tekoc¢insko kromatografijo (Agilent 1100, HP), v povezavi
z fluorescen¢nim detektorjem (G1321A, Agilent 1100, HP). Detekcija je
potekala pri valovni dolzini 445 nm, medtem ko je vzbujanje fluorescen-
ce potekalo pri valovni dolzini 356 nm. Kot mobilno fazo smo uporabili
(A) metanol in (B) 0,05 M raztopino natrijevega acetata ter tetrahidrofu-
rana v razmerju 96 : 4.

Stevilo MKB smo dolo¢ili s klasi¢no gojitveno metodo na trdnem selek-
tivnem gojis¢u MRS (Biolife, Italija) z dodanim 50 mg/l cikloheksimi-
dom in 2 % paradiznikovim sokom. Na selektivno gojisce smo razmazali
od 0,1 do 1 ml vzorca in anaerobno inkubirali pri 25 °C.
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B 3. REZULTATI IN RAZPRAVA

Osnovni fizikalno-kemijski parametri Terana letnikov 2011, 2012 in 2013
so prikazani v Tabeli 1. Teran je vino z zmernim nivojem alkohola in po-
visano kislostjo (nizjimi pH-vrednostmi). Nizji pH je lahko neugoden za
rast kvasovk Brettanomyces/Dekkera, vendar nizka vsebnost alkohola in
nizka vsebnost SO, lahko povecata tveganje za mikrobiolosko kvarjenje
vina. Pri $tevilnih avtorjih se je pokazalo, da je 0,8 mg/l molekularnega
SO, optimalna meja za nadzor skoraj vseh kvasovk in bakterij (Du Toit in
sod., 2005). Ker pa je vsebnost prostega SO,, dolo¢ena v Teranu, nizka, je
molekularna vsebnost SO, veliko niZja od tiste, ki je potrebna za zavira-
nje rasti kvasovk Brettanomyces/Dekkera.

Tabela 1: Standardni fizikalno-kemijski parametri Terana, letniki 2011, 2012 in 2013

letnik 2011 letnik 2012 letnik 2013
povprecje povprecje povprecje
alkohol (vol. %) 12,01 11,95 12,06
molekularni SO, (mg/1) 0,35 0,40 0,35
prosti SO, (mg/l) 13 12 12
skupni SO, (mg/l) 43 40 35
pH-vrednost 3,37 3,26 3,33
skupne kisline (g/l, vinska kislina) 7,5 8,0 7,5
hlapne kisline (g/l, ocetna kislina) 0,62 0,45 0,73
reducirajoci sladkor (g/1) 2,5 1,2 1,3

Rezultati vsebnosti hlapnih fenolov in njihovih pragov zaznave so po-
dani v Tabeli 2. V Teranu smo doloc¢ili visoke vsebnosti 4-vinilfenola,
nizje vsebnosti 4-etilfenola in 4-vinilgvajakola ter najnizje vsebnosti 4-e-
tilgvajakola. Delez vzorcev nad pragom zaznave (Alaién in sod., 2013;
Loépezin sod., 2002) je bil v obdobju 2011-2013, 7,3 % za 4-etilfenol, 98,8
% za 4-vinilfenol, 25,6 % za 4-etilgvajakol in 91,5 % za 4-vinilgvajakol.

Tabela 2: Vsebnosti hlapnih fenolov (ug/l) v Teranu v letnikih 2011, 2012 in 2013 ((a)
Alanén in sod., 2013; (b) Lépezin sod., 2002)

4-etilfenol 6 - 465 86113 23 -593 230+166 6 - 953 265+263 620 (a)
4-vinilfenol | 366 - 3438 | 1141£576 | 423 - 2454 | 1454+640 | 90 - 3376 | 1360+844 180 (b)
4-etilgvajakol 6 - 441 54+98 6-479 85+102 9-250 90+78 140 (a)
4-vinilgvajakol | 28-750 | 125+123 | 53-460 | 15087 | 19-345 | 110+87 40 (b)
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Povprecne vsebnosti so znagale v obdobju 2011-2013 153 ug/l za 4-etil-
fenol, 1265 g/l za 4-vinilfenol, 69 ug/l za 4-etilgvajakol in 128 ug/l za
4-vinilgvajakol.

Primerjava rezultatov s podatki iz literature je pokazala, da smo dolo¢ili
podobne vsebnosti 4-etilgvajakola v Teranu kot Spanci v rde¢em vinu,
staranem v hrastovih sodih. Tudi vsebnosti 4-etilfenola, 4-vinilfenola in
4-vinilgvajakola so primerljive z vsebnostmi v vinih navedenimi v lite-
raturi. Primerjava je prikazana v tabeli 3.

Tabela 3: Primerjava vsebnosti hlapnih fenolov (ug/l) s podatki iz literature ({a) Pi-
zarro in sod., 2012, (b) Pizarro in sod., 2007, (c) Dominguez in sod., 2002, (d) Smit in
sod., 2003, (e) Diez in sod., 2004, (f) Lépez in sod., 2002, (g) Garcia-Carpintero in sod.,
2012, (h) Renouf in sod., 2007)

4-etilfenol 4-vinilfenol 4-etilgvajakol | 4-vinilgvajakol
rdece vino Teran 6-953 90-3438 6-479 19-750
rdece vino (a) 101-133 n. a. 88-105 n. a.
rdece vino (b) 7-84 730-4385 42-65 49-54
rdece vino (c) 97-782 1430-2174 72-255 282-880
rdece vino Tannat (d) 170-1120 n. a. 120 n. a.
rdece vino Modra frankinja (e) 149-435 n. a. 81-152 n. a.
épansﬁ;’a’fsctlgf;fh";gg’iﬁgano V| 8.6-1500 8.1-1998 0,53-420 5.4-236
rdece vino Moravia Dulce (g) n. d. n. a. n. d. 287-473
arhivska vina
(letniki 1909-1981) 1040-6410 n. a. 122-975 n. a.
iz obmocja Bordeaux (h)

n. a. ‘spojina ni bila analizirana’
n. d. ‘spojina ni bila dolo¢ena’

Nizje vrednosti pH v vinih Teran bi lahko omejile rast kvasovk Brettano-
myces/Dekkera, kar bi lahko zmanjsalo moznosti za nastanek hlapnih fe-
nolov. Rezultati nasih analiz so pokazali, da vec¢ kot 90 % vzorcev Terana
vsebuje 4-etilfenol pod senzoriénim pragom. Vendar pa je treba poudari-
ti, da so vina vzorcena v spomladanskem ¢asu, ko so temperature v vins-
kih kleteh $e vedno nizke, kar bi tudi lahko zaviralo rast nezazelenih
mikroorganizmov. V literaturi navajajo, da je bila vsebnost 4-etilfenola
v steklenicah staranih vin Teran 1016, 678 ter 616 ug/l za letnike 2007,
2008 in 2009 (Cus in sod., 2011).
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Pred stekleni¢enjem vina je treba ustrezno korigirati SO, oziroma vino
filtrirati, kar preprecuje rast kvasovk Brettanomyces/Dekkera ter nastaja-
nje nezazelenih hlapnih fenolov. Renouf in sod. (2007) so nasli B. bruxel-
lensis, najbolj prevladujoco kvasovko, ki lahko raste med dolgotrajnim
shranjevanjem vina v steklenicah in proizvaja 4-etilfenol in 4-etilgvaja-
kol v koli¢inah, ki presegajo prage zaznave. Uporaba 1,0 um-filtra veci-
noma zadrzi oz. odstrani kvasovke in tako prepreci narascanje vsebnosti

hlapnih fenolov nekaj let po steklenicenju.

Rezultati vsebnosti biogenih aminov so podani v tabeli 4. V Teranu smo
doloc¢ili najvi$je vsebnosti putrescina (do 78,71 mg/l), in sicer pri 97,5
% delezu vzorcev, ter etanolamina (do 37,5 mg/l) pri vseh vzorcih. V
pribliZzno 60 % delezu vzorcev smo dolocili tudi prisotnost tiramina (do
10,77 mg/l), histamina (do 13,86 mg/l) in metilamina, s tem da so bile
za metilamin izmerjene bistveno niZje koncentracije (do 1,2 mg/l). Ka-
daverin smo dolo¢ili v letniku 2011 le pri enem vzorcu, medtem ko smo
ga pri letniku 2012 in 2013 dolo¢ili pri priblizno tretjini vzorcev, s tem
da so bile koncentracije visje v letniku 2012 (do 9,9 mg/l) v primeravi z
letnikom 2013 (do 1,92 mg/l). Pri pribliZzno tretjini vzorcev smo dolo¢ili
tudi butilamin v nizkih koncentracijah (do 1,85 mg/l). V zelo nizkih kon-
centracijah in le pri priblizno desetini vseh vzorcev smo dolo¢ili 2-me-
tilbutilamin (pod 1,16 mg/l). Triptamin smo doloc¢ili le v enem vzorcu,
heksilamina pa nismo dolo¢ili pri nobenem vzorcu.

Tabela 4: Obmocja vsebnosti biogenih aminov (mg/l) v Teranu v letnikih 2011, 2012
in 2013

2011 2012 2013 2011-2013
putrescin 0,01-78,71 1,79-11,83 4,3-31,79 0,01-78,71
kadaverin 0,01-0,66 1,8-9,9 0,088-1,92 0,01-9,9

etanolamin 9,03-30,67 9,76-37,5 9,06-19,1 9,03-37,5
histamin 0,003-12,77 0,5-13,86 0,075-7,71 0,003-13,86

metilamin 0,004-1,2 0,2-1,12 0,013-0,27 0,004-1,2
tiramin 0,01-10,77 0,6-7,6 0,067-6,27 0,01-10,77

butilamin n. d. 0,1-1,85 0,022-0,24 0,1-1,85
triptamin n. d. n. d. 0,041-0,19 0,041-0,19
2-metilbutilamin n. a. 0,2-1,16 0,047-0,23 0,047-1,16
izopentilamin n. a. n.d. 0,092-4,69 0,092-4,69

heksilamin n. d. n. d. n. a. n. d.

n. a. ‘spojina ni bila analizirana’
n. d. ‘spojina ni bila detektirana (koncentracija pod mejo zaznavnosti)’
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Povprecne vsebnosti so bile v obdobju 2011-2013 15,97 mg/l za putre-
scin, 0,67 mg/l za kadaverin, 18,74 mg/l za etanolamin, 2,63 mg/l za hi-
stamin, 0,36 mg/l za metilamin, 1,72 mg/l za tiramin, 0,24 mg/l za 2-me-
tilbutilamin, 0,20 mg/1 za izopentilamin.

Pri 5% delezu vzorcev je bila izmerjena koncentracija za histamin visja
od priporogenih maksimalnih dovoljenih vrednosti v Avstriji in Svici
(10 mg/1) ter pri 7,5 % od priporo¢enih vrednosti v Franciji (8 mg/l). Pri
¢etrtini vzorcev je bila vi§ja od priporocenih vrednosti v Belgiji (5 mg/l),
pri 35% delezu vzorcev je bila vi$ja od priporocenih vrednosti na Nizo-
zemskem (3 mg/l) in pri 40% deleZzu vzorcev od priporo¢ene vrednosti v
Nem¢iji (2 mg/l).

Koncentracije tiramina, metilamina in kadaverina so bile znotraj obmo-
¢ij, ki jih za rdeca vina navajajo literaturni viri, medtem ko so bili po-
datki za etanolamin pri pribl. 40 % delezu vzorcev in za putrescin pri
20 % delezu vzorcev vina letnika 2011 vi$ji od navedenih v literaturi.
Podatkov za butilamin, 2-metilbutilamin in izopentilamin v literaturi
nismo zasledili.
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Tabela 5: Primerjava vsebnosti biogenih aminov (mg /l) s podatki iz literature ((i) Tu-

beroso in sod., 2015, (j) Garcia-Marino in sod., 2010, (k-m) Landete in sod., 2005, (p)
Marcobal in sod., 2006, (r) Anli in sod., 2004 in (s) Vazquez-Lasa in sod, 1998))

izopentila-

metilamin | etanolamin | triptamin min putrescin | kadaverin | histamin tiramin
rdece vino |5, 561 755+ 6,20 | 0,05 0,10 | 20,5 +10,2 [2,13 + 0,56 |6,61 = 1,54 |9,06 + 2,86
Cannonau (i)
kakovostno
rdece vino,
%):lst?ﬁ]: / 0.51-25.03 1.72-8.86
Ly Leon,
Spanija (j)
rdece vino
Tempranillo 76 =21 2,5 +1,2 2,6 +1,1
(k)
rdece vino
Bobal (1) 3,014 2,3*+1,0 2,0+0,8
rdece vino
Gamacha 7,4+ 2,1 1,1+0,3 | 0,8+0,2
(m)
4,64 = 0,10 1,08 = 0,10
redete vino (letnik 2004) (letnik 2004)
Merlot (n) 16,90 + 0,70 4,47 + 0,15
(letnik 2005) (letnik 2005)
7,34 £ 0,30 0,73 = 0,11
redete vino (letnik 2004) (letnik 2004)
Syrah (o) 0,66 = 0,06 4,67 = 0,52
(letnik 2005) (letnik 2005)
rdede vino, 0.00-55.00 | 0.0-14.0 0-25 0.0-19.0
Spanija (p)
rdece
kakovostno n.d-5.92 | nd-3.94 | nd-1.97 | nd-0.29
vino, Turcija
(r)
mlado rdece
VvinO, Rioja, 32.97 0.61 8.72 4.98
Spanija (s)
Rioja crianza
red wines
(Vazquez- 31.35 1.74 6.67 5.78
Lasa et al.
(1998))

n. d. ‘spojina ni bila detektirana’
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V tretjini testiranih vzorcev nismo zasledili MKB na selektivnem gojis-
¢u MRStj, v tretjini vzorcev smo zasledili od 2,2 X 10? do 1,12 X 103
CFU/ml, v preostalih vzorcih so bile plo$¢e nestevne. V primerih, kjer
nismo zasledili MKB, so bile nizke tudi vrednosti biogenih aminov. Med
ostalimi vzorci nismo zasledili korelacije, zato bomo v prihodnje dolo-
¢ili izolate MKB do nivoja vrste. Znano je, da je tvorba biogenih aminov
odvisna tudi od seva MKB znotraj dolo¢enih vrst (Konig in Frohlich,
2009; Petri s sod., 2013).

4. SKLEPI

Etilfenoli (4-etilfenol in 4-etilgvajakol) in vinilfenoli (4-vinilfenol in
4-vinilgvajakol), ki prispevajo k nezazeleni aromi, so prisotni v Teranu.
Med triletnim monitoringom Teranov letnikov 2011, 2012 in 2013 smo
ugotovili, da sta vsebnosti 4-etilfenola in 4-etilgvajakola v glavnem pod
senzori¢nim pragom zaznave. Vsebnosti 4-vinilfenola in 4-vinilgvajako-
la pa so v glavnem nad senzori¢nim pragom zaznave. Nekateri fenoli,
posebno 4-vinilgvajakol, bi lahko imeli pozitiven vpliv na aromo vina, s
prispevanjem vonja po klinc¢kih in popru (Williams on sod., 1980; Rocha
in sod., 2005). Ugotovili smo, da so podatki, ki smo jih o vsebnosti hlap-
nih fenolov dobili za Teran, primerljivi s podatki iz literature za rdeca
vina v svetu. Ker pa smo vsebnost hlapnih fenolov doloc¢ali spomladi,
pred stekleni¢enjem vina, je treba opozoriti, da morajo proizvajalci Te-
rana posvetiti posebno skrb pripravi vina za stekleni¢enje in dolgotraj-
no staranje. Tveganje za rast kvasovk Brettanomyces/Dekkera in tvorbo
hlap-nih fenolov lahko proizvajalci zmanj$ajo z vzdrZevanjem higiens-
kih razmer v kleti, filtracijo vina preko 1,0 um-filtra in s pravilnim
zveplanjem vina.

V triletnem obdobju spremljanja biogenih aminov v Teranu smo dolo¢ili
10 razli¢nih biogenih aminov, katerih vsebnosti so bile (razen za putrescin
in etanolamin) primerljive z objavljenimi podatki za rdec¢a vina, medtem
ko podatkov za butilamin, 2-metilbutilamin in izopentilamin v literaturi
nismo zasledili.

Glede priporocenih maksimalnih dovoljenih vrednosti za histamin, smo
pri 5 % delezu vzorcev izmerili vi$je vsebnosti od maksimalnih dovo-
lienih vrednosti v Avstriji in Svici (10 mg/) ter pri 7,5 % delezu vzorcev
od priporo¢enih vrednosti v Franciji (8 mg/l). Pri etrtini vzorcev je bila
visja od priporocenih vrednosti v Belgiji (5 mg/l), pri 35 % delezu vzor-
cev je bila visja od priporocenih vrednosti na Nizozemskem (3 mg/l) in
pri 40% delezu vzorcev od priporocene vrednosti v Nemciji (2 mg/l).
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OSTANKI FITOFARMACEVTSKIH
SREDSTEV IN KOVINE V VINU TERAN
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I1ZVLECEK

V grozdju sorte Refosk, pridelanem na Krasu, smo spremljali vsebnost
ostankov fitofarmacevtskih sredstev (FFS). V Teranu, pridelanem na
Krasu, pa smo analizirali vsebnosti ostankov FFS in kovin. Izvajali smo
triletni monitoring (2011-2013), v katerem smo analizirali 73 vzorcev
grozdja in 82 vzorcev vina. Vsebnosti ostankov FFS v grozdju niso pre-
segale mejnih vrednosti. Poleg tega smo v grozdju doloc¢ili le aktivne sno-
vi, ki so jih vsebovala sredstva, dovoljena v integrirani pridelavi. Ravno
tako smo v vinu dolocili le aktivne snovi, ki so jih vsebovala sredstva,
dovoljena v integrirani pridelavi grozdja. Skoraj 33 % vzorcev vina ni
vsebovalo ostankov FFS.

V vzorcih vina Teran smo dolocali vsebnosti bakra (Cu), Zeleza (Fe), cin-
ka (Zn), kadmija (Cd), svinca (Pb) in arzena (As). Izmerjene koncentracije

svee

pustnimi vrednostmi, z izjemo dveh vzorcev v letu 2011 ter enega v letu
2013, v katerih smo izmerili presezeno vsebnost bakra.

Kljuc¢ne besede: grozdje, vino, Teran, ostanki fitofarmacevtskih sredstev,
biogeni amini, hlapni fenoli, kovine
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Plant protection product residues and
heavy metals in wine Teran

ABSTRACT

Residues of plant protection products were monitored in grapes of
Refosk variety, produced in the Karst. In Teran produced in Karst, plant
protection product residues and heavy metals were analysed. Three
year monitoring (2011-2013) was performed. During that period 73 grape
samples and 82 wine samples were analysed. Plant protection product
residues were not exceeding maximum residue limits (MRLs). Beside
that, only active substances from plant protection products allowed
in integrated pest management were found. In wine also only active
substances from plant protection products allowed in integrated pest
management of grapes were determined. In almost 33% of wine samples
residues of plant protection products were not found.

In Teran wines we measured the content of copper (Cu), iron (Fe), zinc
(Zn), cadmium (Cd), lead (Pb) and arsenic (As). The concentrations
of these metals were all below the prescribed maximum values with
the exception of two samples in year 2011 and one in 2013 for which
exceeded concentrations of copper were found.

Keywords: grapes, wine, Teran, plant protection product residues,
biogenic amines, volatile phenols, heavy metals

1. UVOD

Vinska trta je rastlina, ki jo napadajo $tevilni paraziti. Najpogostejsi ra-
stlinojedi insekti so molji in prsice. Se resneje jo ogrozajo bolezni, ki
jih povzrocajo glive, kot so peronospora, oidij in siva plesen (Oliva in
sod., 1999). Zato je uporaba fitofarmacevtskih sredstev (FFS) v vinogra-
dih obicajna praksa, ¢e Zelimo povecati pridelek. Nezazelena posledica
uporabe teh sredstev so njihovi ostanki v plodovih in posledi¢no vinu,
pridelanem iz grozdja (Cunha in sod., 2009). Pojav in vsebnosti ostankov
FFS v grozdju in posledi¢no v vinih so odvisni od $kodljivcev vinske
trte, znacilnih za vsako vinorodno regijo, nac¢ina pridelave grozdja (kon-
vencionalna, integrirana, ekoloska), koncentracije FFS pri skropljenju
ter od casovnega obdobja in klimatskih pogojev od zadnjega $kropljenja
do pobiranja pridelka (Cug in sod., 2010a). Nekateri ostanki FFS ima-
jo negativen vpliv na ¢lovekovo zdravje, zato je treba preverjati njihove
vsebnosti, da bi se zascitilo potrosnika.
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Povisane vsebnosti kovin v vinu so lahko posledica vinogradniskih
ukrepov (uporaba gnojil, fitofarmacevtskih sredstev na osnovi kovin,
predvsem bakra), lahko so posledica nacina predelave grozdja v vino
(podaljsana fermentacija mosta, stik mosta in vina z enolosko opremo
iz kovinskih zlitin) ali pa so posledica ukrepov za stabilizacijo vina in
preprecevanje motnosti (uporaba enoloskih sredstev). Najvisje vsebnosti
kovin v vinu so predpisane v Aneksu C (Zbornik OIV, 2013).

Cilj tega prispevka je predstaviti vsebnost ostankov FFS v rde¢em grozd-
ju sorte Refosk (Vitis vinifera L.) in vinu Teran ter vsebnost kovin v vinu
Teran, proizvedenem na Krasu v letih 2011-2013. Rezultate smo primer-
jali z literaturnimi podatki o vsebnosti nezazeljenih spojin v grozdju in
vinih.

2. MATERIAL IN METODE

2.1 Vzorcenje

Grozdje Refosk smo vzorc¢ili neposredno v vinogradih na ¢ezmejnem
Krasu, v ¢asu obiranja pridelka v letih 2011, 2012 in 2013. Odvzeli smo
pribliZzno 10-15 naklju¢no izbranih grozdov za en laboratorijski vzorec.
Ti so bili zamrznjeni do analize. V treh letih smo odvzeli 73 vzorcev
grozdja (18 letnika 2011, 29 letnika 2012 in 26 letnika 2013).

Vzorce vina Teran smo zbrali iz sodov iz nerjavecega jekla ali lesenih
sodov kragkih pridelovalcev vina. V treh letih smo odvzeli 82 vzorcev
vin razli¢nih proizvajalcev (39 letnika 2011, 22 letnika 2012 in 21 let-
nika 2013), 9 mesecev po fermentaciji in po konc¢ani mle¢nokislinski
fermentaciji.

Vino, v katerem smo analizirali ostanke FFS, ni bilo nujno pridelano iz
grozdja, odvzetega za analizo na ostanke FFS.

2.2 Analitske metode

Ekstrakcijo za dolo¢anje ostankov FFS smo izvajali z meSanico topil
(aceton, petroleter in diklorometan), ¢is¢enje ekstraktov z gelsko perme-
acijsko kromatografijo in dolocitev s plinsko kromatografijo, sklopljeno z
masno spektrometrijo (GC/MS) ter s tekoc¢insko kromatografijo, skloplje-
no s tandemsko masno spektrometrijo (LC/MS/MS). Vzorce smo analizi-
rali na prisotnost 215 razli¢nih aktivnih spojin.

Za analizo bakra (Cu), Zeleza (Fe) in cinka (Zn) smo uporabili vzorec, ki
smo mu odparili alkoholno frakcijo. Navedene kovine smo nato doloc¢ali
s plamensko atomsko absorpcijsko spektrometrijo (FAAS, Analyst 800,
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Perkin Elmer). Za analizo kadmija (Cd), svinca (Pb) in arzena (As) smo
razgradili vzorec s pomocjo ultrac¢iste koncentrirane dusikove kisline v
mikrovalovnem sistemu (Millipore, ETHOS 1600), analizo pa smo iz-
vedli z elektrotermicéno atomsko absorpcijsko spektrometrijo (ETAAS,
Analyst 600, Perkin Elmer).

3. REZULTATI IN RAZPRAVA
Ostanki FFS - grozdje

V vzorcih grozdja smo dolo¢ili 21 aktivnih spojin. Vse dolo¢ene aktivne
snovi so bile dovoljene v integrirani pridelavi grozdja. Seznam FFS-jev
in njihova uporaba za najdene aktivne substance sta predstavljena v ta-
beli 1. Presezenih maksimalnih dovoljenih koli¢in (Maximum residue
levels, MRLs) ostankov FFS v grozdju nismo dolocili. Ve¢ina najdenih
substanc sodi v skupino fungicidov. Le 3 aktivne spojine sodijo v skupi-
no insekticidov. Rezultati so predstavljeni v tabeli 2.

Tabela 1: Trgovsko ime za FFS in njihova uporaba za aktivne substance, dolo¢ene v
grozdju in vinu

aktivna snov FFS - trgovsko ime* uporaba proti*
oidiju, ¢rni pegavosti,
azoksistrobin  |QUADRIS, UNIVERSALIS rdeCemu listnemu oZigu,
peronospori
benalaksil GALBEN C, GALBEN M peronospori
benalaksil-M  |FANTIC F WG peronospori
boskalid CANTUS WG, COLLIS oidiju, sivi plesni
ciprodinil SWITCH 62,5 WG sivi plesni
krizastemu in pasastemu
deltametrin DECIS 2,5 EC, GAT DECLINE 2,5 EC grozdnemu sukacu,
ameri$kemu skrzatku
dimetomorf ACROBAT MZ WG, FORUM STAR peronospori
famoksadon EQUATION PRO peronospori
fenheksamid  |TELDOR SC 500 sivi plesni
fludioksonil SWITCH 62,5 WG sivi plesni
FANTIC F WG, FOLPAN 80 WDG, FORUM STAR,
MELODY COMBI WG 65,3, MELODY COMBI oidiju, ¢rni pegavosti,
folpet WP 43,5, MIKAL FLASH, MIKAL PREMIUM F, rde¢emu listnemu oZigu,
MOMENTUM-F, PERGADO-F, RIDOMIL GOLD peronospori
COMBI PEPITE, UNIVERSALIS, VALIS-F
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MELODY COMBI WP 43,5 , MELODY COMBI

iprovalikarb WG 65,3, MELODY DUO WG 66,8A, MIKAL peronospori
PREMIUM F
krizastemu in pasastemu
klorpirifos PYRINEX 25 CS grozdnemu sukacu,
ameriskemu $krzatku
kvinoksifen CRYSTAL, POSTALON 90 SC oidiju
mandipropamid [PERGADO-C, PERGADO-F, PERGADO MZ, REVUS |peronospori

metalaksil-M

RIDOMIL GOLD COMBI PEPITE, RIDOMIL GOLD
MZ PEPITE, RIDOMIL GOLD PLUS 42,5 WP

peronospori

krizastemu in pasastemu

metoksifenozid [RUNNER 240 SC M
grozdnemu sukacu
FALCON EC 460, FOLICUR EW 250, MYSTIC 250
tebukonazol EC, NATIVO 75 WG, ORIUS 25 EW, TEBUSHA oidiju
25% EW
tiametoksam  |ACTARA 25 WG ameriskem skrzatku
zoksamid AMELINE FLOW, ELECTIS 75 WG peronospori

*  Tehnoloska navodila za integrirano pridelavo grozdja za leto 2011, 2012 in 2013,

MAFF

V obdobju 2011-2013 smo dolocili aktivne snovi v 68 vzorcih grozdja
(93,2 %). Kljub temu, da smo ostanke dolocili v velikem $tevilu vzorcev,
je le en vzorec (1,4 %) vseboval ostanke na nivoju 50-100 % MRL-ja in
le 23 vzorcev (31,5 %) je vsebovalo ostanke na nivoju 10-50 % MRL-ja.
Vsi ostali vzorci (58,9 %) so vsebovali ostanke na nizjem nivoju od 10 %
MRL-ja. Ostankov nismo dolo¢ili v 5 vzorcih (6,8 %).
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Tabela 2: DolocCene aktivne spojine in njihove vsebnosti v grozdju v letih 2011-2013

aktivia snov uporaba 10Q vsebnost v grozdju 2011 vsebnost v grozdju 2012 vsebnost v grozdju 2013 MRL
n =18 n =29 n =26
grozdje min-maks povprecje min-maks povprecje min-maks povprecje | grozdje
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

azoksistrobin fungicid 0,01 0,03-1,11 0,32 0,05-0,08 0,06 0,04-0,11 0,08 2

benalaksil+benalaksil-M fungicid 0,01 0,01 - - - - - 0,3
boskalid fungicid 0,01 0,04-0,07 0,06 0,03-0,08 0,05 0,01-0,34 0,12 5
ciprodinil fungicid 0,01 0,01-1,80 0,42 0,12-0,21 0,17 0,03-0,56 0,23 5

deltametrin insektici 0,03 - - - - 0,05-0,06 0,06 0,2
dimetomorf fungicid 0,01 0,01-0,03 0,02 0,02-0,13 0,08 0,01-0,13 0,05 3
famoksadon fungicid 0,01 - - - - 0,05 - 2
fenheksamid fungicid 0,01 0,10-0,51 0,26 - - 0,01-0,07 0,04 5
fludioksonil fungicid 0,02 0,03-1,12 0,35 0,04-0,08 0,06 0,02-0,32 0,10 4
folpet fungicid 0,02 0,03-1,85 0,41 0,04-2,99 1,01 0,02-3,21 0,56 10
iprovalikarb fungicid 0,01 0,05 - 0,17 - - - 2

klorpirifos insekticid 0,01 0,02-0,10 0,06 0,02-0,24 0,09 0,02-0,03 0,03 0,5

Klotianidin :mﬁmﬁﬁmws 0,01 - - 0,01 - - - 0,7
kvinoksifen fungicid 0,01 0,02 0,02 0,01-0,04 0,03 0,01-0,03 0,02 1
mandipropamid fungicid 0,01 0,01-0,13 0,07 - - 0,01-0,03 0,02 2
metalaksil +metalaksil-M|  fungicid 0,02 0,02-0,13 0,06 0,04-0,09 0,06 0,02 - 1
tebukonazol fungicid 0,05 - - 0,06-0,17 0,11 - - 2

tiametoksam insekticid 0,01 - - 0,01-0,02 0,02 - - 0,9
zoksamid fungicid 0,01 0,07 - - - 0,04 - 5
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Najpogosteje dolo¢ena aktivna snov v obdobju 2011-2013 je bil folpet
v 57 vzorcih grozdja (78,1 %). 15 vzorcev grozdja (20,5 %) je vsebovalo
ostanke folpeta na nivoju 50-100 % MRL-ja, 42 vzorcev grozdja (57,5 %)
je vsebovalo ostanke folpeta na nivoju, nizjem od 10 % MRL-ja.

Rezultate smo primerjali s podatki iz literature, za grozdje, vzoréeno v
okviru integrirane pridelave (IP) v letu 2006 po celotni Sloveniji (Basa
Cesnik in sod., 2008). V grozdju iz IP so dolo¢ili naslednje spojine, rav-
no tako kot mi: azoksistrobin (0,02-0,04 mg/kg), ciprodinil (0,01-0,40
mg/kg), fludioksonil (0,02-0,03 mg/kg), folpet (0,02-6,0 mg/kg), fosalon
(0,01-0,02 mg/kg), klorpirifos (0,02-0,13 mg/kg) ter metalaksil in meta-
laksil-M (0,05-0,18 mg/kg). V grozdju Refosk smo dolocili vsebnost del-
tametrina, ki ga leta 2006 v IP niso dolocili. So pa leta 2006 po vsej
Sloveniji dolocili vsebnosti klorotalonila (0,01-0,73 mg/kg), iprodiona
(0,01-0,30 mg/kg), krezoksim-metila (0,01 mg/kg), miklobutanila (0,02
mg/kg), fosalona (0,01-0,02 mg/kg), pirimetanila (0,01-0,53 mg/kg) in
trifloksistrobina (0,02—0,09 mg/kg), ki jih mi nismo dolo¢ili.

7 Farris in sod. (1992) so poro¢ali o ostankih folpeta (0,5 mg/kg) in klo-
rotalonila (0,23-0,60 mg/kg) v grozdju iz Italije. Navarro in sod. (2001)
so porocali o ostankih klorpirifosa (0,14 mg/kg) v grozdju Monastrell iz
podro¢ja Jumilla (Spanija). Cabras in sod. (1997) so poro&ali o ostankih
ciprodinila (1,03 mg/kg), fludioksonila (0,78 mg/kg), pirimetanila (1,11
mg/kg) in tebukonazola (0,42 mg/kg) v grozdju Vermentino letnika 1996
iz Italije. Otero in sod. (2003) so porocali o ostankih ciprodinila (0,14—
1,45 mg/kg), folpeta (0,09-0,40 mg/kg), fludioksonila (0,17-0,61 mg/kg),
fenheksamida (0,52 mg/kg), metalaksila (0,14-0,21 mg/kg) in pirimeta-
nila (2,33 mg/kg) v grozdju s podroéja Rias Baixas (Galicia, Spanija). Z
izjemo klorotalonila in pirimetanila smo te aktivne spojine dolocili tudi
v grozdju Refosk.

Ostanki FFS - vino

V vinu smo dolo¢ili 12 aktivnih substanc. Vse dolo¢ene aktivne snovi so
bile dovoljene v integrirani pridelavi grozdja. Seznam FFS-jev in njihova
uporaba za najdene aktivne substance sta predstavljena v tabeli 1. Ve-
¢ina najdenih substanc sodi v skupino fungicidov. Le 1 aktivna spojina
sodi v skupino insekticidov. Rezultati so predstavljeni v tabeli 3.

V letih 2011-2013 smo doloc¢ili aktivne snovi v 55 vzorcih vina (67,1 %).
Ostankov nismo doloc¢ili v 27 vzorcih vina (32,9 %). V treh zaporednih
letnikih: 2011, 2012 in 2013 smo najpogosteje dolocili aktivno snov cip-
rodinil (37 vzorcev, 45,1 %).
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Tabela 3: Dolocene aktivne spojine in njihove vsebnosti v vinu v letih 2011-2013

vsebnost v vinu 2011

vsebnost v vinu 2012

vsebnost v vinu 2013

aktivna snov uporaba LOQ n=39 =22 0= 21
vino min-maks povprecje min-maks povprecje min-maks povprecje
(mg/) (mg/) (mgl) (mgl) (mgl) (mgl) (mgl)
azoksistrobin fungicid 0,03 0,04-0,15 0,10 0,04 - - -
boskalid fungicid 0,01 0,01-0,23 0,07 0,01 0,01 0,01 -
ciprodinil fungicid 0,01 0,01-0,21 0,06 0,01-0,07 0,03 0,01-0,13 0,06
dimetomorf fungicid 0,01 0,01-0,10 0,04 0,01-0,06 0,03 0,01-0,05 0,03
fenheksamid fungicid 0,01 0,01-0,02 0,01 - - 0,01-0,05 0,02
fludioksonil fungicid 0,01 0,01-0,09 0,03 0,01-0,03 0,02 0,01-0,03 0,02
iprovalikarb fungicid 0,01 0,03 - - - - -
mandipropamid fungicid 0,01 - - - - 0,01-0,05 0,04
metalaksi+metalaksil-M fungicid 0,02 0,03-0,12 0,07 0,02-0,03 0,03 0,02 -
metoksifenozid insekticid 0,01 0,01 - - - - -
tebukonazol fungicid 0,02 0,02-0,03 0,03 - - - -
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Rezultate triletnega monitoringa smo primerjali z rezultati v vinih s tr-
govskih polic (Cu$ in sod., 2010b). V vinu s trgovskih polic so ravno
tako dolocili vsebnosti: azoksistrobina (0,04 mg/l), boskalida (0,01-0,17
mg/l), ciprodinila (0,01-0,44 mg/l), dimetomorfa (0,01-0,04 mg/l), fen-
heksamida (0,02-0,17 mg/l1), fludioksonila (0,02-0,21 mg/l), metalaksila
in metalaksila-M (0,03-0,06 mg/]) ter prosimidona (0,03-0,05 mg/l). V
Teranu smo dolocili vsebnosti iprovalikarba in tebukonazola, ki jih v
vinu s trgovskih polic niso. Ti dve substanci smo v Teranu dolocili le v
letniku 2011, in to v 3 vzorcih (3,7 % vseh vzorcev). Njuna vsebnost je
bila majhna. FFS z aktivno snovjo iprovalikarb proizvajalci uporabljajo
proti peronospori (Plasmopara viticola) in tebukonazol proti oidiju (Un-
cinula necator). Za zatiranje obeh plesni obstajajo tudi drugi pripravki,
npr. tisti, ki vsebujejo aktivno snov folpet.

Cabras in Angioni (2000) sta porocala o ostankih azoksistrobina v vinu,
proizvedenem brez maceracije (0,13 mg/l) in v vinu, proizvedenem z ma-
ceracijo (0,09 mg/l), ciprodinila v vinu, proizvedenem brez maceracije
(0,18 mg/l) in v vinu, proizvedenem z maceracijo (0,21 mg/l), fludiokso-
nila v vinu, proizvedenem brez maceracije (0,23 mg/l) in v vinu, proizve-
denem z maceracijo (<0,05 mg/l) ter tebukonazola v vinu, proizvedenem
brez maceracije (0,16 mg/l) in v vinu, proizvedenem z maceracijo (0,22
mg/l). Angioni in sod. (2011) so porocali o ostankih boskalida (1,00 mg/1)
in iprovalikarba (0,36 mg/l) v rde¢em vinu Carignano iz Italije. Zhang
in sod. (2009) so porocali o ostankih azoksistrobina v rde¢em (0,02—-0,03
mg/l) in belem vinu (0,002-0,02 mg/l), ciprodinila v rde¢em (0,003 mg/1)
in belem vinu (0,002-0,003 mg/l), fludioksonila v rdecem vinu (0,001
mg/l), iprovalikarba v belem vinu (0,003 mg/l) in tebukonazola v rde¢em
(0,009-0,02 mg/l) ter belem vinu (0,006-0,02 mg/l). Vsebnosti ostankov
FFS iz literature so primerljive z vsebnostmi ostankov FFS v Teranu,
razen za boskalid, ki so ga v literaturi nasli pri veliko visjih koncentra-
cijah.

Kovine - vino

Analize kovin v vzorcih vina Teran so pokazale, da so koncentracije
dopustnimi vrednostmi in samo v 3 od 82 vzorcev smo izmerili vsebnost
bakra, ki je vi$ja od maksimalno dopustne. Zadnje je verjetno posledi-
ca uporabe prevelike koli¢ine bakrovega sulfata za odpravljanje napak
vina, kot je vodikov sulfid (H,S). Izmerjene koncentracije bakra in cinka
v vinih Teran so v skladu s pricakovanji ter podatki iz literature (Ri-
béreau-Gayon in sod., 2000, Paneque in sod., 2010). Povprec¢na vsebnost
tezkih kovin (svinca, kadmija in arzena) v vzorcih Terana 1. 2011-2013
je bila precej nizja od maksimalne dovoljene koncentracije, kar je zelo
pozitivno za potro$nike Terana. Prej$nje raziskave (Ribéreau-Gayon in
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sod., 2000) so pokazale, da je povprecna vsebnost svinca v evropskih
vinih 63 ug/l, v avstralskih 28 ug/l ter v ameriskih 24 ug/1. V vinih Teran
je bila dolo¢ena povprecna koncentracija svinca 13 ug/l in tudi najvisja
izmerjena vrednost (59 ug/l) je pod evropskim povprecjem. Povprecna
koncentracija kadmija v vzorcih vina Teran (0,3 ug/l) je 33-krat niZja od
maksimalno dovoljene, trikrat niZja od povprecne koncentracije, ki jo v
svoji §tudiji navajajo madZarski raziskovalci (1,06 ug/l) (Ajtony in sod.,
2008) ter primerljiva z navedeno v raziskavi vin iz juzne Italije (0,25
do 0,38 ug/l) (Galgano in sod.,2008). Izmerjene koncentracije arzena so
bile v vseh vzorcih vin Teran pod mejo kvantitativne dolocitve — LOQ
(LOQ = 10 ug/l), kar se ujema tudi s podatki studije madzarskih (Ajtony
in sod., 2008) in grskih raziskovalcev (Galani-Nikolakaki in sod., 2002).
Rezultati analiz kovin v vinu so zbrani v tabeli 4.

Tabela 4: Vsebnosti kovin v vzorcih Terana

stevilo
o " . - o vzorcev, ki
najveéja povprecna najmanj$a | najvecja kon- eseeaio
kovina dovoljena | koncentracija | koncentracija | centracija v presegaj
.. najvecjo do-
koncentracija v Teranu v Teranu Teranu .
voljeno kon-
centracijo
baker - Cu 1 mg/l 0,26 mg/l 0,02 mg/l 1,89 mg/l 3
zelezo - Fe - 1,38 mg/l 0,32 mg/l 4,72 mg/l
cink - Zn 5 mg/l 0,55 mg/l 0,08 mg/l 2,68 mg/l 0
svinec - Pb 150 ug/l 13 pg/l 5 ug/l 59 ug/l 0
kadmij - Cd 10 pg/l 0,3 ug/l 0,1 pug/l 1,1 ug/l 0
arzen - As 200 pg/l <10 pg/l - - 0

I 4. 7ZAKLJUCKI

Vsebnost ostankov FFS v grozdju Refosk na ¢ezmejnem Krasu ne pred-
stavlja tveganja za potro$nika, saj MRL-ji niso bili presezeni. Vse aktiv-
ne snovi, dolo¢ene v grozdju, so bile dovoljene v IP. To pomeni, da so
proizvajalci FFS-je uporabljali pravilno in v skladu z dobro kmetijsko
prakso.

Najpogosteje dolocena aktivna snov v grozdju je bil folpet. Razloga sta
verjetno dva: FFS-ji z aktivno snovjo folpet so poceni, poleg tega pa ima
folpet sirok spekter delovanja (tabela 1) in je aktivna snov v Stevilnih
pripravkih. Zanimivo je, da folpeta v vinu nismo dolo¢ili. Vzorci vina si-
cer niso bili nujno pridelani iz grozdja, v katerih smo spremljali ostanke
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FFS, vendar je kljub temu razlog verjetno hitra fotolitska in hidrolitska
degradacija folpeta med vinifikacijo (Cug in sod., 2010a). V vinu smo do-
lo¢ili Se ciprodinil, fenheksamid, metalaksil in tebukonazol, ki so med
vinifikacijo perzistentni (Cug in sod., 2010a).

Mejne vrednosti za ostanke FFS v vinih sicer niso doloc¢ene, a se ostanki
med procesom vinifikacije zmanj$ajo. Skoraj 33 % vzorcev vina ostan-
kov ni vsebovalo.

Rezultati ostankov FFS v grozdju Refosk in vinu Teran so primerljivi s
podatki iz literature.

Glede na izmerjene vsebnosti kovin lahko zaklju¢imo, da so vina Teran
za potrosnika varna, saj so bile izmerjene koncentracije kovin pod pred-
pisanimi najvisjimi dopustnimi vrednostmi. Izjema je presezena vseb-
nost bakra v treh vzorcih, kar je verjetno posledica uporabe prevelike
kolic¢ine bakrovega sulfata za odpravljanje napak vina.

5. ZAHVALA

Zahvaljujemo se kraskim vinogradnikom za vzorce grozdja in vina. Za
pomoc¢ pri izvedbi meritev se avtorji zahvaljujemo Mateji Fortuna in
Marjeti Cerne Kanc, sodelavkama Centralnega laboratorija Kmetijskega
instituta Slovenije.

Delo na projektu Agrotur je financirano v okviru Programa ¢ezmejnega
sodelovanja Slovenija—Italija 2007-2013 iz sredstev Evropskega sklada za
regionalni razvoj in iz nacionalnih sredstev.
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Vpliv zmanj$anja vsebnosti soli na kakovost kraskega pr$uta smo preu-
¢evali v dveh poskusih (v dveh komercialnih obratih). Zmanjsanje smo
dosegli s skrajsanjem faze soljenja. V prvem poskusu smo obicajno 14-
dnevno soljenje skraj$ali na 11 oz. 8 dni, v drugem pa 18-dnevno soljenje
na 6 dni. Trajanje soljenja je bilo prilagojeno vhodni masi stegen (=11,5
kg). Kakovost stegen in izgube med predelavo so bile v skladu s pravili
konzorcija. Po zaklju¢enem zorenju smo dolocili/izmerili kemijsko sesta-
vo ter reoloske in senzori¢ne lastnosti pr$uta. Izvedli smo tudi potros-
nigko analizo. V prvem poskusu smo s 4 dni kraj$o fazo soljenja dosegli
12 %, z 8 dni kraj$o fazo pa 30 % zmanjsanje vsebnosti soli. V drugem
poskusu je bila vsebnost soli pri skrajsanem soljenju 40 % manj$a v pri-
merjavi z obi¢ajnim. Manj slani pr$uti so imeli hkrati manj suhe snovi,
visji indeks proteolize in vecjo aktivnost vode (a, ) ter so bili mehkejsi in
bolj pastozni, kar lahko pripisujemo povecani proteolizi. Rezultati sen-
zori¢ne analize so dodatno potrdili kemijske in instrumentalne meritve.
Najkrajse preizkuseno soljenje (najmanj$a vsebnost soli) pri nekaterih
lastnostih ni imelo pozitivnega uc¢inka in je nakazalo omejitve oziroma
potrebo po spremembah tudi v drugih fazah proizvodnje. Potrogniska
analiza je pokazala, da potrosniki dobro zaznavajo razlike v slanosti in
pozitivno sprejemajo manj slan izdelek.

Kljuc¢ne besede: prsut, redukcija soli, proteoliza, kakovost izdelka, po-
tro$niska analiza
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Possibilities for reducing salt content in
“Kraski prsut” dry ham - effect on quality
parameters and consumer acceptance

SUMMARY

Two experiments (with two different producers) were carried out to
study the effect of salt reduction on dry-cured ham quality. The reduc-
tion was achieved by shortening the salting phase from standard 14-
day salting to 8 or 11 days in experiment 1 and from standard 18-day
salting to 6 days in experiment 2. Salting duration was also decided
in view of the weight of green hams (=11.5 kg). Consortium rules were
respected in regard to raw material quality and processing losses. At
the end of processing, chemical composition, rheological and sensory
analyses were carried out, additionally, consumer study was performed.
In experiment 1, four and eight days shorter salting phase resulted in
12 % and 30 % salt reduction, respectively, as compared to the standard
salting. In the second experiment shorter salting period resulted in 40
% lower salt content. Lower salt content was associated with lower dry
matter content, higher proteolysis index and higher water activity (a,)
and affected texture properties; less salty hams were softer and pastier,
which can be attributed to increased proteolysis. The results of sensory
analysis were in accordance with chemical and instrumental measure-
ments. The shortest salting (the lowest salt level) showed some negative
effects on quality and thus indicated the limitations and a need for ad-
aptations in other stages of processing. Survey with consumers showed
that majority of consumers is able to recognise lower saltiness and also
appreciates less salty product.

Key words: dry-cured ham, salt reduction, proteolysis, product quality,
consumer study

1. UVOD IN PREGLED LITERATURE

Kragki prsut je gastronomska posebnost in mesnina z najvec¢jim ugle-
dom in prepoznavnostjo pri slovenskem potrosniku (Candek-Potokar in
Arh, 2004). Spada v skupino mediteranskih prsutov, za katere je znacilen
dolgotrajen postopek predelave brez dimljenja, ki obsega suho soljenje z
uporabo grobe morske soli, podaljsano soljenje ali pocitek ter nato suse-
nje in zorenje (Scolari in sod., 2003). Edini dovoljeni dodatekv predelavi
kraskega prsuta je morska sol, ki pomembno prispeva k razvoju znacilnih
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senzori¢nih lastnosti prsuta (tekstura, okus) ter hkrati sluzi kot sredstvo
za konzerviranje, saj zmanjsuje aktivnost vode ter spodbuja izgubo vode
(Toldra, 2002). Po pravilih konzorcija vsebnost soli v rezini prsuta (ki
vsebuje masc¢obno in misi¢no tkivo) ne sme presegati 7,5 %. V eni iz-
med nasih nedavnih raziskav (Skrlep in sod., 2012) smo za kraski priut
ugotovili vsebnosti 7,6 % in 6,7 % NaCl v miSicah biceps femoris (BF) in
semimembranosus (SM). Koncentracija soli v kraskem prsutu je tako bi-
stveno vecjakot v italijanskih prsutih Parma ali San Daniele, ki vsebujeta
4-6 % NaCl v misi¢énem tkivu (De Angelis, 2012; Manzocco in sod., 2013;
Benedini in sod., 2012), nekaterih avtorji navajajo tudi manjSe vsebnosti
(Laureati in sod., 2014). Zauzivanje vecjih koli¢in soli je problemati¢no
z zdravstvenega vidika, saj povecuje tveganje za nastanek bolezni srca
in ozilja. Trendi zdrave prehrane v zadnjem ¢asu narekujejo zmanjseva-
nje zauzivanja soli ter omejeno uporabo v proizvodnji mesnin (Ruusunen
in Puolanne, 2005). ZmanjSanje vsebnosti soli pa nima samo pozitivnih
aspektov. Med predelavo prsuta sol uc¢inkuje kot pomemben zaviralec
proteolitiénih encimov (Sarraga, 1992), zato lahko njeno prekomerno in/
ali nenadzorovano zmanjsanje privede (poleg zmanjSane stabilnosti) tudi
do resnih pomanjkljivosti v kakovosti izdelkov, povezanih s prekomer-
no proteolizo (Parolari in sod., 1994), ki je lahko povezana s pojavom
premehke teksture in nezazelenih arom oz. okusov. V literaturi lahko
najdemo razli¢ne strategije za zmanjSanje vsebnosti soli, ki vkljucujejo
zmanj$evanje koli¢ine soli, zamenjavo NaCl z drugimi solmi in spremem-
be oziroma prilagoditve pogojev v predelavi (Gou in sod., 1996; Guardia
in sod., 2006; Armenteros in sod., 2009a, 2009b). Vsaka strategija pred-
stavlja nov tehnoloski izziv za predelovalce in lahko bistveno vpliva na
kakovost priuta (Candek-Potokar in Skrlep, 2012). V nasi raziskavi smo
kot ukrep za zmanjsanje koncentracije soli v pr§utu preverili skrajsevanje
faze soljenja. Cilj raziskave je bil ugotoviti, kolik$no zmanj$anje vsebnosti
soli dosezemo pri razlicnem trajanju faze soljenja ter kako zmanjs$anje
soli vpliva na kemijske, reoloske in senzori¢ne lastnosti prsuta.

2. MATERIAL IN METODE

2.1 Zasnova poskusov

Za dolocitev vpliva trajanja soljenja na kakovost prsuta smo izpeljali dva
locena poskusa v obratih dveh komercialnih proizvajalcev kraskega pr-
guta. Uporabili smo stegna standardnih pitanih prasicev (teZze 110-120
kg). Predelava je potekala skladno s predpisi konzorcija, razlike med po-
skusom 1 in 2 pa so bile v izvoru surovine, dolzini faz soljenja, pocitka
in zorenja. Stegna smo najprej krojili na predpisano obliko (v poskusu
1 je bila teza krojenih stegen 12,0 + 1,0 kg; v poskusu 2 pa 11,2 = 0,3
kg), cemur je sledila faza soljenja (obicajno 14-18 dni, 2-4 °C; sol je edi-
ni dovoljeni dodatek). Soljenju je sledila faza pocivanja v kontrolirani
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atmosferi (4-6 °C, 70-85 % relativne vlaZnosti-RV), med katero pride do
izenacevanja koncentracije soli v izdelku ter zniZevanja vodne aktivnos-
ti, kar daje izdelku mikrobiologko stabilnost. Sledila je faza susenja (14-
20 °C, 60-80 % RV). Ko je bil dosezen predpisan osusek 25 % (glede na
celotno serijo) smo odprto povrsino zamazali z mesanico svinjske masti,
rizeve moke in za¢imb in s tem preprecili prekomerno izsusevanje v
fazi zorenja. Znotraj posameznega poskusa je bila edina razlika v pro-
cesu predelave vezana na dolzino faze soljenja. V poskusu 1 smo poleg
kontrolne skupine z obi¢ajnim (14-dnevnim) soljenjem oblikovali Se dve
poskusni skupini s skrajsano fazo soljenja in sicer z 11 (srednje dolgo
soljenje) in 8 dnevi (kratko soljenje). V poskusu 2 smo poleg obicajnega
soljenja, ki je v tem primeru trajalo 18 dni, preizkusili $e skrajsano solje-
nje, ki je trajalo 6 dni (kratka faza soljenja). Ob koncu faze zorenja smo
iz osrednjega dela prsuta odvzeli vzorec za nadaljnje kemijske, reoloske
in senzori¢ne analize.

2.2 Vzorcenje in kemijske analize

Za kemijsko analizo smo iz rezine (debeline 2 cm) izrezali vzorce misic
BF in SM, jih ocistili masc¢obnega in vezivnega tkiva in homogenizirali s
pomocjo laboratorijskega mlinc¢ka (IKA M120, IKA Werke, Staufen, Nem-
¢ija) po predhodnem zamrzovanju v teko¢em dusiku. V vzorcih smo dolo-
¢ili vsebnost vode in suhe snovi (ISO 6496, 1999), soli (s pomocjo aparata
DL53 General Purpose Titrator, Mettler-Toledo, GmbH, Schwarzenbach,
Svica) ter celokupnega in nebeljakovinskega dugika (ISO 5983-2, 2005;
z aparatom Kjeltec 2300 Nitrogen Analyser, Foss Analytical, Hileroed,
Denmark) kot je opisano v Skrlep in sod. (2012). Aktivnost vode (@) je
bila doloc¢ena v akreditiranem laboratoriju za higieno zivil Veterinarske
fakultete v Ljubljani. Indeks proteolize smo izra¢unali kot koliénik med
nebeljakovinskim in celokupnim dusikom.

2.3 Teksturne (reoloske) lastnosti

Teksturne (reoloske) lastnosti pr§uta smo v obeh poskusih izmerili s tek-
sturometrom (Texture ,Analyzer, Ametek Lloyd Instruments, Ltd, Bo-
gnor Regis, Zdruzeno kraljestvo), opremljenim s 50-kg obremenitveno
celico in okroglo kompresijsko plos¢ico premera 50 mm. Za analizo in-
strumentalne teksture smo uporabili dve 15-mm rezini — eno za preizkus
TPA (angl. »texture profile analysis«), drugo za preizkus SR (angl. »stres-
srelaxtion«). Na obeh rezinah smo iz misic BF in SM natanc¢no izrezali
kocke dimenzije 2X2x1,5 cm (3 ponovitve iz vsake rezine). Pri preizkusu
smo za dolocitev SR vzorce za 90 sekund stisnili pravokotno na smer vla-
ken za 25 % pri TPA pa za 50 % prvotne visine. Pri obeh preizkusih smo
hitrost premikanja kompresijske plocice nastavili na 1 mm/s. Izmerili
smo relaksacijski indeks, trdoto, kohezivnost, vzmetnost ali elasti¢nost,
gumijavost in zveéljivost kot je opisano v Skrlep in sod. (2012).
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2.4 Senzoricna analiza

Senzori¢no kakovost prsuta smo ocenjevali po metodi kvantitativne
opisne analize s pomoc¢jo senzori¢nega panela. V poskusu 1 je panel stel
8 c¢lanov, strokovnjakov s podrocja predelave prsuta, vsi vzorci so bili
ocenjeni v istem dnevu, vsak vzorec pa je bil ocenjen le enkrat. V pos-
kusu 2 je sodeloval 10-¢lanski senzori¢ni panel sestavljen iz predhodno
treniranih prostovoljcev. V vsaki ocenjevalni seriji so bili ocenjeni 4
vzorci, vsak vzorec pa je bil ocenjen v treh ponovitvah. Nabor lastnosti
za ocenjevanje je bil enak v obeh poskusih. Panelisti so senzori¢ne last-
nosti ocenjevali na 90-mm nestrukturirani skali glede na intenzivnost
senzori¢ne zaznave. Za ocenjevanje je vsak panelist dobil 1 mm debelo
rezino prsuta, na kateri je loceno za misici BF in SM ocenil slanost, slad-
kost, kislost, grenkost, pastoznost, so¢nost, topljivost in prisotnost tujih
okusov.

2.5 Potrosniska analiza

Potrosnisko analizo smo organizirali med obiskovalci kmetijsko-zivil-
skega sejma AGRA 2014. Obiskovalci (prostovoljci) so v oceno dobili dve
rezini pr§uta (obi¢ajno in skraj$ano soljenje) in podali oceno (bolj, manj,
enako) glede slanosti, topljivosti in vSecnosti. Anketa je zajela 288 oseb,
od tega 58 % moskih in 42 % Zensk, povprecne starosti 45,8 let (distribu-
cija prikazana na sliki 1).

1Y -

Slika 1: Starostna distribucija anketirancev

2.6 Statisti¢na analiza

Pri obdelavi podatkov smo uporabili statisti¢ni program SAS (SAS In-
stitute Inc, Cary, ZDA), poskusa pa smo obravnavali lo¢eno. Za analizo
variance smo uporabili proceduro GLM, v model pa smo vkljucili fiksni
vpliv skupine (trajanja soljenja). V primeru statisti¢no znacilnega vpliva
(P<0,05) smo povprec¢ne vrednosti primerjali z uporabo Tukey-jevega te-
sta. Za prikaze smo uporabili povpreéne ocene obeh misic za posamez-
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no lastnost. Za grafi¢ni prikaz reoloskih in senzori¢nih lastnosti (slika
3, 4) smo uporabili normalizirane vrednosti, pri katerih smo vrednosti
preucevanih lastnosti pretvorili na skalo 0-1 (vrednosti, izmerjene na
razliénih skalah, so prilagojene na enako skalo).

3. REZULTATI Z DISKUSIJO

3.1 Kemijske lastnosti prsuta

S skrajSanjem faze soljenja smo dosegli znatno zmanjsanje vsebnosti soli
v kon¢nem izdelku (Slika 2). V poskusu 1 smo z 11- in 8- dnevnim so-
ljenjem dosegli 12 oziroma 30 % manj soli v primerjavi z obicajnim 14-
dnevnim soljenjem. V poskusu 2, kjer smo obicajno soljenje skrajsali iz
18 na 6 dni, pa smo dosegli 40 % redukcijo soli v izdelku. Ti rezultati
(slika 2) kazejo na dejstvo, da navzemanje soli poteka nelinearno glede
na trajanjem faze soljenja (Picouet in sod., 2012) in je bolj intenzivno v
prvih dneh. Znatno redukcijo soli torej lahko dosezemo le s precejsnjim
skrajsanjem te faze (v naSem primeru iz obicajnih 14-18 dni na 6-8 dni).
Kot posledica skrajsanja soljenja so imeli manj slani prsuti tudi manj
suhe snovi (Slika 3b), povecano proteolizo (Slika 3c) in visjo a  (Slika
3d).

Sol,%

S D B~ N 0 O

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Trajanje faze soljenja, dni

— Logaritemski trend

Slika 2: Vsebnosti soli v kraskem prsutu glede na trajanje faze soljenja
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Slika 3: Vpliv trajanja soljenja na lastnosti kraskega prsuta.” senzori¢na ocena (nestruk-
turirana skala); O poskus 1, Oposkus 2. Znacilen vpliv trajanja soljenja na doloceno
lastnost oznacuje *; ns — neznacilen vpliv; * - P<0,05; ** - P<0,01; *** - P<0,0001.

Zmanj$anje vsebnosti soli je bilo pricakovano, dosegli smo relativno ve-
liko zmanjsanje, ki je predvsem v drugem poskusu (soljenje le 6 dni) vo-
dila do (pre)visoke vrednosti a, in s tem povecanega obsega proteolize.
Po navedbah literature (Flores in sod., 2013; Desmond, 2006) je v suSenih
mesnih izdelkih moZzno zmanjsati kolicino soli za 30 do 50 % brez nega-
tivnega vpliva na senzori¢ne lastnosti, pri cemer pa je potrebna precej-
$nja mera poznavanja in adaptacij v tehnologiji predelave, da se zagotovi
ustrezna stabilnost in senzori¢na kakovost izdelka. Tako so na primer
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Schivazappa in sod. (2013) pri prsutih s 25 % zmanjsanjem soli doseg-
li ustrezno stabilnost misice BF ob koncu faze pocivanja (i.e.a, <0,96) s
podaljevanjem omenjene faze na 145 dni. Te faze v naSem poskusu ni-
smo podaljsali, vendar je bila v nekaterih prsutih iz skupine z najvecjim
zmanj$anjem soli(i.e. 6dni soljenja) presezena dovoljena vrednost a, po
pravilih konzorcija (a,<0,93). Omenjena vrednost a  namrec $e ne zago-
tavlja popolne stabilnosti izdelka (Smole, Mozina in Bem, 2003).

3.2 Teksturne lastnosti prsuta

V obeh poskusih smo ugotovili znacilen vpliv trajanja soljenja na ve¢ino
instrumentalno dolocenih teksturnih lastnostih (Slika 4), ki je bil e po-
sebej izrazit v poskusu 2, medtem ko so bile v poskusu 1 razlike znacilne
le med 14- in 8-dnevnim soljenjem, z izjemo trdote. NiZja vsebnost soli v
prsutu je bila povezana z vecjim relaksacijskim indeksom, manjs$o trdo-
to, kohezivnostjo, gumijavostjo in Zvecljivostjo, kar je v skladu z rezultati
kemijske analize ter navedbami iz literature (Toldra, 2002; Ruiz-Ramirez
in sod., 2006; Benedini in sod., 2012), ki mehkejso teksturo povezujejo
z vecjo vsebnostjo vlage, nizjo vsebnostjo soli in visjo stopnjo proteolize
(med drugim gre tu tudi za razgradnjo strukturnih proteinov).

POSKUS 1! POSKUS 2

Relaksacijski
indeks*
1.0

Relaksacijski
indeks***

0.8
0.6

Zvetljivost** Trdota*** Tvedljivost *** Trdota***

Elasti¢nost Kohezivnost* Elasti¢nost Kohezivnost **

Gumijavost*** Gumijavost***

Trajanje soljenja: Trajanje soljenja:
——14d (obi¢ajno) ----- 11 d (skrajsano) =-=-=8d (skrajsano)

18 d (obicajno) ===6d (skrajsano)

Slika 4: Vpliv trajanja soljenja na reoloske lastnosti kraskega prsuta (za graficen
prikaz so uporabljene normalizirane vrednosti, prilagojene na skalo 0-1). ' Med 14-
dnevnim (obi¢ajnim) in 11-dnevnim soljenjem ni bilo razlik (P<0,05) v reoloskih last-
nostih; izjema je lastnost trdota, kjer se vsi trije nivoji soljenja med seboj razlikujejo
(P<0,05). Znacilen vpliv trajanja soljenja na dolo¢eno lastnost oznacuje *; * - P<0,05;
** . P<0,01; *** - P<0,0001.

3.3 Senzoricne lastnosti prsuta

Senzori¢ni panel iz poskusa 1 je zaznal razlike v slanosti, sladkosti in
pastoznosti (Slika 5). Ocenjevalci so zaznali, da so pr$uti pri skrajsani
fazi soljenja manj slani (skladno s kemi¢no analizo), vendar tudi bolj
sladki in bolj pastozni. Prsute z 11-dnevnim soljenjem so ocenjevalci
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glede slanosti in pastoznosti prepoznali kot podobne standardno solje-
nim prsutom (i.e. 14 dni), medtem ko so jih glede sladkosti ocenili kot
bolj podobne tistim iz kratkega (8-dnevnega) soljenja. Senzori¢ni panel
iz poskusa 2 je zaznal vecje razlike (P<0,05) v vec¢ini preuc¢evanih senzo-
ri¢nih lastnosti razen v topljivosti, kar je najbrz posledica vec¢jega obsega
proteolize (posebej pri manj slanih prsutih) kot v poskusu 1.

POSKUS 1 Slanost * POSKUAZ Slanost ***
1.0 1.0
Tuji okusi 08 Sladkost ** Tuji okusi 08 Sladkost
0.6 A *xk 06 Hohk
0/ | X==37 04
£ ; :
& e I . Grenkost
Socnost oo /:,.‘. Grenkost Sotnost + re*rl*os
VAN
1 /l
7
Sso 7
seo
Topljivost Kislost Topljivost Kislost ***
Pastoznost Pastoznost
Fokok *
Trajanje soljenja: Trajanje soljenja:
——14d (obicajno) ----* 11 d (skrajsano) ===8d (skrajsano) ——18d (obi¢ajno) ===6d (skrajsano)

Slika 5: Vpliv trajanja soljenja na senzoric¢ne lastnosti kraskega prsuta (za graficen
prikaz so uporabljene normalizirane vrednosti, prilagojene na skalo 0-1). Znacilen
vpliv trajanja soljenja na doloceno lastnost oznacuje *; * - P<0,05; ** - P<0,01; *** -

P<0,0001.

Rezultati senzori¢nega ocenjevanja so skladni z rezultati kemijskih in
teksturnih analiz. Manj slani prsuti so se izkazali tudi za bolj pastozne
in so¢ne, kar se sklada z rezultati za indeks proteolize in vsebnost suhe
snovi. NiZja vsebnosti soli v prsutu je bila pricakovano povezana z niz-
jo senzori¢no slanostjo, vendar tudi z niZjo kislostjo ter vec¢jo sladkost-
jo in grenkostjo prsutov. Omenjeni parametri kazejo na povecano in-
tenzivnost encimske aktivnosti pri zmanjsani vsebnosti soli v pr§utu.
Zaradi povecane proteolize nastajajo razgradni produkti beljakovin, ki
vplivajo na okus prsuta (Toldra in Flores, 1998). Nasi rezultati nakazu-
jejo prekomerno intenzivnost proteolize, saj so bili ob nizji slanosti bolj
zaznavni tudi nekateri negativni okusi (grenkoba, tuji okusi). Ceprav
je imelo izrazito zniZanje vsebnosti soli (za 40 % oziroma na 4,2 %) v
poskusu 2 Ze negativen vpliv na senzori¢no kakovost izdelka, pa tuji
literaturni viri (Benedini in sod., 2012; Manzocco in sod., 2013; Laure-
ati in sod., 2014) navajajo podobno nizke koncentracije v standardnih
proizvodih (i.e. dovoljena vsebnost soli v BF po pravilih konzorcija Par-
ma je 4,4 do 6,2 %), s ¢imer nakazujejo, da je ob ustrezni prilagoditvi
tehnologije predelave mozno dosec¢i dobro kakovost izdelkov (Schiva-
zappa in sod., 2013).
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3.4 Potrosniska analiza

Potrosniska analiza (Slika 6), v katero smo vkljucili vzorce iz skupine s
standardnim in kratkim soljenjem, je pokazala, da potrosniki relativno
dobro (69 %) loc¢ijo prsut razliéne slanosti. Prav tako je vecina (65 %)
pravilno ocenila vecjo topljivost pri pr§utih z manjso vsebnostjo soli.
Dobri polovici anketirancev (53 %) je bil manj slan prsut tudi bolj vsec.
Med spoloma ni bilo pomembne razlike v zaznavanju slanosti (rezultati
niso prikazani), so pa Zenske nekoliko bolje zaznavale topljivost vzorca
kot moski (73 % vs. 60 %), moskim pa je bil v primerjavi z Zenskami ne-
koliko bolj vse¢ slan prsut (40 % vs. 30 %).

Kateri vzorec vam zdi bolj slan? Kateri vzorec se vam zdi bolj Kateri vzorec vam je bolj viec?
topljiv?
Enako;

15; 5% Vzorec Vzorec Vzorec

B
A; 74; B; 76; 37%
27%

26%

Vzorec Vzorec
B; 198; A; 185; Enako; Vaorec Enako
69% 65% 24; 8% 53% 10%

Slika 6. Rezultati potrosniske ankete glede slanosti, topljivosti in v§ecnosti vzorcev
(vzorec A — kratko soljenje; vzorec B — standardno soljenje).

4. ZAKLJUCEK

Z raziskavo smo dokazali, da je skrajSevanje faze soljenja uspesen ukrep
za zmanj$anje vsebnosti soli v pr§utu, vendar je za zaznaven uc¢inek po-
trebno precej$nje skrajsanje. Rezultati so pokazali znacilen vpliv traja-
nja soljenja na vec¢ino kemijskih, teksturnih in senzori¢nih lastnosti. Po-
trebno je poudariti, da najkrajse preizkuseno soljenje (najnizja vsebnosti
soli) pri nekaterih lastnostih ni imelo pozitivnega u¢inka. To kaze, da je
bila dosezena spodnja meja skrajsevanja ter da bi bilo za boljso kontrolo
a  in procesa proteolize potrebno prilagoditi tudi druge faze proizvodne-
ga procesa (npr. podaljsati fazo pocivanja), Cemur bi bilo potrebno posve-
titi nadaljnje raziskave. Zanimiva je tudi ugotovitev, da imajo potrosniki
raje manj slan izdelek (¢eprav obstajajo nekatere razlike med moskimi in
zenskami ter med razli¢nimi starostnimi skupinami), kar je pomembna
informacija in spodbuda za proizvajalce, da uvedejo spremembe v teh-
nologiji predelave.
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I 5. ZAHVALA

Raziskave so bile financirane iz sredstev Programa ¢ezmejnega sode-
lovanja Slovenija-Italija 2007-2013 ter sofinancirane iz sredstev ARRS
(P4-0133; L4-5521). Poskusi so bili izpeljani v prs§utarnah ¢lanicah kon-
zorcija kraskega prsuta (KRAS d.d. in PrSutarna Lokev na Krasu d.o.0.)
s pomocjo njihovih tehnologov, za kar se jim iskreno zahvaljujemo. Prav
tako iskrena hvala udelezencem senzori¢nih panelov.
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Il Carso si contraddistingue per le sue caratteristiche climatiche e geologi-
che uniche, per 'eccezionale varieta della sua flora e della sua fauna, per
il suo paesaggio tipico e per i frutti e i prodotti tradizionali che produce.
Tutto questo lo rende unico e riconoscibile a livello mondiale. Adottando
un approccio integrato, il progetto Agrotur (http://www.agrotur.it) ha voluto
migliorare la qualita e la riconoscibilita del vino Terrano e del prosciutto
ai quali il territorio deve la sua fama. Nel corso dei tre anni di durata del
progetto, grazie all'integrazione delle attivita sia in senso orizzontale (tra
istituti di ricerca) che verticale (con i consumatori finali, i viticoltori, gli
abitanti locali ...) abbiamo svolto una serie di attivita per il miglioramen-
to della qualita e della riconoscibilita turistica del Carso, dei suoi frutti
e prodotti tipici e dei loro effetti benefici sulla salute. Utilizzando le pit
recenti tecniche di analisi abbiamo esaminato dettagliatamente i compo-
nenti bioattivi del vino Terrano e dell'uva Terrano/Refosk di tre annate e i
loro influssi positivi sulla salute; contemporaneamente abbiamo studiato
approfonditamente il suolo viticolo del Carso - la terra rossa, I'entomofau-
na (gli insetti) e le conseguenze negative che l'agricoltura puo esercitare
sull'ambiente carsico. Grazie a prove applicate, volte al miglioramento
della qualita del Terrano e del prosciutto »kraski prsut«, realizzate con la
collaborazione dei viticoltori e dei produttori di prosciutto, sono state ac-
quisite nuove conoscenze che potranno essere d’aiuto ai produttori locali
nell’attivita agricola, nella promozione e nella commercializzazione dei
prodotti tipici del Carso.

Nei laboratori degli istituti di ricerca, partner del progetto, sono stati ana-
lizzati in tre anni piu di 60.000 diversi componenti, composti, sostanze
attive. Grazie a queste analisi sono state acquisite nuove conoscenze ri-
guardanti i prodotti del Carso, la loro coltivazione, lavorazione e il modo
in cui le nuove tecnologie possono contribuire al loro miglioramento. I
risultati delle analisi sono stati illustrati nel corso di quattro convegni
organizzati nell'ambito del progetto e pubblicati nei rispettivi atti, in rivi-
ste tecniche e scientifiche e in molte tesi di laurea scritte nell'ambito del
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progetto dagli studenti dell’Universita di Nova Gorica. Negli atti dell’'ulti-
mo convegno sono state presentate le ricerche e le analisi fondamentali e
applicative del progetto, svolte sul Terrano/Refosk e sul prosciutto »kraski
priut«.

Il turismo é un settore produttivo molto importante per il Carso, per que-
sto motivo uno degli obiettivi del progetto Agrotur é stata la creazione
di un nuovo marchio transfrontaliero, »Kras-destinacija avtohtonih pro-
duktov/Carso, la destinazione dei prodotti autoctoni«. Il nostro scopo é
stato quello di sostenere tutte le attivita esistenti sul territorio nel campo
dell'agriturismo e di promuovere i prodotti tradizionali. All'interno del
progetto e stata creata una rete che riunisce tutti coloro che offrono delle
possibilita di pernottamento (il cosiddetto hotel tranfrontaliero diffuso:
http://www.hoteldobregaterana.si/), attraverso la quale gli agriturismi del
Carso sloveno e di quello italiano possono proporre i propri servizi di
pernottamento e i propri prodotti. Lo scopo che questa rete si prefigge é
aumentare la riconoscibilita del Carso e il numero dei turisti che lo visita,
ottimizzando cosi I'economia locale e mantenendo la campagna carsica
attiva e disponibile nei confronti delle aziende agricole.

Naturalmente il progetto non avrebbe avuto successo senza la collabora-
zione attiva dei produttori locali di Terrano, che hanno creato dei consorzi
sia sul lato sloveno che su quello italiano. Le attivita di promozione svolte
dai viticoltori del Carso di entrambi i paesi hanno avuto un ruolo cruciale
per il miglioramento della riconoscibilita del Carso e del Terrano sia a
livello locale che all’estero. Grazie al loro aiuto e al loro lavoro, il progetto
ha acquisito significato e ha portato a dei risultati reali, raggiungendo lo
scopo previsto dai finanziamenti destinati per i progetti transfrontalieri
dal programma Slovenia-Italia 2007-2013.

Dott. Klemen Lisjak, responsabile del progetto Agrotur
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La viticoltura e la produzione vinicola del Carso hanno una tradizione
plurimillenaria: la coltivazione della vite risale, infatti, ai tempi dell’anti-
chita. Le condizioni del clima e del suolo favorevoli e lo sviluppo rapido e
dinamico della viticoltura e della produzione vinicola nel Carso, in parti-
colare nell’'ultimo decennio, permettono di preservare 'ambiente vinico-
lo, la tradizione locale, i desideri dei clienti e I'alta qualita del vino.

Questa ¢ la patria del Terrano, vino che negli ultimi anni ha raggiunto
un livello qualitativo invidiabile e si conferma quale particolarita a livel-
lo locale e internazionale.

La regione & bella e merita di essere visitata per le sue numerose attrat-
tive legate al vino e non solo. Oltre alla localita di Lipizza, le grotte di
San Canziano e la grotta di Corgnale, il Carso offre anche una ricca e
variegata gamma di specialita enogastronomiche, tra cui svetta il vino
Terrano.

Siamo consapevoli del fatto che il Terrano & parte del nostro patrimo-
nio culturale, della nostra tradizione e della nostra storia, ed & percio
un’attivita economica importante che sul Carso copre una larga parte del
reddito nazionale e contribuisce a mantenere vive le campagne.

E merito soprattutto dell'uomo se il Carso ha queste caratteristiche, per-
ché ha saputo utilizzare le opportunita che gli venivano offerte dalla
scienza moderna e dalla natura. Se facciamo un passo indietro possiamo
quindi affermare in modo deciso che il Carso & una regione vitivinicola
che, nel corso di una tradizione millenaria, ha conosciuto molte attivita
tecniche: esse portano la testimonianza della coltura del vitigno Terra-
no/Refosk, varieta autoctona che sul Carso, grazie alle specifiche condi-
zioni ecologiche e pedologiche della zona, produce quel particolare vino
che i carsolini chiamano Terrano.

Negli ultimi anni i viticoltori hanno sviluppato nei confronti delle viti e
del vino un approccio particolare, dovuto soprattutto al fatto che la col-
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tura delle viti si svolge sul suolo famigliare, rendendo cosi ogni bicchiere
di Terrano particolare e unico. Questa & la storia del Terrano, I’ orgoglio
di noi carsolini e soprattutto dei viticoltori e dei produttori di vino, per i
quali & fonte di gioia e il fulcro della loro esistenza.

Siamo sempre pitl convinti del fatto che il valore del Terrano non si ri-
fletta soltanto solo nel suo bouquet che ricorda i frutti di bosco freschi,
talvolta anche troppo maturi, ma anche nell'armonia, nel suo sapore pie-
no, fruttato, minerale e nobile.

Siamo consapevoli del fatto che la storia dello sviluppo della viticoltura
e della produzione vinicola proseguira anche in futuro, per questo mo-
tivo vogliamo trarre vantaggio dai finanziamenti che ci vengono offerti
dall’EU e dal nostro paese. Grazie al progetto AGROTUR abbiamo ac-
quisito molte conoscenze necessarie per la produzione di un'uva e di un
Terrano di alta qualita. Ci rendiamo conto del fatto che nei nostri vigneti
e nelle nostre cantine custodiamo un ricco patrimonio e quindi & nostra
responsabilita, un privilegio e un'opportunita per poter usufruire di que-
sto potenziale e contribuire per migliorarlo.

Dott. Friderik Vodopivec
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Il consumo moderato di vino rosso riduce il rischio di malattie cardio-
vascolari, neurodegenerative, proliferative (cancro) ed altre. Le piti re-
centi informazioni scientifiche indicano che tra le numerose sostanze
bioattive presenti nel vino rosso, gli antociani sembrano avere gli effetti
protettivi pitt pronunciati. Essi agiscono da anti-ossidanti, anti-infiam-
matori, anti-microbici e anti-cancro. Si riassumono qui le informazioni
scientifiche pit recenti sulla bioattivita degli antociani, che consentono
di affermare che il consumo moderato di vino puo essere considerato un
corretto stile di vita che promuove il mantenimento della nostra salute.

Moderate consumption of red wine reduces the risk of cardiovascular,
neurodegenerative, cancer, and some of the other diseases. Among nu-
merous bioactive compounds in the red wine, the most recent infor-
mation show that anthocyanins have the most pronounced health pro-
tective benefits. Anthocyanins have anti-oxidant, anti-inflammatory,
antimicrobial and anti-carcinogenic activities. Here we review the red
wine anthocyanins and their bioactivity. Modern dietary guidelines for
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healthy lifestyle promotion shall include moderate consumption of red
wine as an essential part of the daily nutrition.

Il consumo di vino & ritenuto essere un importante fattore che influenza
il processo dell'invecchiamento e dell’aspettativa di vita. Inoltre, sem-
bra avere un impatto positivo sulle malattie tipiche dell’eta senile, che
spesso si associano (Chrysohoou and Stefanadis 2013). I pigmenti rossi
del vini, detti antociani, sono un gruppo di numerose molecole, appar-
tenenti alla classe chimica dei flavonoidi. Sono dotati di particolare bio-
attivita. Diversamente da certe vitamine, che hanno pure azione anti-
ossidante e che sono comunque essenziali per la vitalita della cellula, gli
antociani non svolgono un ruolo vitale, ma diversi studi hanno indicato
che l'assunzione prolungata di piccole quantita, per esempio attraverso il
moderato consumo di vino, si collega ad effetti benefici su diverse malat-
tie croniche neurodegenerative associate a perdita di capacita cognitive
(Letenneur 2004) e malattie cardiovascolari (Di Castelnuovo, Rotondo et
al. 2002). C’& percio in questo momento un notevole interesse scientifico
volto a comprendere come gli antociani agiscano proteggendo le cellule
dalla senescenza o dall’attivazione di meccanismi legati alle malattie.
A causa della loro particolare struttura chimica, gli antociani sono as-
sorbiti nel sangue in quantita molto bassa. Ciononostante, essi possono
entrare nelle cellule, legarsi a bersagli molecolari e influenzare certe
funzioni cellulari. Percio sono considerati dei nutraceutici: sostanze pre-
senti nella dieta che agiscono similmente ai farmaci.

Il vino contiene piut di 500 sostanze: acqua, etanolo, zuccheri (glucosio
e fruttosio), glicerolo, acidi organici (ac. tartarico, malico, lattico, ecc.),
composti aromatici, pectine, aminoacidi, polifenoli, vitamine, composti
solforati e derivati dell’azoto (Soleas, Diamandis et al. 1997).

Tra le sostanze bioattive si annovera un ampio gruppo di polifenoli (vedi
tabella 1), suddivisi in flavonoidi (antociani, catechina, epicatechina,
quesrcetina ed altri), non-flvonoidi, come gli acidi fenolici (ac. p-cuma-
rico, cinnamico, caffeico, gentisico, ferulico e vanillico) e stilbeni (resve-
ratrolo e polidatina) (Waterhouse 2002).
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Tabellal. Strutture chimiche dei polifenoli del vino rosso. Tratto da (Corder,
Douthwaite et al. 2001; Waterhouse 2002; Dell’Agli, Busciala et al. 2004).

FLAVONOIDS

RI
OH
HO 0 O
O RZ
OH
OH

Flavanols (flavan-3-ols)

R1 R?
catechin (epicatechin) -H -OH
galocatechin (epigalocatechin) -OH -OH

HO

Flavonols
R, R,
quercetin -OH -H
myricetin -OH -OH
kaempferol -H H
R Anthocyanidins
OH R, R,
. O cyanidin -OH -H
HO Ox delphinidin -OH -OH
O % peonidin -OCH, -H
Z>ou petunidin -OCH, -OH
malvidin -OCH, CH,
OH
NON-FLAVONOIDS
Hydroxycinnamicacids
CHCOO —R
- : R, R, R
caffeic acid -OH -OH -H
ferulic acid -OH -OCH, -H
coumaric -OH -H -H
acid
chlorogenic -OH -OH O
acid HOOC

OH

COOH

HC
R,
Rl
RI: ; _ COOH
Rl
R3

caftaric acid -OH -OH “on
COOH
Derivates of benzoic acid
R1 RE Rﬂ
benzoicacid -H -H -H
gallicacid -OH -OH -OH
vanillicacid -H -OH -OCH,

protocatechuic -H -OH -OH
acid
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O OH  gtilbenoids
HO O X resveratrol

OH

11 tipico colore rosso del vino & dato dalla presenza di antociani, pigmen-
ti presenti anche nella frutta e verdura. Sono molecole idrofile relativa-
mente grandi (massa molecolare di circa 500 Da). Sono state descritte
non meno di 400 varianti chimiche. Gli antociani pitt comuni nel vino
sono malvidina, cianidina, peonidina, delfinidina, pelargonidina e pe-
tunidina, legati ad una o due molecole di glucosio, ed altri piccole mole-
cole (esteri di ac. acetico, cumarico e caffeico).

Le evidenze scientifiche indicano che essi agiscono nelle cellule ani-
mali some se fossero dei farmaci molto particolari. Infatti, dopo il loro
assorbimento dal sistema gastro-intestinale, che & molto limitato, essi si
distribuiscono nel fegato e nei reni, dove subiscono delle limitate mo-
dificazioni chimiche e sono molto rapidamente eliminati con la bile e
l'urina. Valutando queste caratteristiche dal punto di vista fisiologico-
farmacologico, sembra che gli organismi animali si difendano dagli an-
tociani, limitando al minimo il loro assorbimento e provvedendo alla
loro rapida eliminazione.

Eppure le piccole quantita di antociani, che passano nel sangue poco
dopo il loro arrivo nel sistema digestivo, dimostrano di avere un’efficace
azione di protezione della salute (He, Liang et al. 2012).

Approfondimento: aspetti di farmacocinetica e biodisponibilita
degli antociani

La principale caratteristica degli antociani & la loro limitata bio-
disponibilita, che si traduce in concentrazioni plasmatiche molto
basse (0.1-1 uM) (Manach, Williamson et al. 2005). Cio & dovuto
sia al limitato assorbimento dall’intestino che al rapido passaggio
attraverso gli organi escretori, seguito da eliminazione nella bile e
urina (Vanzo, Vrhovsek et al. 2011). Recenti dati, ottenuti sommini-
strando a soggetti umani volontari una piccola dose (0.5 g, equiva-
lente a 1,114 umol) di cianidina-3-O-glucoside (C3G) marcata (13C5,
innocua), indicano una biodisponibilita del 12 % della dose som-
ministrata. In dettaglio, 5.4 % & stata eliminata nell’'urina, 6.9 %
nell’espirato (in english: breath), 32 % nelle feci (Czank, Cassidy
et al. 2013). Un altro studio ha pure esaminato i metaboliti degli
antociani che si formano nel colon, grazie all’azione della flora bat-
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terica, e sono assorbiti. Il principale di questi (alla concentrazione
plasmatica di 11 nmol/L) e il protocatechuic acid-3-O-glucuronide;
un altro composto é l'acido ippurico (1,962 nmol/L nel plasma) (de
Ferrars, Czank et al. 2014). Si ritiene che anche questi composti
abbiano azione biologica.

Il consumo regolare e moderato di vino rosso & legato a una riduzione
del rischio di sviluppare malattie neurodegenerative, cardiovascolari e
proliferative (cancro). Cio & stato attribuito alle proprieta anti-ossidanti e
anti-infiammatorie dei polifenoli del vino rosso (red wine polyphenols,
RWP), ma molti dettagli meccanicistici sono ancora da chiarire. Infatti,
sembra pitl plausibile che questi importanti effetti sistemici siano da at-
tribuire non all’azione anti-ossidante diretta, ma ad effetti indiretti che
si amplificano a cascata. Molte evidenze sperimentali indicano che gli
antociani possono modulare le vie di segnalazione intracellulare, che
regolano funzioni vitali, come la proliferazione cellulare e la risposta a
stimoli esterni (Ndiaye, M., M. Chataigneau, et al. 2005; Calabrese, V., C.
Cornelius, et al. 2012). Gli antociani dimostrano effetti ormetici, per cui
a basse concentrazioni proteggono le cellule, mentre a maggiori concen-
trazioni sono citotossici (Ristow 2014).

Alcune osservazioni epidemiologiche indicano che chi consuma il vino
in moderazione ha una ridotta incidenza di deficit cognitivi in tarda eta
oppure di demenza vera e propria, rispetto a chi non consuma vino (de
Rijk, Breteler et al. 1997; Orgogozo, Dartigues et al. 1997; Commenges,
Scotet et al. 2000). Sono osservazioni confermate da pit recenti studi, in
cui l'apporto di polifenoli dell'uva era controllato (Krikorian, Shidler et
al. 2010; Krikorian, Boespflug et al. 2012). Ulteriori verifiche sono state
ottenute in modelli sperimentali in vitro o in animali (Dajas, Rivera et al.
2003; Zhu, Choi et al. 2007; Echeverry, Arredondo et al. 2010; Basli, Sou-
let et al. 2012). Sono pochi ancora gli studi clinici che utilizzano gli anto-
ciani come integratori dell'alimentazione (Albarracin, Stab et al. 2012).

I deficit cognitivi e della demenza e il morbo di Parkinson derivano da
danni strutturali a carico delle cellule nervose, causati da un’eccessiva
formazione di specie reattive dell'ossigeno (ROS). Sebbene i ROS si for-
mino normalmente e la cellula li usi per regolare alcune sue funzioni
di base, quando si supera una determinata soglia, essi sono tossici. Si
ritiene che effetti protettivi dei polifenoli dell'uva siano dovuti alla loro
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capacita di interagire con bersagli cellulari coinvolti nel controllo della
resistenza a neurotossine (Zhu, Choi et al. 2007; Granzotto and Zatta
2014), della produzione endogena di ROS ed altre molecole altamente
reattive (le specie reattive dell'azoto, RNS), (Calabrese, Cornelius et al.
2012), mediatori dell'infiammazione che promuovono la formazione di
ROS e RNS (Kao, Ou et al. 2010; Spilsbury, Vauzour et al. 2012), del dif-
ferenziamento ed eccitabilita neuronale (Spencer 2008).

A questi effetti si aggiungono altri a carico del sistema vascolare cerebra-
le, che portano ad un aumento del flusso ematico e quindi dell’apporto
di ossigeno, con attivazione della neurogenesi nell'ippocampo, una delle
aree cerebrali pitt importanti per le nostre funzioni cognitive (Williams
and Spencer 2012).

Gli antociani possono distribuirsi nel cervello (sia nella corteccia ce-
rebrale che nel cervelletto) di suini la cui dieta era stata arricchita con
estratti di mirtillo (Kalt, Blumberg et al. 2008). Dati simili sono stati ot-
tenuti anche in ratti (el Mohsen, Marks et al. 2006). Si sa che gli antocia-
ni possono essere assorbiti nello stomaco e raggiungere il cervello dopo
pochi minuti (Passamonti, Vrhovsek et al. 2005). Percio si deduce che gli
antociani possono attraversare la barriera emato-encefalica e penetrare
nel sistema nervoso centrale, grazie a meccanismi specifici di trasporto,
che promuovono il loro passaggio attraverso le membrane biologiche (Zi-
berna, Fornasaro et al. 2013).

Nell’ambito del progetto Agrotur, abbiamo esaminato la presenza di an-
tociani ed altri composti che si formano nel colon grazie all'azione della
flora batterica intestinale sui polifonoli nel cervello. Abbiamo realizzato
degli esperimenti in ratti anestetizzati, previo espletamento delle proce-
dure di autorizzazione in conformita alle disposizioni di legge nazionale
ed europea. Gli esperimenti non hanno causato alcun disagio o dolore
agli animali e hanno avuto una durata molto breve (20-25 min), in modo
da non causare stress ed alterare le funzioni fisiologiche (in particolare
la barriera emato-encefalica, che separa il compartimento ematico dal
cervello). Sono state somministrate piccole quantita di sostanze pure per
via endovenosa. Dopo sacrificio istantaneo degli animali, gli organi e i
fluidi biologici sono stati prelevati e sottoposti a procedure analitiche
per misurare e caratterizzare i composti trovati. Centinaia di analisi
sono state svolte presso il Centro Ricerca e Innovazione della Fonda-
zione Edmund Mach (San Michele all’Adige, Trento), e in particolare
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nel Dipartimento di Qualita alimentare e Nutrizione (Responsabile: dott.
Fulvio Mattivi), avvalendoci dell'infrastruttura tecnica della Piattafor-
ma metabolomica (Responsabile: dott.ssa Urska Vrhovsek).

I risultati ottenuti sono riportati in due articoli scientifici che saranno pub-
blicati nel corso del 2015. In sintesi, abbiamo misurato nel cervello quan-
tita rilevanti dei composti somministrati, tra cui antociani intatti e alcuni
loro prodotti di trasformazione. Di particolare interesse & l'osservazione
del rapido passaggio di tutte queste molecole dal sangue al cervello.

Altre prove realizzate in vitro, utilizzando colture cellulari di astrociti
(cellule presenti nel cervello, che svolgono funzione di supporto e nu-
trimento per le cellule nervose), hanno dimostrato che la quercetina,
un flavonoide molto simile agli antociani, pud entrare nelle cellule me-
diante sistemi di trasporto multipli. Questi dati indicano percio che i
flavonoidi hanno dei bersagli nel cervello.

I risultati di queste ricerche hanno fornito informazioni finora mancan-
ti, sulla possibilita che i pigmenti del vino possano entrare nel cervello
e agire direttamente sulle cellule. Questi dati sono di particolare impor-
tanza per il vino Terrano, in cui la concentrazione di antociani & molto
elevata, e si cerca di produrre uve che ne siano ancora piui ricche. Percio,
l'obiettivo di produrre vini ricchi di pigmenti non & giustificabile solo
con argomenti che riguardano il gusto o il corpo del vino, o il suo valore
di mercato, ma anche da argomenti legati alla salute.

Queste informazioni sono utili ai produttori, che, conoscendo meglio
le proprieta del vino, possono decidere come migliorarlo e promuoverlo
presso i loro clienti.

Conoscere le proprieta fondamentali del vino e delle sue azioni nell’orga-
nismo umano consente di formulare delle raccomandazioni ben fondate
su come consumare il vino, per ricavarne benefici e non incorrere in dan-
ni alla propria salute. E’ un messaggio molto importante da trasmettere
soprattutto ai giovani, che sono esposti al rischio dell’abuso di alcol.

Il consumo tradizionale del vino, che si incontra nei Paesi mediterranei,
ha effetti prevalentemente positivi sulla salute. Queste sono le caratte-
ristiche del consumo “mediterraneo” di vino: i) dosi moderate; ii)assun-
zione distribuita nella settimana (piccole quantita ogni giorno); iii) basso
uso di liquori; iv) preferenza per il vino rosso; v) consumo di vino ai
pasti; vi) evitato il consumo smodato (Gea, Bes-Rastrollo et al. 2014).

Le linee guida italiana raccomandano di non superare 24-36 g di eta-
nolo puro/die per i maschi adulti. Cio corrisponde a 200-300 mL di
vino (12 % etanolo, volume) al giorno. Per le donne, si indica non pit di
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12-24 g (100-200 mL di vino rosso). Alcuni Paesi raccomandano assun-
zioni leggermente superiori, come i Paesi Bassi e la Spagna (entrambi 40
g e 24 g). D’altra parte, alcuni Paesi hanno invece soglie ancora minori,
come la Danimarca (21 g e 14 g), la Polonia (20 g e 10 g) e la Slovenia (20 g
e 10 g). (NHMRGC, 2009; Robins and British Medical Association, 1995).

Il presente lavoro rientra nelle attivita del progetto AGROTUR, finan-
ziato nell’'ambito del Programma per la Cooperazione Transfrontaliera
Italia - Slovenia 2007-2013 dal Fondo di sviluppo regionale e dai fondi
nazionali.
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RIASSUNTO

Nell’area vitiviticola del Carso-Karst, sono state impostate cinque spe-
rimentazioni con il fine di verificare come le pratiche agronomiche po-
tevano contribuire al miglioramento della qualita delle uve Terrano-
Refosgk. Le tecniche applicate hanno permesso di ottimizzare il rapporto
tra la superficie fogliare e la produzione. La riduzione della produzione
ottenuta attraverso la defogliazione pre-fioritura, il diradamento dei
grappoli, la scacchiatura e lo stress idrico da moderato a forte, ha mo-
strato di essere efficace al fine di migliorare i parametri di base della
maturazione ma anche 'accumulo di polifenoli nelle bacche d’uva.

Parole chiave: Terrano-Refosk, diradamento dei grappoli, defogliazio-

ne pre-fioritura, scacchiatura, rapporto area fogliare/produzione, stress
idrico, polifenoli, antociani
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In the area of Karst, five experiments were set up with the aim to find
out how selected viticultural techniques could impart an improvement
in grape quality. All techniques had an effect over the ratio between leaf
area and yield. The crop reduction, obtained both by pre-flowering leaf
removal, cluster thinning or shoot thinning and moderate-to-strong water
stress demonstrated to be really effective in order to improve the basic
maturation but also the accumulation of phenolics in the grape berries.

In diverse realta vitivinicole del mondo i viticoltori riconoscono l'impor-
tanza dell'equilibrio della pianta per ottenere una migliore qualita dalle
uve. Molte sperimentazioni sono state condotte allo scopo di comprende-
re quale sia il migliore compromesso tra la chioma (fonte di carboidrati)
e la produzione di uva (dove parte dei soluti viene accumulata). Tra gli
indici proposti dai ricercatori, il pit utilizzato & sicuramente il rapporto
area fogliare/produzione, e Kliewer e Dokoozlian (2005) hanno riportato
come valori compresi tra 0.8 e 1.4 m?/kg possono essere considerati otti-
mali per molte varieta di vite e per diversi sistemi di allevamento. Pit di
recente, Reynolds et al. (2007) hanno evidenziato come la scelta di una
forma di allevamento condiziona il rapporto tra foglie esposte e ombreg-
giate, e quindi anche l'attivita fotosintetica totale della pianta. L'utilizzo
di una forma di allevamento potrebbe quindi modificare i valori dell’in-
dice di equilibrio tra area fogliare e produzione, poiché l'efficienza foto-
sintetica cambia sensibilmente in relazione alla percentuale relativa di
foglie esposte alla radiazione solare o ombreggiate.

Quando le bacche d'uva vengono esposte alla luce del sole, il metabo-
lismo primario e secondario subisce dei cambiamenti. Normalmente si
osserva un aumento dei solidi solubili (Zoecklein et al. 1992; Bergqvist
et al., 2001), degli antociani e di altri polifenoli (Sternad Lemut et al.
2013, Lee and Skinkis 2013). Come possiamo aumentare l'esposizione
dei frutti alla luce? Come discusso sopra, l'utilizzo di una particolare
forma di allevamento puo ridurre la percentuale di foglie ombreggiate
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ma anche aumentare la quantita di luce che raggiunge i grappoli. Piu
semplicemente, nelle forme di allevamento a controspalliera & possibile
agire attraverso la defogliazione della zona dei grappoli.

Parlando sempre di equilibrio tra chioma e produzione, & facile intuire
come per molte varieta vi siano problemi di eccesso di produzione (Guido-
ni et al. 2002; Dami et al. 2006). Zoecklein et al. (1992) hanno evidenziato
come un valore basso del rapporto tra chioma e produzione conduceva ad
una riduzione dell'accumulo di zuccheri nelle bacche alla vendemmia.
Molti produttori sanno che durante l'estate devono intervenire per correg-
gere la produzione diradando i grappoli al fine di raggiungere un corretto
rapporto tra chioma e produzione. Il diradamento dei grappoli & la prin-
cipale pratica viticola utilizzata per ridurre la produzione e migliorare
quindi 'accumulo di zuccheri e di polifenoli nelle bacche d’'uva (Reynolds
1989; Bubola 2011). Possiamo anche facilmente intuire come uno degli
effetti del diradamento dei grappoli, sia una compensazione tra il minore
numero di grappoli ed il peso medio grappolo (Sivilotti e Lavrencic 2010),
anche se questo effetto non & sempre confermato (Gatti et el. 2012a).
Un’altra tecnica utilizzata per ridurre la produzione & stata proposta ne-
gli ultimi anni e prevede la defogliazione della zona dei grappoli in pre-
fioritura (Tardaguila et al. 2008; Poni et al. 2009; Palliotti et al. 2012).
Caspari et al. (1998) hanno spiegato come la defogliazione pre-fioritura
riduce la disponibilita di carboidrati per i fiori e quindi per I'allegagione,
e quello che si ottiene sono dei grappoli piu spargoli e quindi una ridotta
produzione. Sternad Lemut et al (2013), Lee e Skinkis (2013) e Diago et
al (2012) hanno osservato un contenuto pitt alto di flavonoidi — princi-
palmente flavonoli — nelle uve dove era stata applicata la defogliazione
pre-fioritura. Inoltre, Gatti et al. (2012a) ha mostrato che la defogliazione
pre-fioritura assicura una maggiore acidita titolabile nelle uve alla rac-
colta; questo risultato & interessante in uno scenario di cambiamenti cli-
matici, visto che le temperature elevate durante l'estate tendono a ridurre
sensibilmente i valori di questo parametro.

Infine, un’ulteriore strada percorribile per controllare il carico produt-
tivo & la scacchiatura. Leliminazione dei tralci in sovrannumero per-
mette di ottenere un miglioramento della fotosintesi della chioma e del
microclima del grappolo poiché vi & una maggiore esposizione alla luce
del sole. Questa pratica puo essere adottata per ridurre la produzione e
quindi per migliorare la qualita delle uve (Gatti et al. 2012b).
Diversamente dalle tecniche di gestione della chioma, anche lo stress
idrico puo essere utilizzato per ridurre la produzione ed ottenere nel
contempo un aumento della concentrazione di sostanze polifenoliche
(Sivilotti et al. 2005; Castellarin et al. 2007).

Sulla base di quanto presentato in questa lunga introduzione, nelle sta-
gioni 2012 e 2013 sono state condotte cinque sperimentazioni nella zona
del Carso con lo scopo di valutare gli effetti di diverse tecniche agrono-
miche sulla produzione e sulla qualita delle uve Terrano/Refosk (Vitis
vinifera L.) e dei vini Terrano.
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Nelle stagioni 2012 e 2013 sono state messe in campo 5 sperimentazioni
nel territorio del Carso nell’ambito del progetto AGROTUR/Agroturisti-
ca carsica. Come gia evidenziato in un precedente articolo (Sivilotti et
al. 2012), le prove di carattere viticolo volevano investigare l'effetto di
alcune tecniche agronomiche sull’equilibrio area fogliare/produzione, e
quindi di riflesso sulla qualita delle uve e dei vini Terrano.

Tabella 1: presentazione delle sperimentazioni viticole

Forma di
prova| sito Scopo (anno) alleva- trattamenti
mento
1. UNT, non trattato
Come la r}duzmne del- 2. PFLR, defogliazione pre-fioritura ef-
la produzione ottenuta G fettuata 10 giorni prima della fioritura
i uyot
1 i)otgvl; ;Ig‘ligzlirga WO 1 (25.5.2012; 28.5.2013). Per ogni tralcio
p . (fig 1) |sono state rimosse 4-5 foglie.
maturazione delle uve
(2012-13). 3. CT, diradamento dei grappoli all’'invaia-
tura (2.8.2012; 21.8.2013).
Come la forma di 1. Guyot UNT
.| allevamento (pergola 2. Guyot CT, diradamento dei grappoli
Dutovlje | tradizionale o Guyot) Guyot all'in\yaiatura (2.8.2012) Serp
2 ed il diradamento dei | e pergola
grappoli influenzano (fig1e2) 3. Pergola UNT
la qualita delle uve 4. Pergola CT diradamento dei grappoli
alla raccolta (2012). all'invaiatura (2.8.2012).
Come la scacchiatura 1. UNT, non trattato
puo rldurr.e 15} PTPd}l‘ Guyot |2. SC, scacchiatura effettuata dopo il ger-
3 zione e qumch\mlgho- (fig. 3) mogliamento eliminando i doppi germogli
rare la qualita delle ' sul capo a frutto e i germogli in eccesso
uve (2012). sulla testa della vite.
1. FCFB (tutta la chioma, tutti i grappoli),
non trattato
2. FCHB (tutta la chioma, meta grappoli),
Trovare I'equilibrio tra grappoli eliminati all'inizio dell’invaiatura
chioma e produzione Guyot (1.8.2012)
4 | Komen | che permetta di mi- (fig. 4) |3 HCFB (meta chioma, tutti i grappoli),
gliorare la qualita delle ’ 40% della chioma eliminata all’inizio
uve (2012). dell’invaiatura (1.8.2012)
4. HCHB (meta chioma, meta grappoli),
40% della chioma e meta dei grappoli eli-
minati all'inizio dell'invaiatura (1.8.2012)
Krai Come lo stress idrico 1. MF (stress idrico da moderato a forte)
ajna | Guyot
5 vas influenza la matura- (fig.5) T
zione delle uve (2012) 8 2. FS (stress idrico da forte a severo)

Per quanto attiene alla prima sperimentazione, & stata calcolata la va-
riazione percentuale della produzione e dei parametri di maturazione
tecnologica rispetto al controllo non trattato. Il profilo antocianico alla
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raccolta & stato determinato utilizzando il metodo descritto in Mattivi
et al. (2006). E stata inoltre calcolata la somma di antociani di- e tri-
sostituti, e di quelli idrossilati (OH-) o metossilati (OCH,-).

Nelle sperimentazioni 2, 4, 5 & stato valutato l'effetto dei trattamenti sui
parametri di maturazione tecnologica. E stata inoltre valutato il conte-
nuto di polifenoli totali ed antociani con il metodo descritto da Iland
(2004) per le prove 2 e 4, mentre nel caso delle sperimentazioni 3, 4 e 5
sono stati determinate le proantocianidine a basso (LMWP) ed alto peso
molecolare (HMWP) e gli antociani con i metodi descritti da Rigo et al.
(2000).

R
Figura 1: Guyot: UNT-non tratta
grappoli

Figura 3: scacchiatura, SC: dopo il
germogliamento sono stati eliminati i
doppi germogli e quelli sovrannumero
sulla testa della vite.
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Figura 4: equilibrio chioma/produzione: FCFB — chioma intera, tutti i grappoli; FCHB
— chioma intera, diradamento dei grappoli; HCFB — chioma ridotta, tutti i grappoli;
HCHB - chioma ridotta, diradamento dei grappoli.

i Vo e il 1 ,'"f{ o

Figura 5: stress idrico: MF-da moderato a forte, FS-da forte a severo.

3. RISULTATI E DISCUSSIONE

Come gia precedentemente riportato in Sivilotti et al. (2012), le tecniche
di defogliazione pre-fioritura ed il diradamento dei grappoli contribui-
scono a ridurre la produzione e quindi a migliorare I'equilibrio con I'area
fogliare. I risultati ottenuti nel 2012 e 2013 hanno subito l'effetto del
decorso meteorologico delle due annate, e nel 2013 la produzione media
inferiore ha vanificato tutti i vantaggi di diradamento, e anche per quan-
to riguarda la defogliazione precoce l'effetto & risultato inferiore.

Nella prima stagione 2012 & stato evidenziato un chiaro effetto della tesi
PFLR sul peso del grappolo e del trattamento CT sul numero di grappoli
(tabella 2).

I cambiamenti nei parametri produttivi, hanno influenzato anche i pa-
rametri fondamentali di maturazione delle uve. Nell’annata 2012, il dira-
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damento dei grappoli ha portato ad un aumento degli zuccheri ed a una
riduzione dell’acidita titolabile rispetto al controllo non trattato. Anche
la defogliazione precoce ha fornito risultati simili, ma l'effetto & stato piu
moderato. Nella stagione successiva il 2013, non vi sono stati degli effetti
evidenti della defogliazione pre-fioritura e del diradamento dei grappoli,
e addirittura per quanto riguarda quest'ultimo trattamento il comporta-
mento & stato opposto rispetto alla stagione precedente.

Tabella 2 - variazione percentuale della produzione e dei parametri di maturazione
tecnologica per i trattamenti di diradamento dei grappoli (CT) e di defogliazione pre-
coce (PFLR) rispetto alla tesi di controllo (UNT) nelle stagioni 2012 e 2013.

anno  confronti numero  peso grap- produ- TSS  aciditati- pH
grappoli polo zione (Brix) tolabile
2012 CT vs UNT -34% -8% -40% +17% -21% +4%
PFLR vs UNT -8% -41% -40% +3% -4% +4%
2013 CT vs UNT -9% -6% -14% -15% -5% -3%
PFLR vs UNT +8% -25% -22% +1% -3% +1%

Per entrambe le tesi CT e PFLR si & osservato un aumento degli antociani e
del contenuti di tannini nelle bucce e nei vinaccioli. Un evidente aumento
del contenuto di tannini (LMWP e HMWP) & stato osservato soprattutto
per i vinaccioli. Nelle bucce vi & stato un incremento delle proantociani-
dine HMWP nel caso del trattamento PLFR in confronto con il testimone
UNT (Tabella 3). Per quanto riguarda il trattamento PFLR si & osservato un
aumento sensibile del contenuto in tannini, e quindi la tecnica risulta inte-
ressante al fine di aumentare il contenuto di tannini nelle uve di Terrano.

Tabella 3 - variazione percentuale del contenuto di proantocianidine a basso (LMWP)
e alto peso molecolare (HMWP) e di antociani totali nelle bucce e nei vinaccioli alla
raccolta, per i trattamenti di diradamento dei grappoli (CT) e di defogliazione precoce
(PFLR) rispetto al testimone (UNT) nella stagione 2012.

anno confronti bucce (mg/kg) vinaccioli (mg/kg)
LMWP HMWP anthociani LMWP HMWP

2012 CT vs UNT -0,8% +107% +33% +99% +127%
PFLR vs UNT +75% +133% +65% +199% +290%

Il contenuto di antociani liberi totali & risultato simile nei trattamenti CT
e PFLR, ma tendenzialmente maggiore rispetto al controllo UNT. In en-
trambi i trattamenti CT e PFLR, c’¢ stato un cambiamento nella compo-
sizione antocianica, con un maggiore aumento di monomeri tri-sostituiti
e metossilati (OCH,-) rispetto al controllo. Questa modificazione nella
composizione indica che probabilmente c’e stato uno spostamento nella
biosintesi degli antociani indotto sia dal diradamento dei grappoli che
dalla defogliazione pre-fioritura.
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Figura 6: (A) profilo antocianico nelle uve del testimone non trattato (UNT) nelle
stagioni 2012 e 2013. Nelle figura (B, 2012) e (C, 2013) e rappresentato I'aumento di
antociani nei trattamenti PFLR defogliazione precoce) e CT (diradamento dei grap-
poli) rispetto al controllo UNT. Vengono presentati gli antociani ragruppati come di- e
tri-sostituti, idrossilati (OH-) e metossilati (OCH-). Le barre rappresentano I'errore
standard (n=4).

Come gia detto, I'importanza della forma di allevamento & cruciale per la
produzione e per la qualita delle uve. La forma di allevamento tradizio-
nale a “pergola” permette di ottenere una maggiore produzione poiché
un maggior numero di gemme viene mantenuto con la potatura. Inoltre,
le foglie sono meglio distribuite nello spazio e sono cosi piut efficienti
rispetto alla forma a Guyot dove la chioma & piu stretta e condotta ver-
ticalmente.

Il 12 settembre 2012 (15 giorni prima della vendemmia), sono stati rac-
colti campioni di uve, che sono stati analizzati per determinare i para-
metri di maturazione tecnologica ed il contenuto di polifenoli. Come ci
si poteva aspettare, il diradamento dei grappoli in entrambe le forme di
allevamento ha provocato un aumento del peso delle bacche e dell’accu-
mulo degli zuccheri, ed una riduzione dell’acidita titolabile (tabella 4).
Nel caso del Guyot, il diradamento dei grappoli ha fornito un aumento
sensibile del contenuto di zuccheri solubili (da 16.4 a 19.2 °Brix) mentre
per quanto riguarda la pergola, si & osservata una significativa riduzione
dell’acidita titolabile (da 17.5 a 14.3 g/L). Sulla base dei valori di matura-
zione tecnologica, possiamo ipotizzare che nel caso della pergola il rap-
porto chioma/produzione é sbilanciato a causa dell’elevata produzione
(dati non disponibili). Per questo motivo, anche riducendo la produzione
con il diradamento dei grappoli, 'aumento di zuccheri & stato pit limita-
to. Al contrario, per il Guyot la riduzione della produzione ha permesso
un maggiore incremento di zuccheri, il che significa che solamente in
queste condizioni si raggiunge un buon equilibrio tra chioma e produ-
zione.

140



Relativamente ai polifenoli, & apparso uno scenario un po’ diverso. Per
entrambe le forme di allevamento, il diradamento dei grappoli ha in-
crementato la concentrazione di antociani e polifenoli totali. Il pit alto
livello di antociani & stato trovato per il Guyot diradato, ma per quanto
riguarda i polifenoli totali, i valori pit alti sono emersi nel caso della
pergola. Quello che possiamo ipotizzare & che il livello produttivo abbia
influenzato la maturazione delle uve (ritardata per la pergola), ma fortu-
natamente la maggiore esposizione dei grappoli in quest’ultima forma
di allevamento ha creato i presupposti per un maggiore accumulo di
polifenoli nelle bacche.

Table 4 — modificazioni nei parametri produttivi e di maturazione tecnologica indotte
dalla forma di allevamento e dal diradamento nella stagione 2012. (UNT, non tratta-
to; CT, diradamento dei grappoli; ant., antociani; pol., polifenoli totali).

trattamenti peso TSS acidita pH ant pol
acino (g) (°Brix) titolabile (mg/kg) (mgkg)
(g/L)
Guyot UNT 159 16,4 13,5 2,80 1218 1512
CT 169 19,2 12,1 2,95 2023 1754
CT vs UNT +6% +17% -10% +5% +66% +16%
Pergola UNT 147 15,9 17,5 2,89 1461 1607
CT 153 16,8 14,3 2,90 1803 1884
CT vs UNT +4% +6% -18% +4% +23% +17%

La scacchiatura viene effettuata a inizio stagione al fine di ottenere una
riduzione del numero potenziale di tralci fruttiferi. A riguardo delle di-
verse componenti dell’area fogliare, vi & una maggiore riduzione delle
foglie principali poiché vi sono meno tralci sviluppati/pianta e, come
normalmente succede per il Terrano-Refosk, non & stata osservata una
compensazione con una maggior ricrescita di femminelle (tabella 5). Cosi
alla fine l'area fogliare totale & risultata ridotta del 25% nel trattamento
con scacchiatura; in ogni caso, 'area fogliare rimasta risulta meno om-
breggiata e quindi pit efficiente. Per il trattamento SC, la produzione &
risultata inferiore di un 17%, e questo era legato principalmente ad un
minore numero di grappoli (-14 %) solo in parte compensato da un mag-
gior peso grappolo (+4%). Legato alla minore produzione, si & ottenuto
un aumento del 14% dei solidi solubili (° Brix).
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Tabella 5 - effetto della scacchiatura (SC) sulle componenti dell'area fogliare (AF) e
della produzione nell'anno 2012.

AF peso  produ- Peso TSS

tratta- tralci N numero medio zione 100  (Brix)
. . ... totale .

menti (m?) principali (m2) grappoli grappo- (kg/ bacche

(m?) lo(g) pianta) (g)
UNT 1,62 2,13 3,75 12,6 292 3,69 121 18,3
SC 1,59 1,23 2,82 10,5 303 3,18 193 20,9
SUCN‘,}S -2% -42%  -25%  -17%  +4%  -14%  +59% +14%

La riduzione di produzione ottenuta con la scacchiatura ha stimolato
un aumento della concentrazione di polifenoli estraibili alla raccolta.
Inoltre, nella tabella 6, si puo notare come con la scacchiatura abbia per-
messo di ottenere un aumento di proantocianidine a basso (+36% nelle
bucce e +6% nei vinaccioli) e alto peso molecolare (+17% sia nelle bucce
che nei vinaccioli), ed anche degli antociani estraibili (+17%).

Tabella 6 — Effetto della scacchiatura (SC) sulla composizione in proantocianidine a
basso (LMWP) e alto peso molecolare (HMWP) e in antociani totali nelle bucce e nei
vinaccioli alla raccolta nella stagione 2012.

trattamenti bucce (mg/kg) vinaccioli (mg/kg)
LMWP HMWP antociani LMWP HMWP
UNT 252 1782 448 526 603
SC 343 2079 522 556 703
SC vs UNT +36% +17% +17% +6% +17%

Quanto & stato sopra discusso per quanto riguarda diradamento dei
grappoli e defogliazione pre-fioritura, puod essere applicato anche al caso
della scacchiatura; qualsiasi tecnica che permetta un aumento delle pro-
antocianidine nelle bucce & favorevole per una migliore qualita dei vini
dopo la vinificazione.

A riguardo del quarto esperimento, la maggior parte dei dati relativi
alla produzione ed ai parametri tecnologici di maturazione sono stati
presentati da Sivilotti et al. (2012) e da Tronkar (2014). Dal confronto
fra i trattamenti, quello che emerge subito €& il positivo effetto del di-
radamento dei grappoli sull’accumulo di antociani alla raccolta. Tra i
trattamenti, solo HCFB e risultato troppo sbilanciato, e alla raccolta la
concentrazione di antociani e polifenoli totali é risultata significativa-
mente ridotta (figura 7).
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Figura 7 - concentrazione di antociani (A) e polifenoli totali (B) nelle bacche d’uva
alla raccolta. Le barre rappresentano l'errore standard (n=3). (FCFB - chioma intera,
tutti i grappoli; FCHB - chioma intera, diradamento dei grappoli; HCFB - chioma
ridotta, tutti i grappoli; HCHB - chioma ridotta, diradamento dei grappoli).

Per quanto attiene ai trattamenti a chioma intera, la riduzione della pro-
duzione (FCHB) ha aumentato sensibilmente la concentrazione di pro-
antocianidine da vinaccioli senza influenzare invece la componente
delle bucce (Tabella 7). I trattamenti a chioma intera hanno mostrato un
maggiore contenuto di proantocianidine da bucce rispetto alla chioma
ridotta, a prescindere dal diradamento dei grappoli. Per quanto riguarda
i trattamenti a chioma ridotta, il diradamento dei grappoli ha eviden-
ziato un minor contenuto in proantocianidine sia per le bucce che per i
vinaccioli. Questo risultato puo essere spiegato facilmente, poiché mol-
to probabilmente il diradamento dei grappoli ha migliorato il rapporto
chioma/produzione permettendo una migliore maturazione delle uve ed
una riduzione del contenuto dei tannini.

Tabella 7 — Effetto della riduzione della chioma e del diradamento dei grappoli sulla
composizione in proantocianidine a basso (LMWP) e alto peso molecolare (HMWP)
nelle bucce e nei vinaccioli alla raccolta nell'annata 2012. (FCFB - chioma intera, tut-
ti i grappoli; FCHB - chioma intera, diradamento dei grappoli; HCFB - chioma ridotta,
tutti i grappoli; HCHB - chioma ridotta, diradamento dei grappoli).

bucce (mg/kg) vinaccioli (mg/kg)

LMWP HMWP LMWP HMWP
Tutta la chioma FB 413 =33 2065 *= 167 246 * 34 301 £ 42
HB 409 =33 2171 =176 395 £ 55 488 + 68

FCHB vs. FCFB -1 % +5 % +61 % +62 %
meta chioma FB 384 =31 1878 = 152 401 = 56 491 = 68
HB 348 = 28 1397 = 113 286 = 40 329 + 46

HCHB vs. HCFB -9 % -26 % -29 % -33 %
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La maggior parte dei risultati riguardanti i parametri di maturazione tec-
nologica e la struttura polifenolica alla raccolta sono stati gia presentati in
Sivilotti et al. (2014). Non sono state osservate molte differenze nei para-
metri di maturazione tecnologica tra i trattamenti di stress da moderato a
forte (MF) e da forte a severo (FS), ma per quanto riguarda la componente
polifenolica, lo stress pitt severo ha portato ad un aumento delle proanto-
cianidine da bucce ed a una riduzione di quelle da vinaccioli. Come ri-
portato nella pubblicazione poc’anzi citata, valori troppo bassi dei tannini
da vinaccioli devono essere evitati poiché una minima concentrazione &
richiesta per ottenere un vino con caratteristiche sensoriali bilanciate.

Tabella 8 - Variazione percentuale del contenuto in proantocianidine a basso (LMWP)
e alto peso molecolare (HMWP) nelle bucce e nei vinaccioli per effetto dello stress idri-
co nella stagione 2012. (MF, stress da moderato a forte; FS, stress da forte a severo).

trattamenti bucce mg/kg vinaccioli mg/kg
LMWP HMWP LMWP HMWP
FS vs MF +29,3% +72,6% -30,6% -34,4%

La gestione della chioma e lo stress idrico hanno permesso di ottenere im-
portanti miglioramenti nella maturazione delle uve, principalmente per
quanto riguarda la componente polifenolica delle bucce e dei vinaccioli.
Un buon equilibrio tra chioma e produzione & cruciale al fine di ottenere
uve di qualita e quindi vini pit apprezzati. Nelle sperimentazioni con-
dotte negli anni 2012 e 2013, tutte le tecniche applicate avevano lo scopo
di ridurre la produzione e quindi migliorare la matrice polifenolica e di
tannini delle uve. La defogliazione pre-fioritura ha permesso di ottenere
un aumento del contenuto in tannini delle uve (sia da bucce che da vinac-
cioli), utile per garantire I’ invecchiamento dei vini Terrano. A riguardo
delle forme di allevamento, il Guyot ha mostrato risultati pit interessati
rispetto alla tradizionale pergola, che ha trovato comunque vantaggio dal
diradamento dei grappoli. Le tecniche di diradamento dei grappoli (nelle
diverse prove) e la scacchiatura hanno evidenziato le loro potenzialita nel
migliorare l'equilibrio chioma/produzione e aumentare la concentrazione
di sostanze polifenoliche. Anche lo stress idrico ha contribuito a migliora-
re la qualita delle uve, ma & necessario evitare condizioni eccessivamente
stressanti poiché sono dannose per I'equilibrio polifenolico.

Per concludere, vi sono possibilita ulteriori in futuro per migliorare la
qualita dei vini Terrano e quindi potenziare la reputazione nel mercato
del vino internazionale.

144



Si ringraziano le aziende “Lisjak”, “Vodopivec”, ‘Stoka’ and “Vinakras”
per la collaborazione durante la sperimentazione.

Il presente lavoro sperimentale rientra nelle attivita previste del progetto
AGROTUR / agroturistica carsica — progetto finanziato nell'ambito del
Programma per la Cooperazione Transfrontaliera Italia-Slovenia 2007-
2013, dal Fondo di sviluppo regionale e dai fondi nazionali.

Bergqvist, J.; Dokoozlian,; N.K., Ebisuda, N. 2001. Sunlight exposure and tempera-
ture effects on berry growth and composition of Cabernet Sauvignon and
Grenache in the central San Joaquin Valley of California. American Journal
of Enology and Viticulture, 52: 1-7.

Bubola, M.; Persuri¢, b.; Kovacevi¢ Ganié¢, K. 2011. Impact of cluster thinning on
productive characteristics and wine phenolic composition of cv. Merlot.
Journal of Food Agriculture & Environment 9: 36-39.

Caspari, HW.; Lang, A.; Alspach, P. 1998. Effects of Girdling and Leaf Removal on
Fruit Set and Vegetative Growth in Grape. American Journal of Enology
and Viticulture, 49: 359-366.

Dami, L; Ferree, D.; Prajitna, A.; Scurlock, D. 2006. A Five-year Study on the Effect of
Cluster Thinning on Yield and Fruit Composition of “Chambourcin’ Grape-
vines. HortScience, 41: 586-588.

Diago, M. P.; Ayestaran, B.; Guadalupe, Z.; Poni S.; Tardaguila J. 2012. Impact of
prebloom and fruit set basal leaf removal on the flavonol and anthocyanin
composition of Tempranillo grapes. American Journal of Enology and Viti-
culture, 63: 367-376.

Gatti, M.; Bernizzoni, F.; Civardi, S.; Poni, S. 2012a. Effects of Cluster Thinning and
Preflowering Leaf Removal on Growth and Grape Composition in cv. San-
giovese. American Journal of Enology and Viticulture, 63: 325-332.

Gatti, M.; Bernizzoni, F.; Civardi S.; Merli, M.C.; Poni, S. 2012. Scacchiatura della
vite, effetti e scelte in funzione della produzione. Informatore agrario, 64:
38 -42

Guidoni, S.; Allara, P.; Schubert, A. 2002. Effect of cluster thinning on berry skin
anthocyanin composition of Vitis vinifera cv. Nebbiolo. American Journal
of Enology and Viticulture, 53: 224-226.

Iland, P.; Bruer, N.; Edwards, G.; Caloghiris, S.; Wilkes, E. 2004. Chemical Analysis
of Grapes and Wine Techniques and Concepts. 118 pp. 2nd Edition. P. Iland
Wine Promotions Pty Ltd. Adelaide, Australia.

Kliewer, W.M.; Dokoozlian, N.K. 2005. Leaf Area/Crop Weight Ratios of Grapevines:
Influence on Fruit Composition and Wine Quality. American Journal of
Enology and Viticulture, 56: 170-181.

Lee, J.; Skinkis, P. 2013. Oregon “Pinot noir” grape anthocyanin enhancement by
early leaf removal. Food Chemistry, 139: 893-901.

Mattivi, F., Guzzon, R., Vrhovsek, U., Stefanini, M. and Velasco, R., (2006) Metabolite
profiling of grape: Flavonols and anthocyanins. J. Agric. Food Chem. 54,
7692-7702.

Palliotti, A.; Gardi, T.; Berrios, J.B.; Civardi, S.; Poni, S. 2012. Early source limitation
as a tool for yield control and wine quality improvement in a high-yielding
red Vitis vinifera L. cultivar. Scientia Horticulturae, 145: 10-16.

145



Poni, S.; Bernizzoni, F.; Civardi, S.; Libelli, N. 2009. Effects of pre-bloom leaf removal
on growth of berry tissues and must composition in two red Vitis vinifera
L. cultivars. Australian Journal of Grape and Wine Research, 15: 185-193.

Reynolds, A.G. 1989. Impact of pruning strategy, cluster thinning, and shoot remo-
val on growth, yield, and fruit composition of low-vigor de Chaunac vines.
Canadian Journal of Plant Science, 69: 269-275.

Reynolds, A.G.; Schlosser, J.; Sorokowsky, D.; Roberts, R.; Willwerth, J.; de Savi-
gny, C. 2007. Magnitude of Viticultural and Enological Effects. II. Relative
Impacts of Cluster Thinning and Yeast Strain on Composition and Senso-
ry Attributes of Chardonnay Musqué. American Journal of Enology and
Viticulture,58 , 25-41.

Rigo A., Vianello F., Clementi G., Rossetto M., Scarpa M., Vrhovsek U., Mattivi F.

2000. Contribution of the proanthocyanidins to the peroxy-radical scaven-

ging capacity of some Italian red wine. J. Agric. Food Chem. 48(6): 1996
002.

Sivilotti P., Butinar L., JeZ A., Suklje K., Vanzo A. and Lisjak K. 2014. Stress idrico
nei vigneti del Carso ed effetti sulla qualita delle uve. In Krasko okolje. K.
Lisjak & L. Butinar (Eds.). 53-63. Vipava, Slovenia.

Sivilotti, P.; Butinar, L.; Jez, A.; Tronkar, J.; Turk, M.; Vanzo, A.; Lisjak, K. 2012. Od-
krivanje u¢inkov vinogradniskih tehnologij pri sorti Refosk. In “Bioaktivne
spojine terana”. K. Lisjak (Ed.). 15-27. Ljubjana, Slovenia.

Sivilotti, P.; Lavren¢ic¢, P. 2010. Vpliv obremenitve in razli¢nega termina trgatve na
kemicno sestavo in organolepti¢ne lastnosti vina Merlot. In “Vinarski dan
2010”. F. Cu$ F. & L. Marincek (Eds.), pp. 95-106. Ljubjana, Slovenia.

Sternad Lemut, M.; Sivilotti, P.; Franceschi, P.; Wehrens, R.; Vrhovsek, U. 2013. The
use of metabolite profiling to study grape skin polyphenolic behaviour as
a result of canopy microclimate manipulation in “Pinot noir” vineyard.
Journal of Agriculture and Food Chemistry, 61: 8976—8986.

Tardéguila, J.; Diago, M.P.; Martinez de Toda, F.; Poni, S.; Vilanova, M. 2008. Effects
of timing of leaf removal on yield, berry maturity, wine composition and
sensory properties of cv. Grenache grown under non irrigated conditions.
Journal International de la Science de la Vigne ed du Vin, 42: 221-229.

Tronkar J., 2014. Vpilv razmerja med obremenitvijo in listno povr§ino grma
vinske trte na kakovost grozdja in vsebnost polifenolov pri sorti ‘Refosk’
(V.vinifera). Diplomsko delo, 44 str. Univerza v Nova Gorica, Visoka $ola za
vinogradnistvo in vinarstvo.

Zoecklein, BW.; Wolf, T.K.; Duncan, N.W.; Judge, J.M.; Cook, M.K. 1992. Effects of
Fruit Zone Leaf Removal on Yield, Fruit Composition, and Fruit Rot Inci-
dence of Chardonnay and White Riesling (Vitis vinifera L.) Grapes. Ameri-
can Journal of Enology and Viticulture, 43: 139-148.

146



Sonia PATUI', Carlo PERESSON?, Alberto BERTOLINI?,
Enrico BRAIDOT*, Marco ZANCANTI®, Sabina PASSAMONTTI®,
Paolo SIVILOTTT’, Lorena BUTINAR?, Andreja VANZO?,
Klemen LISJAK", Angelo VIANELLO", Elisa PETRUSSA"*

1,2,3,4,5,11,12 Universita di Udine, Dipartimento di Scienze Agrarie e Ambientali,
Sezione di Biologia vegetale

6 Universita di Trieste, Dipartimento di Scienze della Vita

7,8 Universita di Nova Gorica, Centro di ricerca sul Vino

9,10 Istituto Agrario della Slovenia

! Dott.ssa, ? Dott., *Dott., * Prof., ° Prof., ® Prof.ssa, ’ Prof.associato, ® Dott.ssa
9 Prof.associato, ' Dott., '* Prof., ** Dott.ssa

Il presente lavoro, svolto nel corso delle annate 2012 e 2013, si & prefisso
di studiare alcuni aspetti biochimici relativi all’accumulo di antocianine
nella buccia in piante di Vitis vinifera (cv. Refosk) sottoposte a differenti
tecniche di gestione della chioma, quali il diradamento dei grappoli e la
defogliazione effettuata prima della fioritura. Entrambe le pratiche, mo-
dificando l’equilibrio tra area fogliare e produzione di uva a favore delle
foglie, risultano favorevoli a migliorare la qualita delle uve e quindi del
vino.

E noto che, durante la maturazione, antocianine e altri flavonoidi sono
accumulati all’interno del vacuolo delle cellule tegumentali, mediante
meccanismi che possono coinvolgere trasportatori di membrana. Per
comprendere se il livello di espressione di tali proteine possa essere cor-
relato al profilo delle antocianine e modulato da uno specifico equilibrio
tra area fogliare e produzione, sono state impostate due analisi paralle-
le sulla buccia della bacca in maturazione: i) profilo delle antocianine
mediante HPLC-DAD; ii) test immunologico ELISA dell’espressione di
diverse proteine coinvolte nel trasporto di membrana, quali ABCC1, GST,
MATE e bilitranslocasi (BTL)-simile.

Complessivamente, i risultati ottenuti nelle due annate hanno permesso
di evidenziare che i trattamenti agronomici di gestione della chioma era-
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no in grado di stimolare solo parzialmente la concentrazione di pigmenti
nella buccia, in quanto questo parametro & stato fortemente influenza-
to dall’andamento stagionale. In parallelo, il livello di espressione delle
proteine studiate & stato influenzato dalla maturazione o dai diversi trat-
tamenti agronomici in maniera non omogenea tra le due annate conside-
rate. In particolare, nel 2013 il profilo dei trasportatori, quali MATE, AB-
CC1 e BTL-simile, e della GST risultava essere correlato all’incremento
delle antocianine durante la maturazione, mentre non era modulato dal
tipo di gestione della chioma.

In conclusione, la condizione climatica dell’annata risulta essere uno
dei fattori principali di variabilita nella maturazione fenolica nell'uva
Refosk; tuttavia & possibile suggerire che anche i trasportatori respon-
sabili dell’accumulo di questi pigmenti ne possano in parte regolare la
concentrazione finale.

The present research, performed in the seasons 2012 and 2013, aimed
at studying the biochemical aspects of anthocyanin accumulation in the
skin of Vitis vinifera (cv.Refosk) grape berry under different canopy ma-
nagement techniques, such as cluster thinning and pre-flowering leaf re-
moval, in order to improve wine quality by balance between leaf area and
production.

It is well-known that, during ripening, anthocyanins and other flavonoids
are accumulated inside the vacuole of tegument cells, through mechani-
sms involving membrane transporters. In order to understand whether
the expression level of these proteins could be related to the anthocyanin
profile and affected by a specific leaf area/ yield ratio, two parallel analy-
sis were performed on the skin berry during maturation: i) anthocyanin
profile by HPLC-DAD; ii) protein expression level by immunology ELISA
test on different proteins involved in membrane transport, such as AB-
CC1, GST, MATE and bilitranslocase (BTL)-like.

Taken together, the results of the two seasons evidence that both the agro-
nomic techniques could stimulate only partially the pigment concentra-
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tion in the skin, since this parameter was strongly affected by seasonal
trend. Similarly, the protein expression pattern was not homogeneously
influenced in the two seasons by maturation steps or agronomic practi-
ces. In particular, in the season 2013 the profiles of the putative transpor-
ters, such as MATE, ABCC1 and BTL-like, and of GST, were correlated
with anthocyanin content during maturation, whereas they were not in-
fluenced by canopy management.

In conclusion, the seasonal climatic trend represents one of the main fac-
tors of variance in polyphenol maturity in Refosk grape berry; however,
also the transporters responsible for pigment accumulation could affect
partially their final concentration.

Durante la maturazione delle varieta a bacca nera di Vitis vinifera, diver-
se classi di flavonoidi (antociani, flavonoli, catechine e proantocianidine)
sono sintetizzati e accumulati nella buccia. Questi composti svolgono fon-
damentali ruoli fisiologici, contribuendo alla formazione del colore e in
parte dell’aroma del vino, e sono particolarmente apprezzati per gli effetti
sulla salute umana (Boss & Davies, 2009). Concentrazione e composizione
delle antocianine nell'uva matura rappresentano i principali indicatori di
qualita del colore per la successiva vinificazione; di conseguenza un note-
vole interesse si & sviluppato verso la comprensione dei meccanismi bio-
chimici responsabili della pigmentazione dell'uva e della sua regolazione.
Durante I'accumulo di questi composti intervengono, oltre agli enzimi
delle vie di biosintesi, diversi enzimi di membrana necessari per il loro
trasporto dal citoplasma verso il vacuolo, sito di accumulo finale (Petrus-
sa et al. 2013). Recentemente, & stato proposto che i principali candidati
del trasporto attivo di membrana in Vitis possano essere: trasportatori del
tipo ATP-Binding Cassette sottofamiglia 1 (ABCC1) (Francisco et al. 2013)
che, insieme alle Glutatione-S-Trasferasi (GST), accumulano malvidina
monoglucoside; trasportatori Multidrug And Toxin compound Extrusion
(MATE) che trasportano preferenzialmente antocianine acilate (Gomez et
al. 2011). Nelle varieta Merlot e Tocai Friulano & stato inoltre riportato il
coinvolgimento di una proteina simile alla bilitranslocasi di mammifero
(BTL-simile) nel trasporto di antocianine e flavonoli (Braidot et al. 2008;
Bertolini et al. 2009) (Fig. 1).

In questo contesto, con la presente ricerca si & voluto studiare se il proces-
so di maturazione dell'uva Refosk e la sua modulazione, mediante inter-
venti agronomici atti a migliorare la qualita del vino, potessero influenzare
la concentrazione dei flavonoidi nella buccia e, analogamente, il livello di
espressione delle proteine potenzialmente coinvolte nel loro accumulo.
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Figura 1 — Immunolocalizzazione del
trasportatore BTL-like in sezioni fissate

di buccia d’'uva alla stadio di raccolta. La
Iocalizzazione della proteina é individuata
dal colore violetto presente nelle cellule
epidermiche e sub-epidermiche della buccia.
Barra di riferimento = 50 pm.

L'analisi dell’espressione proteica e dell’accumulo di antociani nelle buc-
ce di Vitis vinifera cv. Refosk nel corso della maturazione & stata effettuata
nelle annate 2012 e 2013. La sperimentazione & stata condotta in un vi-
gneto allevato a Guyot in localita Dutovlje presso 'azienda Lisjak. All'in-
terno del vigneto sono state impostate tre tesi a confronto: controllo non
defogliato (UN); defogliazione precoce 10 giorni prima della fioritura (4-5
foglie/germoglio) (PFLR); diradamento dei grappoli all’invaiatura (1 grap-
polo/germoglio) (CT). E stato impostato uno schema sperimentale com-
pletamente randomizzato, con 3 repliche per ogni trattamento e per ogni
data di prelievo. Durante le due annate 2012 e 2013, sono stati effettua-
ti tre e cinque prelievi, rispettivamente: pre-invaiatura (6 agosto 2013);
invaiatura (véraison) (circa il 50 % bacche invaiate, 14 agosto 2012 e
21 agosto 2013); maturazione precoce (7 settembre 2012 e 6 settembre
2013); pre-maturazione piena (20 settembre 2013); piena maturazione
(28 settembre 2012 e 27 settembre 2013).

Un campione rappresentativo di 5-6 grappoli per un totale di 100 bacche
e stato raccolto in ogni data di campionamento e su ognuna delle parcel-
le. Le bacche sono state separate dai raspi e poste in freezer a -80°C per le
successive analisi strumentali.

Le bucce ottenute dalla bacca d'uva congelata sono state polverizzate in
azoto liquido in mortaio e utilizzate sia per I'estrazione delle antocianine
libere (5 g di peso fresco per ogni campione), sia per I'estrazione delle
proteine totali (3 g di peso fresco per ogni campione).
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Le antocianine totali sono state estratte dalla polvere di buccia in meta-
nolo a 4 °C, con rapporto bucce/solvente 1:10 (p:v). Lestrazione ¢& stata
condotta per 4 ore al buio e a temperatura ambiente. Gli estratti sono stati
quindi centrifugati a 3000x g per 5 min a 4°C. I precipitati sono stati nuo-
vamente sottoposti a estrazione per 1 ora e centrifugati. Entrambi i sur-
natanti sono stati riuniti e insufflati con azoto e conservati a -80 °C. Ali-
quote ottenute da tali estratti metanolici sono state portate a secco a bassa
pressione e temperatura inferiore ai 40 °C. I campioni sono stati ricosti-
tuiti nella fase eluente dell’analisi cromatografica, filtrati con un filtro in
PVDF da 0.22 um e immediatamente analizzati. Per la caratterizzazione e
quantificazione delle antocianine & stato utilizzato un cromatografo Agi-
lent 1100 HPLC abbinato a un DAD, connesso a una ChemStation Agilent
NDS (Vanzo & Vrhovsek, 2005). Le diverse classi di antocianine identifi-
cate sono state espresse come mg/kg equivalenti di malvidina.

Le proteine totali sono state estratte dalla polvere di buccia (3 g per cam-
pione) secondo i metodi modificati di Conlon & Salter (2007) e Song et
al. (2006), mediante tampone alcalino caldo e successiva precipitazione
in acetone acidificato. La concentrazione della proteina & stata misurata
con il metodo di Bradford.

Per il test immunochimico, mediante saggio ELISA, sono stati saggiati
5 ug di proteina/pozzetto in micropiastra, incubati con differenti anti-
corpi primari: anti-BTL di mammifero prodotto contro il peptide EFT-
YQLTSSPTC, corrispondente alla sequenza 235-246 della bilitranslocasi
di mammifero (Passamonti et al. 2005); anti-GST classe tau (TaGSTU1-1)
di Triticum aestivum; anti-MATE, prodotto da coniglio immunizzato con-
tro il peptide AALSIRVSNELGYGHPRAAK, corrispondente alla sequenza
della permeasi 1 di antocianine di vite, come descritto in Gomez et al.
(2011) (Proteogenix); anti-ABCC1 di A. thaliana (Agrisera). La reazione
immunochimica é stata valutata mediante saggio colorimetrico della fo-
sfatasi alcalina.

I dati del test ELISA e dell’analisi cromatografica sono stati sottoposti ad
analisi della varianza (software STATISTICA, versione 8).
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Lanalisi del profilo degli antociani allHPLC ha confermato che, nella
buccia d'uva Refosk, si accumulano diverse classi di antocianine. Le for-
me pili rappresentate sono, rispettivamente, quelle glicosilate di malvidi-
na, cianidina, delfinidina, peonidina e petunidina, e, in misura minore,
quelle acilate e cumarilate (Tab. 1).

28.09.12 20.09.13
UN PFLR CT UN PFLR CT
DPgl 425+197 | 798+358 | 1029+217 | [2940+1994|3620+1258 |3384+1755
CNgl 127465 | 30239 | 432+159 0=+0 0=+0 0+0
PTgl 504+143 | 861+246 | 1102+149 2731%+1292| 32121094 |3120+1272
PNgl 434+113 | 942+222 | 110098 645+372 | 807+201 | 961%637
MVgl 2224+245 | 3180+227 | 3127+99 7169+923 |7495+2163 | 78601712
DPgl-ac 88+37 142+50 137+22 477+388 | 578+232 | 521%273
CNgl-ac 24+10 46+1 56+16 5654 69=18 76+53
PTgl-ac 118+40 | 183+37 17515 511%+310 | 591*219 | 558+226
PNgl-ac 69=16 145+41 1334 74+33 84+26 104+57
MVgl-ac 550+45 789+3 543+40 1299+233 | 1367405 | 1437+337
DPgl-coum 72+9 110%25 104=10 341+132 | 365+117 | 356+103
MV-caffeoat| 24+4 25+1 18=+1 3114 27+5 35%10
CNgl-coum 29+2 41+3 52+12 29+18 73+20 82+46
PTgl-coum 93+14 132+22 108+11 322+47 325+84 331+60
PNgl-coum | 89+13 183+44 154+12 106+19 10327 120=+35
MVgl-coum | 600218 | 737+82 434+57 1174+266 | 1020+143 | 1112+215

Tabella 1. Profilo di antociani liberi nella buccia di uve cv. Refosk in piena maturazio-
ne (28.09.2012) e in pre-maturazione piena (20.09.2013) da viti non defogliate (UN),
defogliate in pre-fioritura (PFLR) o sottoposte a diradamento dei grappoli (CT). I valori
sono espressi in mg/Kg equivalenti di malvidina.

Nell’annata 2012 il contenuto di antocianine aumentava significativa-
mente nel passaggio tra la fase di invaiatura a quella successiva di matu-
razione precoce (Fig. 2), con un valore iniziale di circa 2 e 9 g/kg, rispet-
tivamente, mentre subiva un lieve calo alla raccolta. I trattamenti CT e
PFLR hanno evidenziato un effetto positivo sull’accumulo di antociani-
ne, solo nella fase finale di raccolta.
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nell'annata 2012.
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Il saggio immunochimico ELISA con anticorpi in grado di reagire spe-
cificatamente contro diversi trasportatori ha permesso di evidenziare il
livello d’espressione di tali enzimi nella buccia durante la maturazione
dell’annata 2012 (Fig. 3 e Tab. 2). In particolare, I'espressione dei tra-
sportatori attivi di membrana quali BTL-simile, MATE e ABCC1 non era
influenzata dalle fasi di maturazione, in quanto il livello di tali proteine
era gia elevato nella fase di invaiatura, rimanendo costante o addirittura
calando (trattamento PFLR) nelle fasi successive.

Viceversa, la quantita espressa di GST, che si ipotizza legarsi alle anto-
cianine sintetizzate per favorirne il trasporto mediante la ABCC1, au-
mentava durante le fasi della maturazione, con un andamento correlato
all’accumulo degli antociani nella buccia. I trattamenti agronomici non
hanno, tuttavia, modulato positivamente 'espressione di tale proteina,
come invece si & verificato per le antocianine accumulate. Al contrario,
il trattamento PFLR ha causato, rispetto alla tesi di riferimento, una ridu-
zione generale nella concentrazione proteica in tutte le proteine conside-
rate, ad eccezione del MATE alla vendemmia.
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Figura 3 - Profilo dell’espressione di trasportatori nella buccia di uve cv. Refosk
nell'annata 2012.
Viti non defogliate (UN), defogliate in pre-fioritura (PFLR) o sottoposte a diradamen-
to dei grappoli (CT). Fase di invaiatura: 14 agosto 2012.

Tabella 2. Medie e deviazioni standard complessive della vendemmia 2012 relative
all'espressione di enzimi coinvolti nel trasporto di antociani nella buccia di uve cv.
Refosk, in funzione della data e del trattamento agronomico. ANOVA a due vie rela-
tiva a data e trattamento.

Data Elisa test Trattamento Elisa test Data x
(A.U) (A.U) Trattamento

14/08/12 1,900,227 UN 1,83+0,22?2

07/09/12 1,72+0,35% PFLR 1,47+0,40"

28/09/12 1,59+0,41" CT 1,91+0,24°

F 4,45 F 9,96 F 3,71

P 0,027* P 0,001** P 0,023
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Nell’annata 2013 i punti di campionamento sono stati 5 (2 in piui rispetto
al 2012), poiche si voleva seguire meglio la maturazione delle uve anche
nella fase precedente I'invaiatura.

Come atteso, in preinvaiatura, quando le bacche non erano ancora colora-
te, la concentrazione delle antocianine non era rilevabile (Fig. 4); succes-
sivamente, ’aumento pil significativo si e verificato tra 'invaiatura e le
prime fasi di maturazione, in maniera simile all’annata 2012. In generale,
le condizioni climatiche dell’annata 2013 erano risultate piu favorevoli
per l'accumulo di antociani, in quanto i valori totali erano raddoppiati
rispetto a quelli misurati nell’annata precedente (ca. 20 g/kg). Nella fase
finale, tuttavia, la quantita misurata di pigmenti si & ridotta drasticamen-
te, molto probabilmente a causa dell'infezione di botrite che com’é noto
contribuisce al decremento della matrice polifenolica.

A differenza del 2012, i trattamenti agronomici CT e PFLR non hanno sti-
molato I'accumulo delle antocianine. In tutte le date di campionamento non
si & verificata, infatti, una variazione significativa rispetto ai campioni pro-
venienti da vigne non trattate (UN). Nell’annata 2013 le temperature basse
durante la fase di fioritura hanno influenzato negativamente 'allegagione,
in modo particolare per la tesi UN. Questo ha comportato un sostanziale
livellamento della produzione tra le tesi a confronto e tale effetto potreb-
be giustificare la mancanza di differenza a livello di profilo degli antociani.
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Per quanto riguarda il grado di espressione delle proteine, & stato osser-
vato un comportamento differente nell’annata 2013 (Fig. 5 e Tab. 3). La
concentrazione di ABCC1 é risultata, infatti, dipendere dalla maturazio-
ne, mostrando un incremento durante le diverse date di campionamento,
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in analogia all’landamento delle antocianine della buccia. A tal proposito
nell’annata 2012, piu calda, sarebbe stato utile avere un altro punto di
campionamento prima dell’invaiatura per confermare il trend osservato
nel 2013, poiché molto probabilmente il livello di espressione dei tra-
sportatori sarebbe stato pit1 basso. Lespressione di MATE aumentava tra
la fase di pre-invaiatura e la fase di invaiatura. Nelle fasi successive la
concentrazione non variava, similmente al 2012.

La quantita espressa di GST era correlata alla maturazione anche nell’an-
nata 2013, oltre ad essere modulata positivamente dal trattamento agro-
nomico CT. Allo stesso modo il livello di espressione della proteina BTL-
simile, associata ad un trasporto attivo secondario dei flavonoidi, & stato
influenzato positivamente dalla maturazione, anche se risultava depressa
dai trattamenti di gestione della chioma.
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Figura 5 - Profilo dell'espressione di trasportatori nella buccia di uve cv. Refosk
nell'annata 2013.

Viti non defogliate (UN), defogliate in pre-fioritura (PFLR) o sottoposte a diradamento
dei grappoli (CT). Fase di invaiatura: 21 agosto 2013.
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Tabella 3. Medie e deviazioni standard complessive della vendemmia 2013 relative
all'espressione di enzimi coinvolti nel trasporto di antociani nella buccia di uve cv.
Refosk, in funzione della data e del trattamento agronomico. ANOVA a due vie relati-
va a data e trattamento.

Data Elisa test Trattamento Elisa test Data x
(A.U) (A.U) Trattamento

06/08/13 0,80+0,12° UN 1,31+0,37°

21/08/13 1,19+0,17¢

06/09/13 1,34+0,14° PFLR 1,35+0,37"

20/09/13 1,80+0,13° CT 1,69+0,26°

27/09/13 1,66+0,14"

F 61,00 F 3,06 F 0,69

P <0,001%** P 0,064 P 0,655

I risultati delle sperimentazioni condotte nelle due annate su uve di
Refosk, anche se risultano di difficile interpretazione a causa del diver-
so andamento climatico stagionale, evidenziano che trasportatori e pro-
teine coinvolte nel trasporto delle antocianine, a livello cellulare, sono
espresse nelle fasi precoci di maturazione (principalmente tra la fase di
pre-invaiatura e quella di invaiatura). Successivamente, negli stadi finali
della maturazione, quando si verifica un massiccio incremento dei pig-
menti nella buccia, sembra non essere necessaria una ulteriore sintesi
proteica ex-novo.

Viceversa, si potrebbe ipotizzare che nelle fasi finali di maturazione I'accu-
mulosiaimputabileaprocessichenonnecessitanoenergia,sfruttandoinvece
meccanismi passivi basati sul gradiente di concentrazione dei metaboliti.
Lanalisi immunologica ELISA, peraltro, puo solo evidenziare il pattern
proteico della buccia in maturazione e non 'attivita effettiva degli enzi-
mi studiati, che potrebbe anche essere ulteriormente regolata durante le
fasi finali della maturazione. Infine, I’aumento del rapporto area fogliare
rispetto alla produzione, causato dai trattamenti viticoli CT e PFLR, sem-
brava modulare in maniera parziale la costituente proteica della buccia.

Siringraziano 'azienda “Lisjak” per la collaborazione sperimentale, la Prof.
V. Curin e il dott. U. Rajéevic (S1) per I'anticorpo anti-BTL, la Dott.ssa M.
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Il Terrano & un vino protetto dalla dicitura di denominazione tradizio-
nale riconosciuta, che viene prodotto dall’'uva della varieta Refosk/Ter-
rano nella regione vitivinicola del Carso. Il vino & riconoscibile dal suo
intenso colore rosso-violaceo (derivante dall’alto contenuto di coloranti
rossi — gli antociani) e da una composizione tannica mediamente ricca.
In relazione all’alta concentrazione di antociani che presenta, a questo
vino viene attribuito un effetto benefico sulla salute umana. Nell'ambito
dello studio del potenziale fenolico dell'uva, sono state analizzate la con-
centrazione di polifenoli estraibili nell'uva Refosk e la concentrazione
di polifenoli nei vini Terrano delle annate 2011, 2012 e 2013. I risultati
della ricerca triennale hanno mostrato come l'uva della varieta Refosk
contenga molti antociani estraibili (in media dai 1528 mg/kg ai 1929 mg/
kg). La concentrazione media di proantocianidine estraibili a basso p.m.
(tannini) nell'uva si attestava dai 492 ai 958 mg/kg mentre quella dei
tannini estraibili ad alto p.m. si aggirava trai 1920 mg/kg ai 2306 mg/kg.
Un maggiore contributo in peso dei vinaccioli nell'uva dell’annata 2013
ha influito positivamente sulla concentrazione dei tannini nei vinaccio-
li. I campioni di uva delle stesse annate con un livello maggiore di peso
secco contenevano anche pill antociani estraibili, polifenoli totali e, so-
prattutto nelle bucce, anche piti tannini ad alto p.m., che influiscono po-
sitivamente sulla struttura del vino e negativamente sulla percezione del
gusto amaro. Nei vini Terrano dell’annata 2011 sono state determinate le
concentrazioni medie piu alte dei singoli gruppi fenolici. Nei vini di un
anno delle annate 2011-2013 sono state rilevate delle concentrazioni me-
die di antociani totali che si aggiravano in un range dai 669 ai 936 mg/L
e delle concentrazioni di antociani liberi dai 209 ai 325 mg/L. Questi
dati classificano il Terrano fra i vini con una concentrazione di antocia-
ni al di sopra della media. La concentrazione media di resveratrolo nei
vini delle annate 2011-2013 é stata di 6,1-9,5 mg/L. La concentrazione dei
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tannini nei vini era significativamente diversa da un’annata all’altra e da
produttore a produttore. Le caratteristiche del vino Terrano si riflettono
anche nei suoi parametri chimici di base. Questi hanno confermato in
tutte le annate le caratteristiche tipiche del Terrano: un contenuto medio
di alcol (in media 12 vol.%), un livello maggiore di estratto, un tasso di
acidita totale maggiore e la presenza “obbligatoria” di acido lattico.

The Teran wine is a protected wine that has a recognized traditional de-
signation and is produced from the Refosk grape in the wine-producing
region of Karst. This wine is known for its distinctive purple-red colour
(due to high levels of red pigment — anthocyanins) and for the medium-
rich tannin composition. Due to its high content of anthocyanins, the
Teran wine is attributed to have positive effects on human health. In the
framework of the research of the grape phenolic potential, the content of
extractable polyphenols in the Refosk grape and the content of polyphe-
nols in Teran wines of vintages 2011, 2012 and 2013 were analyzed.

The results of a three-year study have shown that the Refosk grape va-
riety contains high levels of extractable anthocyanins (on average from
1528 mg/kg to 1929 mg/kg). The average content of low molecular weight
proanthocyanidins (tannins) ranged 492-958 mg/kg, while the extrac-
table high molecular weight tannins content ranged 1920-2306 mg/kg.
A higher percentage by mass of seeds in the grapes of the 2013 vinta-
ge had a positive effect on the contents of tannins in the grape seeds.
Grape samples of the same vintage containing more total soluble solids
also contained more extractable anthocyanins, total poloyphenols and,
especially inside the skins, a higher amount of high molecular weight
tannins, which have a positive effect on the structure of the wine as well
as on the perception of bitterness. In the Teran wines of the 2011 vintage,
the average content of total anthocyanins was determined to be 669-936
mg/L, while the content of free anthocyanins was determined to be 209-
325 mg/L. These data place the Teran wine among wines with an above-
average content of anthocyanins. The average content of resveratrol in
wines of vintages 2011-2013 ranged 6.1-9.5 mg/L. The levels of tannins
in wines were considerably different in regard to different vintages as
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well as different wine producers. The particularities of the Teran wine
are also expressed in basic chemical parameters. They were used to con-
firm the typical properties of Teran wines for all the vintages: medium
alcohol content (averaging 12 % vol.), a higher extract, increased total
acids, and the mandatory presence of lactic acid.

I composti polifenolici dell'uva sono fondamentali per la formazione del-
le tipiche caratteristiche sensoriali del vino. All'interno dei flavonoidi,
i composti polifenolici pitt presenti nei vini rossi, troviamo gli antocia-
ni e le proantocianidine (tannini dell'uva). Gli antociani conferiscono
al vino il colore rosso (Ribéreau-Gayon, 1982), dalle proantocianidine
dipendono invece la stabilita del colore (Somers, 1971) il gusto amaro e
l'astringenza del vino (Robichaud e Noble, 1990).

Il contenuto di antociani e proantocianidinie e la loro distribuzione tra
bucce e vinaccioli dipendono soprattutto dalla varieta, ma anche dal-
le caratteristiche climatiche e pedologiche del vigneto (Mattivi et al.,
2009). Le proantocianidine vengono estratte dalle bucce e dai vinac-
cioli durante la macerazione, durante la quale si ha anche la fermenta-
zione alcolica. L'alcol che si sviluppa (etanolo) & un ottimo solvente per
la estrazione delle proantocianidine dai vinaccioli. La struttura delle
molecole delle proantocianidine influisce sulla loro astringenza e sul
gusto amaro (Gawel, 1988). In generale i monomeri sono pit amari che
astringenti, mentre le molecole piti grandi di proantocianidine sono piut
astringenti. Oltre alla varieta e alle condizioni geo-climatiche durante
il periodo di maturazione dell’'uva, il contenuto e la composizione delle
proantocianidine nel vino vengono influenzate anche dalle tecniche
agronomiche, dal grado di maturazione delle uve e dalle tecniche di
vinificazione (durata e tecnica della macerazione, comma to eliminate
temperatura, tasso di alcol, ceppo dei lieviti ecc.). I flavonoidi sono
delle molecole antiossidanti importanti anche per la salute dell'uomo,
(Rodrigo et al., 2011).

Poiché il Carso presenta delle caratteristiche geografiche, geologiche e
climatiche peculiari/uniche, lo scopo della presente ricerca & stato quel-
lo di studiare la composizione polifenolica dell'uva della varieta Refosk/
Terrano in condizioni climatiche diverse (annate 2011, 2012, 2013), e in
siti diversi del Carso transfrontaliero.

161



2.1. Campionatura dell’'uva e del vino

Campioni rappresentativi di uva della varieta Refosk/Terrano sono sta-
ti raccolti nel periodo della vendemmia delle annate 2011 (n=18), 2012
(n=31) e 2013 (n=26) nelle vigne del Carso sloveno e italiano. L'uva & stata
campionata nei giorni: 20.9.2011, 21.9.2012 e 25.9.2013. I campioni di vino
Terrano sono stati prelevati dalle botti in acciaio inox o dalle botti in legno
dei produttori del Carso. Nel corso dei tre anni sono stati analizzati 82 vini
di produttori diversi (38 dell'annata 2011, 22 dell’'annata 2012 e 17 dell’an-
nata 2013). La campionatura e l'analisi dei vini sono state eseguite 10 mesi
dopo la fermentazione alcolica e dopo la fermentazione malolattica.

2.2 Estrazione dei polifenoli dall'uva

Subito dopo il campionamento, I'uva & stata raffreddata a 4°C e sono stati
preparati gli estratti separati da bucce e vinaccioli. Si & usato un metodo
di estrazione che simula il processo di vinificazione in condizioni da
laboratorio (Mattivi e coll., 2002). Le bucce e i vinaccioli di un campione
rappresentativo di 200 g di bacche d’uva, sono stati posti in estrazione
separatamente per 5 giorni a 30°C in una soluzione di acqua ed etanolo
(88:12 v/v) contenente 100 mg/L SO,, 5 g/L di acido tartarico e con un pH
di 3.2. Durante l'estrazione i campioni sono stati rimescolati 1 volta al
giorno. Gli estratti sono stati insufflati con azoto e conservati a 4°C fino
alle analisi spettrofotometriche, effettuate 10 mesi dopo l'estrazione.

2.3 Analisi spettrofotometrica degli estratti dell’'uva e del vino

Le analisi dei polifenoli totali, degli antociani totali e dei tannini a basso
e ad alto p.m. sono state eseguite con uno spettrofotometro Agilent 8453
(Agilent Technologies, Palo Alto, USA) secondo il metodo di Di Stefano e
coll. (1989), in condizioni ottimizzate (Rigo e coll., 2000).

I polifenoli totali sono stati espressi in mg/kg (+)-catechina di peso fre-
sco d'uva negli estratti di buccia e di vinacciolo (i risultati sono stati
sommati) e in mg/L (+)-catechina nei vini. Gli antociani totali sono stati
espressi in mg/kg di peso fresco d’uva negli estratti di buccia o in mg/L
nei vini.

Le proantocianidine ad alto p.m. sono state espresse in mg/kg cianidina
di peso fresco dell'uva negli estratti o in mg/L cianidina nei vini. Le pro-
antocianidine a basso p.m. reattive con la vanillina sono state espresse
in mg/kg (+)-catechina di peso fresco dell'uva negli estratti o in mg/L
(+)-catechina nei vini.
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2.4 Analisi di antociani monomerici e stilbeni (resveratroli) nei vini
HPLC-DAD

Gli antociani nei vini sono stati analizzati utilizzando la cromatogra-
fia liquida ad alta pressione con detector multiplo (HPLC-DAD) (Agilent
Technologies 1100) (Vanzo e Vrhovsek, 2005). Abbiamo valutato i singoli
antociani nel vino in mg/L espressi in malvidina 3-glucoside.

I resveratroli (stilbeni) sono stati analizzati con ’'HPLC-DAD (il metodo
¢ stato sviluppato per rilevare il cis- e trans-resveratrolo sia in forma
libera che legata al glucosio (cis- in trans-piceidi) (Mattivi e Nicolini,
1997; Vrhovsek et al., 1995). Tutte le quattro forme di stilbeni sono state
valutate in mg/L equivalenti di trans-resveratrolo.

2.6 Parametri fisico-chimici di base nell’'uva e nel vino

I parametri fisico-chimici di base dell'uva sono stati stabiliti con metodi
ufficiali OIV (Compendium of international methods of wine and must
analyses, Volume 1) ed EU (Commision regulation EEC N. 2676/90).

I parametri chimici di base dei vini sono stati stabiliti con metodi uffi-
ciali EU (Commision regulation EEC N. 2676/90, EC 335/2005), con l'ec-
cezione dei parametri zuccheri riduttori e acidi volatili, che sono stati
determinati con metodi interni. Sia le analisi dei parametri chimici di
base che le analisi dei diversi gruppi di polifenoli nei vini sono state
effettuate 10 mesi dopo la vendemmia.

3.1 Parametri fisico-chimici di base nell'uva Terrano delle annate 2011,
2012 in 2013

La qualita dell'uva dipende in larga misura dalle condizioni climatiche
dell’annata. I risultati dei parametri fisico-chimici di base hanno mo-
strato grandi differenze tra le annate 2011, 2012 e 2013 (Figura 1). La
concentrazione media di solidi solubili totali (zucchero) era piu alta (21.7 ©
Brix) nel periodo della vendemmia dell’anno 2011; contemporaneamente
la concentrazione di acidi totali e di acido malico & stata la piu bassa. La
concentrazione media pitt bassa di solidi solubili & stata rilevata nell’an-
nata 2012 e il motivo va ricercato nella maggiore produzione per ceppo
(carico medio superiore a 15 grappoli). E possibile che il pit1 alto livello
di solidi solubili nel 2012 sia stato influenzato dal periodo prolungato
di stress idrico forte o molto forte per mancanza di piogge nel Carso du-
rante la stagione estiva (Sivilotti et al., 2014). Questo fattore ha influito
molto probabilmente anche sul peso delle bacche. Il peso medio di 100
bacche nel 2012 & stato di 193,8 g, nel 2013 addirittura di 217,7 g. La
concentrazione media pit alta di acidi totali (12,1 g/L) e di acido malico
(7,1g/L) & stata determinata nell’annata 2013 (Figura 1).

163



(5 2]

:i.ll

LHar =30

wodlll CEI]
0
! [ i » 2013
i
5 1 N T
L11 3pg 301 Lt
pH

sl solubditolall  ackdits titobbile
B} (/1 aido tartanicn)

acido malico (gf1) ' grappolfplanta  produdions/planta

Figura 1: Parametri fisico-chimici di base dell'uva nelle annate 2011, 2012 in 2013
nel Carso durante il periodo della vendemmia. Gli istogrammi rappresentano i valori
medi, mentre le barre la deviazione standard.

3.2 Potenziale polifenolico dell’'uva Terrano annate 2011, 2012 in 2013
Il profilo polifenolico delle annate 2011, 2012 e 2013 & rappresentato nel-
la figura 2. Il valore medio pil alto di antociani e proantocianidine ad
alto p.m. & stato rilevato nell'uva dell'annata 2012. Nell'uva dell’annata
2011 & stata rilevata la concentrazione media pitt bassa di proantociani-
dine a basso p.m. nonché la concentrazione piu alta di polifenoli totali. I
produttori e gli esperti hanno valutato che questa é stata un’ottima anna-
ta, come raramente se ne verificano nel Carso. I risultati di quest’annata
presentano un rapporto favorevole tra le proantocianidine a basso e ad
alto p.m. (R=0,22). Nell'annata 2012 lo stesso rapporto nell'uva era di
0,34; nell'annata 2013 di 0,49. Il rapporto tra le proantocianidine a basso
p.-m. e ad alto p.m. rispecchia la struttura dei tannini ‘corti’ (meno poli-
merizzati) e dei tannini ‘lunghi’ (pit polimerizzati). Il rapporto pitt basso
indica che i tannini sono pitt maturi.

La concentrazione media di antociani estraibili si aggirava tra i 1528 mg/
kg e 11929 mg/kg di peso fresco. I dati delle annate 1999 e 2000 mostrano
una concentrazione media di antociani totali dell'uva di Refogk/Terrano
della regione vinicola della Primorska che va dai 1100 ai 1300 mg/kg, de-
terminati con lo stesso metodo di estrazione e di analisi (Vrhovsek et al.,
2002). In Montenegro, durante il periodo della vendemmia delle annate
2011 e 2012, sono stati determinati con lo stesso metodo i seguenti valori
medi della concentrazione di antociani totali estraibili: 1035 e 862 mg/L
nell'uva Cabernet Sauvignon, 960 e 1113 mg/L nell’'uva Vranac e 456 e
517 mg/L nell'uva Kratos$ija (Pajovi¢ et al., 2014). I risultati confermano
che il Refosk/Terrano & una varieta di uva con una concentrazione di an-
tociani al di sopra della media, valori che gli conferiscono un eccellente
potenziale di colore e nutritivo.
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Figura 2: Profilo polifenolico dell’'uva nelle annate 2011 (n=18), 2012 (n=31) e 2013
(n=26) nel Carso durante il periodo della vendemmia. . Gli istogrammi rappresentano
i valori medi, mentre le barre la deviazione standard.

Anche la concentrazione degli antociani presenti nelle bucce (mg/kg di
bucce) variava a seconda delle annate. In media sono stati rilevati 7853
mg di antociani per ogni kg di bucce nel 2011, 13212 mg/kg di bucce
nel 2012 e 7853 mg/kg di bucce nell’annata 2013. La concentrazione pitt
alta di proantocianidine a basso p.m. & stata rilevata nell'annata 2013 e
potrebbe essere una conseguenza della maggiore percentuale in peso di
vinaccioli e bucce nell'uva ovvero nelle bacche (Tabella 1).

Tabella 1: percentuale in peso di vinaccioli e di bucce nell'uva nel periodo della ven-
demmia

Annata % vinaccioli* % bucce*

2011 4,04+0,51** 15,56*2,23
2012 4,46+1,40 15,16%2,52
2013 4,61+0,98 22,48+4,03

* percentuale in peso (su 100 g di acini)
** Deviazione standard

La frazione di vinaccioli dell'uva nella singola annata influisce signi-
ficativamente sul contenuto di tannini estraibili nell'uva e nel vino. La
percentuale maggiore di vinaccioli nell'uva del 2013 ha portato a una
concentrazione maggiore di proantocianidine a basso e ad alto p.m. nei
vinaccioli dell'uva (Figura 3). Nelle annate 2012 e 2011 non é stata con-
fermata questa correlazione. Non & stata confermata nemmeno la corre-
lazione tra la percentuale in peso di bucce e le proantocianidine estrai-
bili a basso e ad alto p.m. nelle bucce dell'uva.
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Figura 3: Relazione tra percentuale in peso di vinaccioli e nella bacca e concentrazio-
ne di proantocianidine estraibili a basso p.m. (LMWP, sinistra) e ad alto p.m. (HMWP,
destra) dei vinaccioli dell'uva.

Nell'annata 2013 abbiamo rilevato la concentrazione piu alta di tannini
nei vinaccioli, nel 2012 invece la abbiamo riscontrata nelle bucce (Tabel-
la 2). Sia la concentrazione che la qualita dei tannini nei vinaccioli sono
parametri molto importanti per la produzione di un vino rosso di quali-
ta. Le proantocianidine a basso p.m. sono responsabili del sapore amaro
del vino (Robichaud and Noble, 1990). Nella varieta Refosk/Terrano i
vinaccioli contengono in media il 70 % delle proantocianidine mentre le
bucce ne contengono il 30 % (Figura 4). Il grado di maturazione dei vi-
naccioli determina la quantita di tannini estraibili e ha un ruolo chiave
per la qualita dell’'uva e del vino rosso.

Tabella 2: Concentrazione media di proantocianidine (tannini) nell'uva delle annate
2011, 2012 e 2013 nelle bucce e nei vinaccioli.

bucce (mg/kg) vinaccioli (mg/kg)
LMWP HMWP LMWP HMWP
2011 138+46* 1503%=579 354+108 710+165
2012 270116  1711%335 515*115 595*118
2013 254+81 1225+228 704%153 695*+134

LMWP - proantocianidine a basso p.m. (mg/kg (+)catechina)
HMWP - proantocianidine ad alto p.m. (mg/kg cianidina)
*Deviazione standard

La varieta Refosk, prodotta sul Carso, presenta pitt di due terzi di tutte
le proantocianidine a basso p.m. nei vinaccioli e all'incirca due terzi di
tutte le proantocianidine ad alto p.m. nelle bucce. La figura 4 mostra la
percentuale di proantocianidine a basso p.m. nei vinaccioli e nelle bucce
e la percentuale di proantocianidine ad alto p.m. nei vinaccioli e nelle
bucce per le annate 2011, 2012 e 2013. La localizzazione delle proanto-
cianidine & determinata perlopiu dalla varieta, ma & importante anche
I'influsso dell'annata.
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Figura 4: distribuzione delle proantocianidine a basso p.m. (sinistra) e ad alto p.m.
(destra) tra i vinaccioli e le bucce nelle annate: 2011, 2012 e 2013.

Le uve con maggior contenuto di solidi solubili - espressi come materia
secca (°Brix) — avevano anche negli anni 2012 e 2013 piu antociani, po-
lifenoli totali e proantocianidine ad alto p.m. La figura 5 confronta la
concentrazione media di polifenoli nel quarto (25 %) dei campioni di
uva con il maggior contenuto di zuccheri con i restanti campioni (75 %)
che presentano un contenuto di zuccheri piti basso. La concentrazione
di proantocianidine ad alto p.m.(ovvero dei tannini responsabili della
struttura e dell’astringenza del vino) negli anni 2012 e 2013 & stato piu
alta nell'uva con pit zuccheri. Nell'uva dell'annata 2011 é stato rilevato
un tasso significativamente piti alto di zuccheri rispetto alle annate 2012
e 2013. E stato raggiunto un miglior grado di maturazione dei polifenoli
e per questo motivo le differenze tra i campioni di uva di vigne diverse
erano meno marcate.
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Figura 5: Confronto della concentrazione media di antociani, polifenoli totali e tanni-
ni ad alto p.m. nei campioni di uva annata 2012 (sinsitra) e 2013 (destra). I campioni
con un contenuto di zucchero piti alto (sopra la riga) contentgono pit polifenoli rispet-
to ai campioni con un contenuto di zucchero pitt basso (sotto la riga).

ANT- antociani totali nell'uva

HMWP(B+V) - proantocianidine ad alto p.m. (mg/kg cianidina) nell'uva
(bucce+vinaccioli)

HMWP(BUCCE) — proantocianidine ad alto p.m. (mg/kg cianidina) nelle bucce
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Nelle annate meno buone, che presentano un livello di zuccheri nel vino
piu basso, le tecniche agronomiche (ad es. il diradamento dei grappo-
li) possono essere cruciali per il raggiungimento di contenuti maggiori
di zuccheri e di una migliore struttura polifenolica dell'uva e del vino.
Luva con un grado di maturazione pit alto aumenta cosi il contenuto di
tannini nella buccia, che risultano piti polimerizzati e quindi miglio-
rano la qualita sensoriale del vino. Il posticipo della raccolta permette
di migliorare la composizione tannica dell'uva, ma diventa molto alto
il rischio di peggioramento delle condizioni climatiche durante la ven-
demmia. Questo dato viene confermato anche dalle date effettive della
vendemmia: in tutte e tre le annate i viticoltori hanno raccolto gran parte
delluva tra il 20 ed il 25 settembre.

3.2 Concentrazione di polifenoli nel vino Terrano

Sono stati rilevati gli antociani totali, i polifenoli totali e le proantocia-
nidine a basso e ad alto p.m. in 38 campioni di vino Terrano dell’annata
2011, in 22 campioni dell'annata 2012 e in 17 campioni dell’'annata 2013.
I risultati sono presentati nella figura 6.
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Figura 6: Profilo polifenolico del vino Terrano, annate 2011 (n=38), 2012 (n=22) e
2013 (n=17), campionati nel Carso e analizzati 10 mesi dopo la vendemmia. Gli isto-
grammi rappresentano i valori medi, mentre le barre la deviazione standard.

Nei vini Terrano dell’annata 2011 sono state determinate in media le con-
centrazioni piu alte dei singoli gruppi di polifenoli. I vini erano ricchi
di antociani totali e di proantocianidine a basso e ad alto p.m. Proprio
queste ultime conferiscono al vino una struttura piena. Lannata 2011
e stata, per quanto riguarda la qualita sensoriale del vino, al di sopra
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della media, come confermano anche le analisi dei polifenoli. Sebbene
I'uva dell’'annata 2012 contenesse la concentrazione pit alta di antociani
estraibili (figura 2), nel vino la concentrazione & stata la piu bassa di
tutte e tre le annate. La causa pill probabile va ricercata nella minore
estrazione di antociani durante la macerazione dell'uva nelle cantine.
Il contenuto tannico varia molto nei singoli vini di produttori diversi
(vedasi l'alta deviazione standard rispetto alla media). Questa & la con-
seguenza sia della spiccata variabilita qualitativa dell'uva che dell'uti-
lizzo nelle cantine di tecniche di vinificazione molto diverse (tempo di
macerazione, temperatura, ceppo dei lieviti). Per unificare e migliorare
la struttura tannica dell'uva e del vino Terrano sarebbe necessaria una
armonizzazione delle tecniche agronomiche e di vinificazione da parte
dei produttori del Carso.

Gia durante la macerazione i singoli antociani monomerici (liberi)
dell'uva si legano con le proantocianidine formando dei pigmenti con
pesi molecolari superiori, e per questo motivo la loro concentrazione di-
minuisce con I'invecchiamento del vino. Siccome le analisi sono state ef-
fettuate su vini invecchiati di dieci mesi, la concentrazione media degli
antociani liberi nell’'annata 2011 era di 251 mg/L, nell’'annata 2012 di 209
mg/L e nell'annata 2013 di 325 mg/L. Le analisi di 15 campioni di vino
Terrano dell’annata 2006 (analizzati 9 mesi dopo la macerazione) han-
no mostrato un valore medio di 417 mg/L per gli antociani liberi (dati
non pubblicati), mentre le analisi dei vini Cabernet Sauvignon, Refosco,
Terrano e Merlot di tre mesi dell'annata 2003 mostravano in media un
valore di 209 mg/L (Vanzo e Vrhovsek, 2005).

Oltre alla loro importanza tecnologica, gli studi hanno confermato negli
ultimi anni una correlazione tra I'assunzione di alimenti e di bevande
ricche di antociani e la prevenzione di malattie croniche quali il cancro,
i disturbi cardiovascolari, le malattie neuro-degenerative e il diabete. E
dimostrato che gli antociani liberi vengono assorbiti in qualche minu-
to dallo stomaco dei mammiferi entrando nella circolazione sanguigna
(Passamonti e coll., 2003), per mezzo della quale vengono poi assorbiti
dal cervello, dal fegato, dai reni e da altri organi, dove sono biologica-
mente attivi (Passamonti et al., 2005, Vanzo et al., 2008).

Il resveratrolo & una fitoalessina che protegge la buccia delle bacche dal-
lo sviluppo della muffa grigia e dagli effetti negativi delle radiazioni UV.
Oltre agli antociani & probabilmente la sostanza bioattiva pitt conosciuta
del vino. La concentrazione media di tutte le quattro forme di resvera-
trolo nei vini Terrano dell’annata 2011 ammontava a 7,2 mg/L, quello
dell’annata 2012 a 9,5 mg/L e quello dell'annata 2013 a 6,1 mg/L (nell’an-
nata 2006 era di 5,0 mg/L, dati non pubblicati). I risultati risultano in
accordo con altri studi, dove i valori medi di resveratrolo di tutte le quat-
tro forme nei vini rossi si attestava in un range dai 5 ai 7 mg/L (Mattivi
1993, Vrhovsek 1995).
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3.3 Parametri chimici di base nel vino Terrano

Le peculiarita del Terrano si esprimono anche nei suoi principali para-
metri chimici. In base all’attuale legislazione vitivinicola i requisiti per
i singoli parametri disposti dal Disciplinare sloveno sul vino Teran PTP
(UL RS 43/00) sono pil severi e comprendono: grado alcolico reale (da
10,0 vol % a 13,0 vol %), acidita totale (da 6,0 a 11,0 g/1), estratto senza
zuccheri (almeno 25 g/l), zuccheri riduttori (fino a 4,0 g/l), cenere (al-
meno 2,0 g/l), acidita volatile (fino a 0,9 g/1), solforosa totale (fino a 100
mg/1), solforosa libera (fino a 28 mg/1) e acido lattico (da 1 a 5 g/I). Que-
sti parametri devono essere verificati anche per la pubblicazione della
documentazione (decreti) riguardante il commercio di vino. Soltanto il
vino che rientra nei parametri sopraindicati, e ha ricevuto una valutazio-
ne sensoriale adeguata, puo essere commercializzato come Teran PTP. Il
Terrano viene quindi classificato tra i vini con un contenuto medio di
alcol effettivo e con un maggiore estratto totale. Tipico & soprattutto il
contenuto piu elevato di acidi totali (caratteristica varietale) e anche di
acido lattico a causa della fermentazione malolattica obbligatoria. Sicu-
ramente il Terrano & un vino che presenta un livello di solforosa libera
e totale molto basso.

Tabella 4: Parametri chimici di base nel vino Terrano annate 2011, 2012 e 2013

annata 2011 annata 2012 | annata 2013
n=39* n=22 n=21
alcol effettivo (vol. %) 12.01**+0.60 A*** | 11.95+0.58 A | 12.06*+0.46 A
estratto totale (g/L) 30.0+2.4 B 27.3¥1.7 A 271+2.6 A
acidita totale (g/L acido tart.) 7.5+0.7 A 8.0+0.8 B 7.5+0.8 AB
acidita volatile (g/L acido acet.) 0.62+0.17 B 0.45+0.11 A | 0.73+0.13C
SO, libera (mg/L) 13+3 B 12+1 A 12+4 A
SO, totale (mg/L) 43+6 B 40+9 B 35+7 A
pH () 3.37+13 B 3.26+0.12 A |3.33+0.14 AB
acido lattico (g/L) 2.1+04 B 1.5+0.4 A 2.5+0.6 C
zuccheri riduttori (g/L) 2.5+0.7 B 1.2+0.3 A 1.3+0.7 A

* numero campioni, **valore medio + deviazione standard, ***differenze statistiche in-
dicative rispetto al test LSD (p=<0,05)

Il rilevamento dei parametri chimici principali nei vini delle annate
2011, 2012 e 2013 ha mostrato dei contenuti simili di alcol effettivo. I
vini dell'annata 2011 presentavano un contenuto in estratto totale e una
densita relativa maggiori, un contenuto piu alto di solforosa libera e un
maggiore contenuto di zuccheri riduttori. I vini dell'annata 2013 mostra-
vano un contenuto pit elevato di acidi volatili e di acido lattico. Le dif-
ferenze effettive sono esigue e molto probabilmente devono essere messe
in relazione alle differenze climatiche delle diverse annate.
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Lobiettivo degli studi sull'uva di Refosk/Terrano e sul vino Terrano é stato
quello di valutare in modo preciso sia la varieta che le influenze geo-cli-
matiche delle annate sul profilo polifenolico dell'uva e del vino. Nel corso
dei tre anni (2011-2013) nei quali si & svolto lo studio, che comprendeva
uve della varieta Refosk/Terrano proveniente da 75 vigneti diversi, e 77
diversi vini Terrano, sono stati valutati il profilo polifenolico dell'uva e del
vino e i parametri fisico-chimici di base del vino Terrano. I dati raccolti
contribuiranno al miglioramento della qualita del vino Terrano, che rap-
presenta il principale prodotto della tradizione agricola del Carso.

In conformita con gli studi precedenti sono stati confermati i livelli piu
alti di antociani nell'uva di Refos$k/Terrano del Carso, che conferiscono
il tipico colore rosso-violaceo intenso al vino Terrano e contemporanea-
mente influiscono positivamente sui valori nutrizionali di tale presidio
alimentare. L'annata ha avuto un’importanza decisiva per il contenuto
di composti polifenolici. Oltre al livello di presenza dei tannini nell'uva,
sono molto importanti anche la loro localizzazione (vinaccioli o bucce) e
la loro struttura. Le proantocianidine a basso peso molecolare sono piu
amare, quelle ad alto peso molecolare sono invece pitt astringenti e dan-
no struttura al vino. Nell’'annata 2013, nella quale & risultata maggiore la
percentuale in peso di vinaccioli, & stata rilevata una concentrazione pit
elevata di tannini a basso p.m. nell'uva. Nelle annate 2012 e 2013 abbiamo
rilevato nell'uva pitt matura (contenuto piu alto di solidi solubili totali ov-
vero di zuccheri) e anche una concentrazione maggiore di tannini ad alto
p-m. nelle bucce. I tannini ad alto peso molecolare risultano determinanti
da un punto di vista sensoriale, in quanto conferiscono al vino struttura
e una piacevole astringenza. Siccome nel caso di uva meno matura i tan-
nini mostrano una minore qualita sensoriale, risulta molto importante un
adeguato grado di maturazione tecnologica del vino nel periodo della ven-
demmia. Poiché la produzione di uva nel Carso é stata abbastanza alta (3,3-
3,7 kg per vite), sarebbe particolarmente raccomandabile, per ottimizzare
il livello di zuccheri e la qualita tannica dell’uva, I'utilizzo della tecnica di
diradamento dei grappoli gia nel periodo dell'invaiatura. In questo modo
si potrebbe aumentare la concentrazione di tannini polimerizzati nelle
bucce e migliorare le qualita sensoriali del vino. Riguardo alle differenze
significative nelle concentrazioni di antociani e tannini nei vini Terrano
di produttori diversi, sara necessario armonizzare e unificare ancora di
pit le tecniche agronomiche e le tecniche di vinificazione. Cosi facendo
sara possibile migliorare e unificare la qualita del vino Terrano.

La comparazione di parametri chimici di base nei vini ha confermato
la conformita con il Disciplinare sloveno sul vino Teran PTP. Questo
vino & caratterizzato da una concentrazione media di alcol effettivo
(12 vol. %) e questa caratteristica risulta positiva sia per i consumato-
ri che per i produttori in considerazione della tendenza contemporanea
alla diminuzione dell’alcol nei vini.
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Nella ricerca si & individuato il profilo aromatico del vino Terrano delle
annate 2011, 2012 e 2013 prodotto nella regione vinicola della Primorska
denominata Carso. La ricerca si & concentrata soprattutto sui composti
volatili che si formano durante la fermentazione alcolica ed in parti-
colare sugli esteri. Si & constatato che il tipico aroma fruttato del vino
Terrano deriva da un significativo contenuto di ottanoato di etile che
conferisce al vino un odore dolce, di ciliegie e di frutta. Il secondo estere
pitt importante & risultato l'esanoato di etile, dall'odore di mele e fra-
gole. Il terzo & stato l'acetato di isoamile, dall'odore dolce, fruttato, di
banane. Seguivano ancora il butirrato di etile, dall’odore fruttato e il
y-butirrolattone con un odore dolce, caramellato e tostato. Diverse tec-
niche viticole (diradamento dei grappoli, defogliatura prima della fiori-
tura) utilizzate in vigna hanno avuto un influsso minimo sul contenuto
dei composti volatili analizzati.

The aim of the present work was to present volatile profile of Terrano wine
produced in Primorska winegrowing region (Karst) in years 2011, 2012 and
2013. We have focused our research mainly on different groups of volatile
compounds formed during alcoholic fermentation, with particular inte-
rest to esters. We have determined, that the typical fruity aroma of Terra-
no is correlated to abundant presence of ethyl octanoate, which gives red
cherry, sweet and fruity aroma. As the second most important ester ethyl
hexanoate was determined, with its apple and strawberry fruity scent.
The third was isoamyl acetate, with banana, fruity and sweet scent. They
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were followed by ethyl butyrate, with fruity odour and y-butyrolactone
described as sweet, toast and caramel. Different viticulture techniques
(grape thinning, leave removal before flowering) in the vineyard shown
only minimal impact on the selective volatile compounds content.

Il Terrano & un vino tipico della zona del Carso che fa parte della regione
vinicola slovena Primorska. La produzione di questo peculiare vino rosso
risale all’Antichita. Il vino Terrano viene prodotto dall'uva della varieta
Refosk (Vitis vinifera L.), conosciuta per il suo intenso colore rosso-viola-
ceo, conferitogli dal ricco contenuto di antociani e di un contenuto pitt
basso di tannini (Vanzo et al., 2012). Grazie al suo ricco contenuto di
polifenoli, il Terrano ha un influsso positivo sulla salute e presenta un
alto valore alimentare (Fornasaro et al., 2012). Le sue caratteristiche pe-
culiari si esprimono nell'odore fruttato che ricorda la freschezza dei frutti
di bosco. Il vino Terrano si consuma perlopiti nel corso di un anno, percio
l'aroma varietale da un contributo importante al suo tipico gusto.

Il vino & una bevanda alcolica, composta di acqua (80-85 % v/v), alcoli
(soprattutto etanolo da 9-15 % v/v) e diversi componenti minori (~3 %).
Questi componenti minori sono costituiti da acidi organici, zuccheri, fe-
noli, composti azotati, enzimi, vitamine, lipidi, anioni e cationi anorga-
nici e da molti composti volatili (Revi et al., 2014). I composti volatili ov-
vero i composti aromatici del vino ne determinano in larga misura anche
l'odore e 'aroma con un influsso importante sulla qualita del vino e sulla
propensione al consumo degli acquirenti. Tuttavia i composti aromatici
presenti nel vino sono molto complessi, soprattutto perché sono composti
di gruppi molto diversi. Ad oggi sono stati identificati pit di 1000 compo-
sti appartenenti a diversi gruppi chimici che coprono un ampio spettro
di polarita, solubilita e volatilita: alcoli superiori, aldeidi, esteri etilici di
acidi grassi, acidi grassi, chetoni, monoterpeni, fenoli volatili,.... e altri.
La concentrazione di questi composti nel vino puo variare da qualche
ng/l a centinaia di mg/l (Andujar-Ortiz et al., 2009; Garcia-Carpintero
et al., 2012b). Sulla presenza, assenza e sulle quantita di composti vo-
latili nel vino influiscono significativamente i fattori produttivi (clima,
suolo, varieta, pratiche di produzione dell’'uva) e i fattori enologici (stato
delluva, fermentazione, trattamento successivo alla fermentazione) (Wel-
ke et al., 2014).

Non tutti i composti volatili presenti nel vino contribuiscono al suo aro-
ma. L'influsso di un composto volatile sull’'odore finale e sull’aroma di-
pende dal suo contenuto nel vino e dalla sua soglia di percezione. La
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soglia di percezione viene definita come la concentrazione piti bassa che
puo essere percepita olfattivamente da almeno la meta dei degustatori
che valutano il vino (Welke et al., 2014).

Per la valutazione del contributo sensoriale dei composti aromatici
all’odore del vino si utilizza I’ “odor activity value” (OAV). LOAV rap-
presenta un approccio quantitativo alla valutazione dell’apporto dei
composti volatili all'odore. ’OAV calcola il rapporto tra il contenuto
del singolo composto e la sua soglia di percezione. Un composto vola-
tile concorre all'odore quando il suo contenuto nel vino & al di sopra
della soglia di percezione, quindi quando OAV > 1 (Pino e Queris,
2011; Welke et al., 2014). Un altro fattore quantitativo & il “relative odor
contribution” (ROC) che rappresenta la quota del contributo di un de-
terminato composto volatile ed & il calcolo del rapporto tra 'OAV del
singolo composto e la somma degli OAV dei composti che hanno OAV
> 1 (Welke et al., 2014).

La valutazione qualitativa del contributo sensoriale viene invece ese-
guita con dei descrittori dell'odore di ogni composto. Questi descrittori
sono stati individuati mediante gascromatografia abbinata a olfattome-
tria (GC-O) che usa come detector il naso umano. Dopo la separazione
dei composti nella colonna cromatografica vengono valutati gli odori dei
composti. Vengono descritti come odori floreali, fruttati, verdi, di sol-
vente, di plastica, tostati e altri (Welke et al., 2014).

Lo scopo di questo lavoro & di presentare il profilo volatile del vino
Terrano prodotto nella regione vinicola Primorska (Carso) dal 2011 al
2013. Le ricerche si sono concentrate soprattutto sui diversi gruppi di
composti volatili che si formano durante la fermentazione alcolica, ma
anche sull'individuazione dei composti C6 (1-esanolo, cis-3-esen-1-olo).
L'interesse si & focalizzato in particolar modo sugli esteri, poiché da loro
di solito dipende I'odore delle varieta tipicamente non aromatiche (Etie-
vant 1993; Ferreira et al., 1995). Si & scelto questo approccio anche in
considerazione del caratteristico odore fruttato del vino Terrano che &
solitamente correlato a un elevato contenuto di esteri.

2.1 Campionatura

I campioni di vino Terrano sono stati raccolti dalle botti in acciaio inossi-
dabile o dalle botti in legno dei produttori del Carso. Per ogni campione si
e preso 0,75 1 di vino. Nel corso dei tre anni sono stati presi 82 vini di di-
versi produttori (39 dell'annata 2011, 22 dell'annata 2012 e 21 dell’annata
2013), 9 mesi dopo la fermentazione, a fermentazione malolattica conclu-
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sa e prima dell'imbottigliamento. Le analisi sono state condotte un mese
dopo il campionamento.

2.2 Prove in vigna

Negli anni 2012 e 2013 & stato studiato, mediante delle prove in vigna, l'ef-
fetto di alcune pratiche viticole effettuate nei vigneti sul potenziale aroma-
tico del vino Terrano. In due vigneti di prova situati nella zona di Dutovlje
sono state messe a confronto le seguenti forme di allevamento e tecnologie
viticole: pergola controllo (1), pergola con 50 % di diradamento dei grappoli
durante la fase di invaiatura (2), guyot semplice controllo (3), guyot sempli-
ce con 50 % di diradamento dei grappoli durante la fase di invaiatura (4),
guyot semplice con defogliazione effettuata in pre-fioritura (5).

L'uva dei diversi gruppi & stata vinificata separatamente e sono stati ana-
lizzati i composti volatili nei vini di prova dopo un periodo di maturazio-
ne di 9 mesi (annata 2013) e di 21 medi annata 2012) in contenitori inox.
Una commissione di valutazione, composta da 11 degustatori, ha valuta-
to i vini anche da un punto di vista sensoriale, ossia 'intensita dell’aro-
ma varietale del vino Terrano e l'intensita dell’aroma fruttato. Dal calcolo
della media sono state escluse la valutazione minima e quella massima.

2.3 Metodi di analisi

I parametri fisico-chimici di base del vino Terrano sono stati stabiliti
con metodi standard CEE (Commission Regulation, 1990).

I composti volatili nel vino sono stati analizzati in due fasi. Nella prima
si & effettuata l'estrazione con il diclorometano, nella seconda l'indivi-
duazione mediante gascromatografia e spettrometria di massa (Bavcar et
al., 2011a; Bavcar et al., 2011b; Bavéar e Basa Cesnik, 2011).

2.4 Analisi statistica

I dati sono stati raccolti e ordinati con I'utilizzo di Excel (Microsoft Of-
fice Professional Plus 2010) e con I'analisi della varianza (one-way ANO-
VA) utilizzata per il confronto delle caratteristiche fisico-chimiche e del
contenuto di composti aromatici. L'analisi & stata eseguita utilizzando il
pacchetto software di statistica Statgraphics® Centurion XVI (StatPoint
Technologies).
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I parametri fisico-chimici di base del vino Terrano delle annate 2011, 2012
e 2013 sono rappresentati nella Tabella 1. I risultati indicano che non ci
sono grandi differenze fra le diverse annate e che queste sono probabil-
mente dettate soltanto da condizioni climatiche diverse. Possiamo conclu-
dere che il vino Terrano contiene un livello moderato di alcol (12% vol), ha
un contenuto maggiore di estratto totale e di acidita totale e che presenta
dei contenuti sorprendentemente bassi di solforosa libera e totale.

Tabella 1: parametri fisico-chimici standard del Terrano annate 2011, 2012 e 2013

annata 2011 annata 2012 annata 2013
n=39 n=22 n=21
alcool (vol. %) 12.01%0.60% AP 11.95+0.58¢ A® 12.06+0.46° AP
estratto (g/1) 30.0+2.4* BF 27.3+1.7¢ AP 27.1+2.6% AP
acidita totale (g/] acido tartarico) 7.5+0.7¢ AP 8.0+0.8° Bf 7.5+0.8% ABP
acidita volatile (g/1 acido acetico) 0.62+0.17° Bf 0.45+0.11¢ A® 0.73+0.13° CP
SO, libera (mg/1) 13+3 BF 12+1¢ AP 12+4% AP
SO, totale (mg/1) 43+6° BF 40+9¢ BF 3574 AP
pH 3.37+13° BF 3.26+0.12¢ AP 3.33+0.14° ABF
densita relativa 0.9958+0.0001° Bf | 0.9948+0.0007 * A® [ 0.9946+0.0008« AP
acido lattico (g/1) 2.1+0.4° B? 1.5+0.4% AP 2.5+0.6° CP
zuccheri riduttori (g/1) 2.5+0.7¢ Bf 1.2+0.3* AP 1.3+0.7* AP

°-per tutti i dati & presentato il valore medio + deviazione standard
b-le differenze statistiche indicative rispetto al test LSD (p=<0,05) sono contrassegna-
tecon A, B,Ci

I risultati della ricerca sul contenuto dei composti volatili selezionati
sono rappresentati nella Tabella 2. Si & constatato che i vini Terrano con-
tengono degli alti tassi di 1-esanolo (il valore medio delle tre annate &
stato di 1292 ug/l) e dei livelli significativi di 2-fenil acetato di etile (il
valore medio delle tre annate & stato di 49 ug/l), acetato di isoamile, ben-
zaldeide, alcool benzilico, cis-3-esen-1-olo, butirrato di etile, decanoato
di etile, dodecanoato di etile, esadecanoato di etile, esanoato di etile e
ottanoato di etile.
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Tabella 2: Contenuto di composti volatili (ug/l) nei vini Terrano delle annate 2011, 2012 e 2013 e rispettive soglie di percezione ((a Li et al., 2008;
(b) Duarte et al., 2010; (c) Garcia-Carpintero et al., 2012a; (d) Rocha et al., 2004, 2005, (e) Sanchez-Palomo et al., 2012; (f) Garcia-Carpintero et

al., 2014; (g) Welke et al., 2014)

annata 2011, n=39

annata 2012, n=22

annata 2013, n=21

soglia di percezione

min - max media min - max media min - max media
Aldeidi
n-esaldeide (capraldeide) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
benzaldeide n.d.-91 8+18° AP <L0Q- 10 4+3° AP <LOQ-75 16+20° B 350 (c, e, f)
alcool benzilico 42 - 799 164+152% AP 67 - 474 163+90% A 42 - 842 285+210° BP 200000 (¢)
Composti C6
1-esanolo 310 - 2538 | 1205+454° AP 632 - 2218 | 1227+462¢ ABP | 598 - 3008 1522+672°BP | 8000 (a, b, c, e, f)
cis-3-esen-1-olo 15- 125 50+24° AP 18 - 190 55+35% AP 23-278 103+67° B 400 (c, e, f)
Esteri
2-fenil acetato di etile 13 - 108 51+24° B 15 - 72 35+16° AP 41-90 62+14° CP 250 (b, ¢, e, f)
butanoato di etile (butirrrato di etile) 30 - 301 116:+52¢ B 57 - 104 80+14° AP 37 - 245 108+44° B 20 (a, b, c, e, f)
decanoato di etile (caprato di etile) 29 - 237 84+45°BP 23 -84 56+16% AP 73 - 291 184+57° CP 200 (a, b, ¢, e, )
dodecanoato di etile (laurato di etile) n.d. - 46 29+25% AP n.d.-13 84 AP n.d. - 56 40+14° AP 3500 (f)
esadecaonato di etile (palmitato di etile) | <LOQ - 717 84+141° AP 1-152 26+42¢ AP 2- 751 92+163% AP 1500 (a, f)
esanoato di etile (caproato di etile) 81 - 304 186+49° BP 84 - 211 157+36° AP 132 - 300 191+43° BP 14 (a, b, c, e, f)
ottaonato di etile (caprilato di etile) 105 - 376 216+59° B 88 - 259 170+41% AP 118 - 253 187+41° AP 5(,b,cef)
acetato di esile n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1500 (a, c, e, f)
acetato di isoamile 163 - 803 393+143° B 163 - 563 264+82° AP 232 - 609 406+98° B 30 (c, e, f)
Lattoni
y-butirrolatton 6840 - 18907 | 14036+3408° BP | 4444 - 12999 | 9423+2449° AP| 8401 - 19879 |14512+2983° BP 5000 (d)
Chetoni
B-ionone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 3,5 (b)

* sono rappresentati i valori medi e la deviazione standard, n.d. significa che il composto non & stato rilevato, <LOQ significa al di sotto del

limite quantitativo del metodo

¢ le differenze statistiche indicative rispetto al test LSD (p=<0,05) sono contrassegnate con A, B, C
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Il confronto delle annate ha mostrato che I'annata 2012 ha dei contenuti di
2-fenil acetato di etile, acetato di isoamile, benzaldeide, butirrato di etile,
decanoato di etile, dodecanoato di etile, esadecanoato di etile, esanoato di
etile, ottanoato di etile e y-butirrolattone leggermente inferiori rispetto alle
annate 2011 e 2013. I contenuti piu alti di tutti i composti rilevati, tranne
l'ottaonato di etile, sono stati confermati per 'annata 2013.

Per la valutazione del contributo sensoriale dei singoli composti volatili
all’'odore del vino sono stati calcolati i valori OAV e ROC. In base ai cal-
coli, il composto volatile pit importante nel vino Terrano & I'ottanoato
di etile che ha un odore dolce, di ciliegie, fruttato. Al secondo posto tra
i composti volatili pitt importanti ci sono l'acetato di isoamile, che ha
un odore dolce, di banane, fruttato, e 'esanoato di etile che ha un odore
fruttato, di mela e di fragola. Sono inoltre importanti il butirrato di etile,
dall'odore fruttato, e il y-butirrolattone, dall'odore dolce, caramellato e
tostato. I risultati sono presentati nella Tabella 3.

Tabella 3: OAV (odor activity value) e ROC (relative odor contribution in %) del valore dei
composti volatili significativi per I'aroma del vino Terrano delle annate dal 2011 al 2013

OAV ROC (%)
2011 2012 2013 2011 | 2012 | 2013
Aldeidi
n-esaldeide (capraldeide) 0 0 0 / /
benzaldeide 0,02 0,01 0,05 / / /
alcool benzilico 0,001 | 0,001 | 0,001 / /
Composti C6
1-esanolo 0,2 0,2 0,2 / / /
cis-3-esen-1-olo 0,1 0,1 0,3 / / /
Esteri
2-fenil acetato di etile 0,2 0,1 0,2 / / /
butanoato di etile (butirrato di etile) 5,8 4,0 5,4 7,4 6,7 7,4
decanoato di etile (caprato di etile) 0,4 0,3 0,9 / / /
dodecanoato di etile (laurato di etile) 0,01 0,002 0,01 / / /
esadecanoato di etile (palmitato di etile) | 0,1 0,02 0,1 / / /
esanoato di etile (caproato di etile) 13,3 11,2 13,7 17,0 | 18,8 | 18,8
ottanoato di etile (caprilato di etile) 43,1 33,9 37,3 55,2 | 56,7 | 51,2
acetato di esile 0 0 0 / / /
acetato di isoamile 13,1 8,8 13,5 16,8 | 14,7 | 18,6
Lattoni
y-butirrolattone 2,8 1,9 2,9 3,6 3,1 4,0
Chetoni
B-ionone 0 0 0 / / /
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Nonostante molti dei composti analizzati nel vino Terrano siano al di
sotto del’OAYV, essi possono avere un effetto sinergico e potrebbero in-
fluire positivamente sul suo odore. E noto come 'OAV non dia una ri-
sposta definitiva sull'influsso esercitato dal singolo composto sull’'odore
del vino. Il contenuto di alcuni composti puo variare molto da campione
a campione, ma nonostante questo i composti hanno un effetto esiguo o
nullo sulle qualita sensoriali di questi vini. Questa puo essere una con-
seguenza del mascheramento, ovvero dell’'aumento dell’effetto dei com-
posti volatili e non volatili nel vino in base a contenuti diversi (Benkwitz
et al., 2012).

Negli anni 2012 e 2013 & stato studiato, tramite delle prove in vigna, l'ef-
fetto di alcune pratiche viticole sul profilo aromatico del vino Terrano.
In due vigneti di prova situati nella zona di Dutovlje sono state eseguite
le seguenti procedure: 1-pergola controllo (nessuna modifica), 2 — pergo-
la con 50% di diradamento dei grappoli (rimozione del secondo grappolo
da ogni tralcio di vite durante la fase di invaiatura), 3 — guyot semplice
controllo (nessuna modifica), 4 — guyot semplice con 50% di diradamen-
to dei grappoli (rimozione del secondo grappolo da ogni tralcio di vite
durante la fase di allegagione), 5 — guyot semplice con defogliazione pre-
fioritura (rimozione di 4 o 5 foglie basali da ogni tralcio di vite). E stato
determinato il contenuto di alcuni composti volatili nel vino prodotto
da questa uva. I risultati sono presentati nella Figura 1 e nella Tabella 4.
Nell'annata 2013 il contenuto di benzaldeide & risultato essere un po’ piti
alto nella pergola con il 50% di diradamento dei grappoli rispetto alla
pergola non diradata, e lo stesso vale anche per esadecanoato di etile ma
nell’annata 2012. Nell’annata 2012 il contenuto di alcool benzilico & sta-
to leggermente pil alto nella tesi guyot semplice con defogliazione pre-
fioritura rispetto al guyot controllo, mentre il contenuto di decanoato di
etile nella stessa prova é risultato essere leggermente pitt basso rispetto a
quella di controllo. In generale viene confermato che le pratiche viticole
non hanno influenzato in modo sostanziale il contenuto dei composti
volatili analizzati.

Nonostante le differenze non indicative nel contenuto dei singoli com-
posti volatili analizzati nei diversi gruppi, la valutazione sensoriale dei
vini di prova ha mostrato nell'annata 2013 una percezione degli aromi
pitt alta nella forma di allevamento “pergola” rispetto ai campioni della
forma di allevamento “guyot”. La causa puo essere ricercata nel livello
di maturazione dell'uva che puo influire sull’aroma del vino. Nei vini
dell'annata 2012 (vini invecchiati di 21 mesi) la percezione dell’aroma
fruttato & stata maggiore nella forma di allevamento “guyot” rispetto alla
forma di allevamento “pergola”. La percezione pil alta dell’'aroma varie-
tale del Terrano dell’annata 2013 & stata osservata nel campione della
tecnica guyot con defogliazione pre-fioritura. Sia I'intensita dell’aroma
varietale che l'intensita dell’aroma fruttato del Terrano sono stati piu
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alti nell’'annata 2013 rispetto all'annata 2012; cio dimostra che questi
vini nel primo anno di maturazione presentano una percezione piu alta
dell'aroma fruttato e dell’aroma varietale rispetto ai vini invecchiati.

intensita dell'aroma fruttato
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Figura 1: valutazione sensoriale dei vini di prova rispetto al parametro di intensita
dell’'aroma fruttato (sinistra) e di intensita dell'aroma varietale del Terrano (destra)
in base alle pratiche viticole, annate 2013 e 2012 (una vinificazione per ciascun ap-
proccio, 11 degustatori).
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Tabella 4: Influsso delle pratiche viticole in vigna sul contenuto dei composti volatili (ug/l) nei vini Terrano delle annate 2012 e 2013

2012 2013

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Aldeidi
n-esaldeide (capraldeide) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
benzaldeide 2+2¢ 3x2¢ 4+2¢ 4+2¢ 4+2¢ 3x2¢ 9+2¢ 6+2¢ 8+2¢ 6+2¢
alcool benzilico 180£3¢| 205+3% 284*3°% 266+3%| 364*+3°% 329*3°¢ 359+3¢ 311+3% 346*3°%| 292+3¢
Composti C6
1-esanolo 1278+3°% 1346+3% 1379+3° 1343+3%| 1242+3% 1285*3°| 1337£3%| 1232+3°% 1253*3°% 1215+3¢
cis-3-esen-1-olo 44+1° 49+1¢ 50+1¢ 46+1¢ 52+1¢ 51*1¢ 62+1¢ 58+1¢ 59+1¢ 56+1¢
Esteri
2-fenil acetato di etile 50+1¢ 49+1¢ 58+1¢ 54+1¢ 71£1¢ 66+1¢ 66+1¢ 59+1¢ 64+1¢ 57+1¢
butanoato di etile (butirrato di etile) 123+2¢  120=*2¢ 264*2°¢ 286+2° 129+2¢ 147+2¢ 109%2¢ 114=*2¢  109%+2¢ 104=*2¢
decanoato di etile (caprato di etile) 236*x6°% 310%6¢| 337x6% 322*6°% 163+6% 170*x6% 168=*6°% 169+6% 170*x6°% 172*6¢
dodecanoato di etile (laurato di etile) n.d. 33+4° n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
esadecanoato di etile (palmitato di etile) 10+2° 25+2¢° 17+2¢ 14+2° 17+2° 28+2¢° 22+2¢ 24+2° 24%2° 25+2¢°
esanoato di etile (caproato di etile) 156+£2% 168*2¢ 147+x2¢ 145*2° 170£2¢| 158%+2¢%  153%2°% 156%+2¢ 160*x2° 159%*2¢
ottanoato di etile (caprilato di etile) 134+3%  137+£3% 162+3°| 154+3% 127%+3% 129+3° 134+3% 131+3°¢ 132+3% 132%3°
acetato di esile n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
acetato di isoamile 331+2¢| 325+2% 307x2°¢ 315%2¢ 329%x2°% 320*2°%| 332+2¢ 345*2% 362*2°¢ 351%2¢
Lattoni
y-butirrolattone 13887+2°% 14065+2¢ 12605+2% 1236227 14602+2¢| 13288+2% 14907+2° 14954+2%| 15852+2% 15940+2¢
Chetoni
B-ionone n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

« Sono rappresentati i contenuti e la deviazione standard della riproducibilita del metodo, n.d. significa che il composto non ¢ stato rilevato
1 — pergola controllo, 2 — pergola con 50 % di diradamento dei grappoli, 3 — guyot controllo, 4 — guyot con 50 % di diradamento dei grappoli,
5 — guyot con defogliatura in pre-fioritura
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Irisultati della nostra ricerca indicano che gli esteri sono il gruppo domi-
nante tra gli aromi fermentativi nel vino Terrano che contribuiscono in
maniera significativa al suo aroma fruttato. Il composto che ha influito
maggiormente sul profilo aromatico del vino Terrano e stato l'ottaonato
di etile che conferisce un odore dolce, di ciliegie e frutta. Il secondo este-
re pitt importante & stato l'esanoato di etile dall'odore di mele e fragole,
mentre il terzo & stato l'acetato di isoamile dall'odore dolce, fruttato, di
banane. Seguono il butirrato di etile, che presenta un odore fruttato, e il
y-butirrolattone dall'odore dolce, caramellato e tostato.

Le prove in vigna con diverse forme di allevamento e pratiche viticole
(pergola, guyot semplice, diradamento dei grappoli, defogliatura prima
della fioritura) non hanno influito significativamente sul contenuto dei
composti volatili analizzati. Cio nonostante queste prove hanno influ-
ito sulla percezione sensoriale dell'aroma fruttato e di quello varietale
del vino Terrano. Lintensita dell'aroma fruttato e di quello varietale &
risultata pit alta nei vini giovani (9 mesi, annata 2013) rispetto a quelli
vecchi (21 mesi, annata 2012); cio dimostra che I'aroma fruttato e 1'aroma
varietale del vino Terrano raggiungono il massimo dell'intensita nel pri-
mo anno di lavorazione.

Siringrazianoiviticoltoridel Carso pericampionid’analisiel’azienda “Li-
sjak” per le prove eseguite in vigna e per la vinificazione dei vini di prova.
Gli autori ringraziano le collaboratrici del Laboratorio enologico presso
I'Istituto agrario della Slovenia (KIS), Mateja Fortuna, Iva Kmeti¢ Cegnar
e Nada Bizjak per l'aiuto nell’esecuzione delle misurazioni.

Il presente lavoro rientra nelle attivita del progetto AGROTUR finanziato,
nell'ambito del Programma per la Cooperazione Transfrontaliera Italia-
Slovenia 2007-2013, dal Fondo di sviluppo regionale e dai fondi nazionali.

Andujar-Ortiz 1., Moreno-Arribas M. V., Martin-Alvarez P. J., Pozo-Bay6n M. A.
2009. Analytical performance of three commonly used extraction methods
for the gas chromatography-mass spectrometry analysis ow wine volatile
compounds. Journal of Chromatography A, 1216: 7351-7357.

Bavcar D., Basa Cesnik H.,Cus F., KoSmerl T. 2011a. The influence of skin contact
during alcoholic fermentation on the aroma composition of Ribolla Gialla
and Malvasia Istriana Vitis vinifera (L.) grape wines. International Journal
of Food Science and Technology, 46: 1801-1808.

185



Bavéar D., Basa Cesnik H., Cug F., Vanzo A., Gasperlin L., Kosmerl T. 2011b. Impact
of Alternative Skin Contact Procedures on the Aroma Composition of White
Wine. South African Journal of Enology and Viticulture, 32: 190-203.

Bavéar D., Baga Cesnik H. 2011. Validation of the method for the determination of
some wine volatile compounds. Acta agriculturae Slovenica, 97: 285-293.

Commission Regulation (EEC) No. 2676/90 determining Community methods for the
analysis of wines.

Duarte W. F., Dias D. R,, Oliveria J. M., Vilanova M., Teixeria J. A., Almeida e Silva J.
B., Schwan R. F. 2010. Raspberry (Rubus idaeus L.) wine: Yeast selection,
sensory evaluation and instrumental analysis of volatile and other
compounds. Food Research International, 43: 2303-2314.

Etievant P.X. 1993. Wine. In: Volatile compounds in food and beverages. Maarse H.
(ed.). New York, Marcel Dekker: 483-545.

Ferreira V., Fernardez P., Pena C., Escudero A., Cacho J.F. 1995. Investigation of the
role played by fermentation esters in the aroma of young Spanish wines by
multivariate analysis. Journal of the Science of Food and Agriculture, 67,
3: 381-392.

Fornasaro S., Tramer F., Ziberna L., Passamonti S. 2012. Bioloska uporabnost in
aktivnost pigmentov grozdja pri zivalih: implikacije za zdravije ljudi,
Simpozij AGROTUR, Ljubljana, 28. November 2012, pp. 7-13.

Garcia-Carpintero E. G., Gémez Gallego M. A., Sdnchez-Palomo E., Gonzalez Vinas.
2012a. Impact of alternative technique to ageing using oak chips in alcoholic
or in malolactic fermentation on volatile and sensory composition of red
wines. Food Chemistry, 134: 851-863.

Garcia-Carpintero E.G., Sdnchez-Palomo E., Gémez Gallego M. A., Gonzélez-Vinas
M. A.. 2012b. Free and bound volatile compounds as markers of aromatic
typicalness of Moravia Dulce, Rojal and Tortosi red wines. Food Chemistry,
131: 90-98.

Garcia-Carpintero E. G., Sdnchez-Palomo E., Oliveria Gonzdlez Vinas M. A. 2014.
Volatile composition of Bobal red wines subjected to alcoholic/malolactic
fermentation with oak chips. Food Science and Technology, 55: 586-594.

Li H.,, Tao Y. S., Wang H., Zhang L. 2008. Impact odorants of Chardonnay dry
white wine from Changli County (China). European Food Research and
Technology, 227: 287-292.

Pino J. A., Queris O. 2011. Analysis of volatile compounds of mango wine. Food
Chemistry, 125: 1141-1146.

Revi M., Badeka A., Kontakos S., Kontominas M.G. 2014. Effect of packaging material
on enological parameters and volatile compounds of dry white wine. Food
Chemistry, 152: 331-339.

Rocha S.M., Coutinho P., Delgadillo I., Cardoso A.D., Coimbra M. A. 2005. Effect of

enzymatic aroma release on the volatile compounds of white wines presenting
different aroma potentials. Journal of the Science of Food and Agriculture,
85, 2: 199-205.

Rocha S.M., Rodrigues F., Coutinho P., Delgadillo I., Cardoso A.D., Coimbra M. A.

2004. Volatile composition of Baga red wine. Assessment of the identification of the
would be impact odorants. Analytica Chimica Acta, 513, 1: 257-262.

Sanchez-Palomo E., Gémez Garcia-Carpintero E., Gomez Gallego M. A., Gonzalez
Vinas M.A. 2012. Gas Chromatography in Plant Science, Wine Technology,
Toxicology and Some Specific Applications. The Aroma of Rojal Red
Wines from La ManchaRegion — Determination of Key Odorants. Salih B,,
Gelikbigak O. (eds.). Published online, InTech: 147-170.

Vanzo A., Suklje K., Jenko M., Cu$ F., Bav¢ar D., Lisjak K. 2012. Polifenolni potencial
Terranoa. Bioaktivne spojine Terranoa, Simpozij AGROTUR, Ljubljana, 28.
November 2012, pp. 29-50.

Welke J. E., Zanus M., Lazzarotto M., Alcaraz Zini C. 2014. Quantitative analysis of
headspace volatile compounds using comprehensive two-dimensional gas
chromatography and their contribution to the aroma of Chardonnay wine.
Food Research International, 59: 85-99.

186



Helena BASA CESNIK?, Klemen LISJAK?, Andreja RAKAR?,
Mojca ZORZ*, Romina ZABAR?®, Mitja MARTELANC?,
Lorena BUTINAR?, Paolo SIVILOTTI?, Polonca TREBSE?,
Mladen FRANKO™"

1,2 Istituto Agrario della Slovenia
3,4,5,6,7 8,9, 10 Universita di Nova Gorica

! Dott.ssa, ?Dott., ® Dott.ssa, * Dott.ssa, ® Dott.ssa, 8 Dott., 7 Dott.ssa,
8 Prof. Associato, ? Prof.ssa, ° Prof.

Sono stati analizzati i fenoli volatili 4-etilfenolo, 4-vinilfenolo, 4-etil-
guaiacolo e 4-vinilguaiacolo nel Terrano prodotto nel Carso. Un moni-
toraggio triennale del vino (annate 2011, 2012 e 2013) ha mostrato che i
composti indesiderati appena citati sono presenti nel Terrano, tuttavia la
loro concentrazione non influisce negativamente sulle sue qualita sen-
soriali. La percentuale di campioni che contenevano una concentrazione
di fenoli volatili al di sopra della soglia di percezione nel periodo 2011-
2013 si attestava al 7,3 % per il 4-etilfenolo, al 98,8 % per il 4-vinilfenolo,
al 25,6 % per il 4-etilguaiacolo e al 91,5 % per il 4-vinilguaiacolo. I dati
riportati in bibliografia indicano che la concentrazione di fenoli volatili
nel Terrano & paragonabile a quella dei vini rossi prodotti in altre regioni
del mondo.

Nel Terrano abbiamo analizzato anche 11 diverse ammine biogene. In
quasi tutti i campioni & stata determinata la putrescina e I'etanolammi-
na, e in circa il 60 % dei campioni & stata determinata anche la tiramina,
listamina, e la metilammina, quest’ultima in basse concentrazioni. In
un terzo dei campioni sono state ritrovate cadaverina e butilammina, e
in una decina di campioni anche la 2-metilbutilammina. La triptamina
¢ stata determinata in un solo campione, mentre 'esilammina non ¢ stata
trovata in nessun campione. Abbiamo effettuato anche I'analisi micro-
biologica.
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Volatile phenols, 4-ethylphenol, 4-vinylphenol, 4-ethylguaiacol and
4-vinylguaiacol were analyzed in Terrano wine produced in Karst re-
gion. Three year monitoring (vintage 2011, 2012, 2013) showed that all
four undesirable compounds are present in Terrano wine, however their
content does not negatively influence sensory characteristics of wine.
The percentage of samples, which showed contents of volatile phenols
above odour threshold values were 7.3 % for 4-ethylphenol, 98.8 % for
4-vinylphenol, 25.6 % for 4-ethylguaiacol and 91.5 % for 4-vinylguaiacol
during 2011 — 2013 period. Data from literature showed that volatile phe-
nols contents in Terrano are comparable with volatile phenols contents
in red wines produced worldwide. In Terrano we also analyzed 11 diffe-
rent biogenic amines. Almost in all samples putrescine and ethanolami-
ne were determined, in approx. 60 % of the samples we determined also
tyramine, histamine, and methylamine, the latter in low concentrations.
In one-third of the samples were determined cadaverine and butylami-
ne, and in the tenth of the samples 2-methylbutylamine. Tryptamine
was detected only in one sample, hexylamine was not detected. Micro-
biological analysis was also performed.

La formazione degli aromi indesiderati nel vino & uno dei problemi piu
spinosi dell’ enologia, poiché determina un peggioramento della qualita
sensoriale del vino causando perdite economiche per l'azienda. Uno di
questi aromi indesiderati & il »Brett« che & collegato alla presenza di
etilfenoli (4-etilfenolo e 4-etilguaiacolo) e di vinilfenoli (4-vinilfenolo e
4-vinilguaiacolo) nel vino (Pizarro et al., 2012). Una bassa concentrazio-
ne di questi composti influisce positivamente sull’aroma complesso del
vino, viceversa una concentrazione che supera la soglia di percezione
ha un influsso negativo sul suo aroma complessivo (Silva et al., 2011). Il
4-etilfenolo conferisce al vino un odore di sudore di cavallo e di cuoio
(Larcher et al., 2007). Il 4-etilguaiacolo conferisce al vino un odore di
pane tostato e di fumo (Garcia-Carpintero et al., 2014). Il 4-vinilfenolo
conferisce un odore di cerotto, anche quando la sua concentrazione ¢ al
di sotto della soglia di percezione, tuttavia il suo aroma risulta meno ne-
gativo quando nel vino & presente il 4-vinilguaiacolo. Il 4-vinilguaiacolo
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da un aroma piccante. Le miscele di etilfenoli nel vino rosso conferisco-
no un odore stabile e un odore di animale (Larcher e coll., 2007). La so-
glia di percezione citata dalla bibliografia & di 440 ug/1 per il 4-etilfenolo,
di 180 wg/l per il 4-vinilfenolo, di 33 ug/l per il 4-etilguaiacolo e di 40
wg/l per il 4-vinilguaiacolo (Lépezin et al., 2002). Alcuni autori hanno
riportato una soglia di percezione persino piu alta per quanto riguarda
i vini rossi: 620 ug/l per il 4-etilfenolo e 140 ug/l per il 4-etilguaiacolo
(Alanén et al., 2013). Per il 4-vinilguaiacolo ¢ stata riportata persino una
soglia di percezione di 10 mg/] (Garcia-Carpintero et al., 2012) e di 770
wg/l per i vinilfenoli (Pour Nikfardjam et al., 2009).

I fenoli volatili si formano soprattutto durante il metabolismo degli acidi
idrossicinnamici da parte dei lieviti della specie Brettanomyces/Dekkera
che presentano due enzimi che agiscono in serie. Il primo, la cinnamato
decarbossilasi, scinde gli acidi fenolici in vinilfenolo e vinilguaiacolo
(I'acido p-cumarico si scinde in 4-vinilfenolo e l'acido ferulico in 4-vinil-
guaiacolo). In seguito la vinil fenolo reduttasi converte il 4-vinilfenolo in
4-etilfenolo e il 4-vinilguaiacolo in 4-etilguaiacolo (Oelofse et al., 2009;
Saez et al., 2011; Silva et al., 2011; Valentao et al., 2007). E noto come
questi lieviti possano aumentare nel caso di un prolungato stoccaggio
delle bottiglie di vino: il 4-etilfenolo e il 4-etilguaiacolo che ne derivano
possono superare la soglia di percezione dopo i primi mesi di stoccaggio
(Renouf et al., 2007). Utilizzando misure igieniche adeguate e la solforo-
sa per la pulizia del vino e delle botti, & possibile impedire lo sviluppo
di lieviti indesiderati (Valentao et al., 2007).

Fino ad oggi sono stati isolati dal mosto e dal vino ben 25 diversi tipi
di batteri lattici (L.LB) dei ceppi Lactobacillus, Pediococcus, Oenococ-
cus, Leuconostoc e Weissella. In seguito alla fermentazione malolatti-
ca, l'acido malico si trasforma in acido lattico per opera di questi mi-
crorganismi. La fermentazione malolattica (FML) porta principalmente
alla disacidificazione biologica, ma modifica anche I'aroma del vino e la
stabilita microbiologica. Nonostante gli effetti positivi sulla qualita del
vino, alcuni ceppi di batteri lattici sono responsabili di talune malattie
del vino. Anche la formazione di ammine biogene & in gran parte dovuta
all’attivita microbica di alcuni ceppi di batteri lattici durante la vinifica-
zione (Konig e Frohlich, 2009; Petri et al., 2013). Le ammine biogene piul
comuni nel vino sono: istamina, tiramina e putrescina. Solitamente la
loro concentrazione aumenta durante la fermentazione malolattica spon-
tanea. Le altre ammine, come ad esempio la metilammina, I'etilammina,
la feniletilamina, I'isoamilamina e la cadaverina, potrebbero gia essere
presenti nel mosto di vino, oppure si possono formare o decomporre du-
rante la vinificazione (Lonvaud-FUNEL, 2001).

In alcune nazioni vi sono limiti di legge per il contenuti di istamina nel
vino. Questi sono i valori massimi per l'istamina nel vino in alcuni paesi
europei (mg / L istamina): Germania (2), Paesi Bassi (3), Finlandia (5), il
Belgio (5-6), la Francia (8), Svizzera e Austria (10) (Smit et al., 2008).

Dal 2011 al 2013 abbiamo monitorato le concentrazioni di fenoli volatili
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nel vino Terrano prodotto sul Carso. Lo studio & stato svolto nell'ambito
del progetto AGROTUR che ha come scopo la valutazione della tecno-
logia attuale utilizzata nella produzione del Terrano e il miglioramento
della qualita microbiologica di questo vino.

2.1 Campionatura

I campioni di vino Terrano sono stati prelevati dalle botti di acciaio inos-
sidabile o di legno dei produttori del Carso. Nel corso di tre anni sono
stati presi 82 campioni di vino da diversi produttori (39 per 'annata 2011,
22 per ’'annata 2012 e 21 per I'annata 2013), 9 mesi dopo la fermentazione
e a fermentazione malolattica conclusa.

2.2 Metodi analitici

I parametri fisico-chimici base del vino Terrano sono stati stabiliti con me-
todi standard EEC (Unione Europea, 1990). Lestrazione dei fenoli volatili
dal vino ¢ stata effettuata con dell’etere dietilico, eseguendo 'individua-
zione degli estratti mediante gascromatografia e spettrometria di massa.
Per l'analisi del contenuto di ammine biogene, i campioni di vino sono
stati diluiti con metanolo e ogni singolo campione & stato sottoposto a
derivatizzazione con l'ortoftalaldeide in presenza di 2-mercaptoetanolo
e con un tampone di borato a pH 10,5. In questo modo sono stati ottenuti
i derivati fluorescenti delle ammine biogene che sono stati quantifica-
ti mediante la cromatografia liquida HPLC utilizzando un rilevatore a
fluorescenza (FLD) (Agilent 1100, Agilent Technologies, Palo alto, USA).
L’analisi e stata effettuata ad una lunghezza d’onda di 445 nm, mentre la
rivelazione della fluorescenza é stata effettuata a 356 nm. Come fase mo-
bile sono state utilizzate due soluzioni: (A) il metanolo e (B) una soluzio-
ne allo 0,05 M di acetato di sodio e tetraidrofurano in rapporto di 96:4.
Il numero dei LB & stato determinato con il metodo di coltura classico su
un terreno di coltura selettivo solido MRStj (Biolife, Italia), con 'aggiun-
ta di 50 mg/L di cicloesimide e il 2 % di succo di pomodoro. Sul terreno
di coltura selettivo & stato spalmato da 0,1 a 1 mL di campione e incubato
in anaerobiosi alla temperature di 25°C.

I parametri fisico-chimici base del vino Terrano delle annate 2011, 2012
e 2013 sono esposti nella Tabella n.1. Il vino Terrano presenta un livello
medio di alcol e un alto tasso di acidita (valori di pH piu bassi). Un pH piut
basso puo sfavorire la crescita dei lieviti Brettanomyces/Dekkera, tuttavia
il basso contenuto di alcol e la concentrazione ridotta di SO, possono au-
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mentare le possibilita di alterazione del profilo microbiologico del vino.
Secondo molti autori il limite ottimale per il controllo di quasi tutti i lievi-
ti e i batteri & di 0,8 mg/1 di SO, molecolare (Du Toit et al., 2005). Tuttavia,
poiché nel Terrano & stata individuata una concentrazione bassa di SO,
libera, la concentrazione molecolare di SO, risulta molto inferiore a quella
necessaria per impedire la crescita dei lieviti Brettanomyces/Dekkera.

Tabella n.1: parametri fisico-chimici base nel vino Terrano per le annate 2011, 2012
e 2013

annata 2011 annata 2012 annata 2013
media media media
alcol (vol. %) 12,01 11,95 12,06
SO, molecolare (mg/1) 0,35 0,40 0,35
SO, libera (mg/1) 13 12 12
SO, totale (mg/]) 43 40 35
pH 3,37 3,26 3,33
acidita totale (g/1, acido tartarico) 7,5 8,0 7.5
acidita volatile (g/1, acido acetico) 0,62 0,45 0,73
zuccheri riduttori (g/1) 2,5 1,2 1,3

La Tabella n.2 mostra le concentrazioni di fenoli volatili individuate
e le rispettive soglie di percezione. Nel Terrano sono state individuate
delle alte concentrazioni di 4-vinilfenolo, e delle concentrazioni minori
di 4-etilfenolo e di 4-vinilguaiacolo, mentre le concentrazioni piu basse
sono risultate quelle di 4-etilguaiacolo.

La percentuale di campioni che hanno riportato valori al di sopra della so-
glia di percezione (Alanon et al., 2013; Lépez et al., 2002) nel periodo 2011-
2013 & stata del 7,3 % per il 4-etilfenolo, del 98,8 % per il 4-vinilfenolo, del
25,6 % per il 4-etilguaiacolo e del 91,5 % per il 4-vinilguaiacolo.

Tabella n.2: Concentrazioni di fenoli volatili (ug/l) nel vino Terrano per le annate 2011,
2012 e 2013 ({a) Alasidn et al., 2013; (b) Lépez et al., 2002)

soglia di
2011 | Media 2011 2012 [Media 2012 | 2013 |Media 2013 | percezio-
ne

4-etilfenolo 6 - 465 86113 23 -593 230x166 6-953 265+263 620 (a)

4-vinilfenolo |366 - 3438| 1141+576 |423 - 2454 | 1454*640 |90 -3376| 1360844 | 180 (b)

(
4-etilguaiacolo 6 - 441 54+98 6-479 85+102 9-250 90=x78 140 (a)

4-vinilguaiacolo| 28 -750 125+123 53 - 460 15087 19 - 345 110+87 40 (b)




Le concentrazioni medie nel periodo 2011-2013 si sono attestate a 153
wg/l per il 4-etilfenolo, a 1265 ug/l per il 4-vinilfenolo, a 69 ug/l per il
4-etilguaiacolo e a 128 ug/l per il 4-vinilguaiacolo.

Confrontando i risultati del presente lavoro con i dati riportati in biblio-
grafia, & apparso che le concentrazioni di 4-etilguaiacolo individuate nel
vino Terrano sono simili a quelle stabilite dagli spagnoli nel vino rosso
invecchiato in botti di rovere. Anche le concentrazioni di 4-etilfenolo,
4-vinilfenolo e 4-vinilguaiacolo sono paragonabili a quelle misurate nei
vini riportati in bibliografia. Il confronto & presentato nella tabella n.3.

Tabella n.3: Confronto delle concentrazioni di fenoli volatili (ug/l) con i dati riportati
in bibliografia ({a) Pizarro et al., 2012, (b) Pizarro et al., 2007, (¢) Dominguez et al.,
2002, (d) Smit et al., 2003, (e) Diez et al., 2004, (f) Lépez et al., 2002, (g) Garcia-Car-
pintero et al., 2012, (h) Renouf et al., 2007)

4-etilfenolo | 4-vinilfenolo |4-etilguaiacolo | 4-vinilguaiacolo
vino rosso Terrano 6 -953 90 - 3438 6-479 19-750
vino rosso (a) 101 - 133 n. a. 88 - 105 n. a.
vino rosso (b) 7 -84 730 - 4385 42 - 65 49 - 54
vino rosso (c) 97 — 782 1430 - 2174 72 - 255 282 - 880
vino rosso Tannat (d) 170 - 1120 n. a. 120 n. a.
vino rosso Franconia (e) 149 - 435 n. a. 81 - 152 n. a.
Chiato in gﬁ?gﬁ(gﬁ’e;&":&) 8.6 — 1500 8.1.1998 0,53 - 420 5.4 - 236
vino rosso Moravia Dulce (g) n. s. n. a. n.s. 287 - 473
vini d’archivio
(annate 1909-1981) 1040 - 6410 n.a 122 - 975 n.a
della regione di Bordeaux (h)

n. a. ‘il composto non & stato rilevato’
n. s. ‘il composto non é stato quantificato’

I valori di pH bassi, tipici del vino Terrano, potrebbero limitare la cre-
scita dei lieviti Brettanomyces/ Dekkera e di conseguenza la formazione
di fenoli volatili. I1 90 % dei campioni di vino Terrano ha riportato delle
concentrazioni di 4-etilfenolo inferiori alla soglia di percezione, tuttavia
va segnalato che i campioni di vino sono stati presi durante la stagione
primaverile, quando la temperatura nelle cantine & ancora bassa, e que-
ste condizioni potrebbero aver arrestato la crescita dei microorganismi
indesiderati. Le fonti bibliografiche riferiscono che la concentrazione di
4-etilfenolo nelle bottiglie del vino Terrano invecchiato per le annate
2007, 2008 e 2009 ¢ stata di 1016, 678 e 616 ug/l [Cué et al., 2011).
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Per impedire la crescita dei lieviti Brettanomyces/Dekkera e la formazio-
ne di fenoli volatili indesiderati & necessario, durante 'imbottigliamento,
utilizzare in modo adeguato la SO, o filtrare il vino. Renouf et al. (2007)
hanno segnalato il B. bruxellensis come il lievito predominante che puo
svilupparsi nel corso di una prolungata conservazione del vino nelle bot-
tiglie e che produce delle quantita di 4-etilfenolo e di 4-etilguaiacolo al
di sopra della soglia di percezione. L'utilizzo di un filtro 1,0 um & suffi-
ciente per rimuovere tutti i lieviti ed evitare 'aumento della concentra-
zione di fenoli volatili negli anni a seguito dell'imbottigliamento.

I risultati del contenuto di ammine biogene sono riportati nella Tabella
4. Nel Terrano sono stati rinvenuti livelli elevati di putrescina (fino a
78,71 mg / 1) nel 97,5 % dei campioni, mentre I'etanolammina (37,5 mg
/1) in tutti i campioni. In circa il 60 % dei campioni & stata rilevata la
presenza di tiramina (fino a 10,77 mg /1), di istamina (fino a 13,86 mg/ 1)
e di metilammina, per la quale sono state misurate concentrazioni molto
inferiori (fino a 1,2 mg/ 1). La cadaverina & stata rilevata solo in un cam-
pione dell’annata 2011, mentre nelle annate del 2012 e del 2013 & stata
rilevata in un terzo dei campioni, le concentrazioni sono state superiori
nel 2012 (fino a 9,9 mg / 1) confrontandole con 'annata 2013 (fino a 1,92
mg / 1). In circa un terzo dei campioni & stata rilevata la butilammina in
basse concentrazioni (fino a 1,85 mg/1). In un decimo di tutti i campio-
ni é stato determinata la 2-methilbutilammina in concentrazioni molto
basse. La triptamina e stata rilevata solo in un campione, 'esilammina
invece non & stata rilevata in nessun campione.

Tabella 4: Livelli di ammine biogene (mg / 1) nel Terrano nelle annate 2011, 2012 e
2013

2011 2012 2013 2011 - 2013
putrescina 0,01-78,71 1,79 - 11,83 4,3 -31,79 0,01-78,71
cadaverina 0,01 - 0,66 1,8 -9,9 0,088 — 1,92 0,01-9,9

etanolammina 9,03 - 30,67 9,76 - 37,5 9,06 - 19,1 9,03 -37,5
istamina 0,003 - 12,77 0,5-13,86 0,075 -7,71 0,003 - 13,86

metilammina 0,004 - 1,2 0,2-1,12 0,013 - 0,27 0,004 - 1,2
tirammina 0,01 -10,77 0,6 -7,6 0,067 - 6,27 0,01 -10,77

butilammina n.d. 0,1-1,85 0,022 - 0,24 0,1-1,85
triptammina n.d. n.d. 0,041 -0,19 0,041 -0,19
2-metilbutilammina n.a. 0,2 -1,16 0,047 - 0,23 0,047 - 1,16
izopentilamina n.a. n.d. 0,092 — 4,69 0,092 - 4,69

esilammina n.d. n.d. n.a. n.d.

n.a. il composto non é stato rilevato

n.d. il composto non é stato quantificato
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Nei periodi 2011-2013 sono stati riscontrati valori medi pari a 15,97 mg
/1 di putrescina, 0,67 mg /1 per la cadaverina, 18,74 mg /| di etanolam-
mina, 2,63 mg /1 per l'istamina, 0,36 mg /1 per la metilammina, 1,72 mg
/1 per la tirammina, 0,24 mg /1 di 2-metilbutilammina, 0,20 mg /1 per
isopentilammina

Nei 5 % dei campioni & stata misurata una concentrazioni di istamina
superiore ai livelli massimi consentiti in Austria e Svizzera (10 mg / 1),
mentre nel 7,5 % del valore consentito in Francia (8 mg/ 1). In un quar-
to dei campioni la concentrazione era superiore ai valori consentiti in
Belgio (5 mg / 1), nel 35 % dei campioni & risultata superiore ai valori
consentiti in Olanda (3 mg /1) e al 40 % dei campioni rispetto ai valori
consentiti in Germania (2 mg/ 1).

Le concentrazioni di tirammina, metilammina e cadaverina rientravano
nel range dei valori citati dalle fonti letterarie per i vini rossi, mentre i
dati per l'etanolammina in ca. 40 % dei campioni e la putrescina in cam-
pioni del 20 % di vino dell'annata 2011 erano fuori dai valori descritti in
letteratura. I dati per la butilammina, 2-methilbutilammina e isopenti-
lammina in letteratura non sono stati riportati.

Tabella 5: 1l confronto dei livelli di ammine biogene (mg /), con i dati dalla letteratura
(@) Tuberoso et al, 2015, (j) Pizarro, et al, 2007, (km) Terreno et al, 2005, (p) Marcobal
et al., 2006, (r) Anli et al., 2004 (s), Vazquez-Lasa et al, 1998))

metil- trip- |isopen-
amina etanolamina | tam- | tilami- putrescina cadaverina| istamina | tirammina
mina| na

Carnoner 10,9 056| 7,55 %629 | 0,05 | 0,10 20,5 * 10,2 2,13 * 0,56 | 6,61 * 1,54 | 9,06 % 2,86

annonau
vino rosso di
qualita, area
Castilla y 1.50 - 6.66 0.51-25.03 1.72 - 8.86
Ledn, Spagna
0
vino rosso
Tempranillo 7,6 2,1 2,5 1,2 2,6 1,1
&
vino rosso
Bobal (1) 3,56 £14 2,3 1,0 2,0 0,8
vino rosso
Garnacha (m) 7,4+ 2,1 11+03 | 08+02

4,64+ 0,10 1,08 * 0,10
VINo rosso (annata 2004) (annata 2004)
Merlot (n) 16,90 = 0,70 4,47 = 0,15
(annata 2005) (annata 2005)
7,34 + 0,30
vino rosso (annata 2004) 0,73 (an’lgt;fg Oz—] 0,52
Syrah (o) 0,66 + 0,06 (annata 2005)
(annata 2005)
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vino rosso,
Spagna (p)

0.00-55.00

0.0-14.0

0.0-19.0

vino rosso di
qualita, Tur-
chia ()

nd-5.92

nd-3.94

nd-0.29

Vino rosso
giovane, Spa-
gna (s)

32.97

0.61

8.72

4.98

(Vazquez-
Lasa et al.
(1998))

31.35

1.74

6.67

5.78

n.d. il composto non é stato quantificato

In un terzo dei campioni analizzati non abbiamo rinvenuto i MKB sul
terreno selettivo MRStj, in un terzo dei campioni sono stati osservati da
2,2 x 10* fino a 1.12 x 10? CFU / mL e nel resto dei campioni non & stato
possibile conteggiare le piastre. Nei casi in cui non abbiamo rinvenuto i
MKB, anche i livelli di ammine biogene erano bassi. Tra gli altri campio-
ni non abbiamo osservato correlazioni, pertanto in futuro continueremo
a determinare i MKB fino al livello di specie. E noto che la formazione
di ammine biogene dipende non solo dalla specie ma anche dal ceppo di
LAB (Konig e Frohlich, 2009; Petri et al 2013).

Nel vino Terrano sono presenti gli etilfenoli (4-etilfenolo e 4-etilguaia-
colo) e i vinilfenoli (4-vinilfenolo e 4-vinilguaiacolo) che contribuiscono
alla formazione di aromi indesiderati. Nel corso del monitoraggio trien-
nale delle annate 2011, 2012 e 2013 si e constatato che le concentrazioni
di 4-etilfenolo e 4-etilguaiacolo si trovano in generale al di sotto alla so-
glia di percezione sensoriale, mentre le concentrazioni di 4-vinilfenolo
e di 4-vinilguaiacolo sono in generale superiori alla soglia di percezione
sensoriale. Alcuni fenoli, soprattutto il 4-vinilguaiacolo, potrebbero in-
fluire positivamente sull’aroma del vino, conferendo un odore di chiodi
di garofano e pepe (Williams et al., 1980; Rocha et al., 2005). Abbiamo
constatato che i dati rilevati riguardanti le concentrazioni di fenoli vo-
latili nel vino Terrano sono paragonabili ai dati riportati in bibliografia
relativi a vini rossi di altre zone del mondo. Poiché le concentrazioni di
fenoli volatili sono state misurate in primavera, prima dell'imbottiglia-
mento del vino, va segnalato che i produttori di vino Terrano devono
prestare particolare attenzione alla preparazione del vino per I'imbot-
tigliamento e l'invecchiamento a lungo termine. I produttori possono
diminuire il rischio di crescita dei lieviti Brettanomyces/Dekkera e di
formazione dei fenoli volatili curando le condizioni igieniche delle can-
tine, filtrando il vino con un filtro 1,0 um e utilizzando correttamente
la solforosa.
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Nel triennio di monitoraggio delle ammine biogene nel Terrano ne sono
state determinate 10 diverse, i cui contenuti sono stati comparabili con i
dati pubblicati per i vini rossi ad eccezione di putrescina e etanolamina.
Per butilammina, la 2-metilbutilammina e isopentilammina non é stato
possibile rinvenire riferimenti in letteratura.

In riferimento ai limiti massimi consentiti per 'istamina, nel 5% dei
campioni & stata misurato un livello superiorie a qunto ammesso in Au-
stria e Svizzera (10 mg /1) e nel 7,5 % di campioni rispetto ai valori con-
sentiti in Francia (8 mg /1) . In un quarto dei campioni era superiore ai
valori consentiti in Belgio (5 mg /1), nel 35 % dei campioni era superiore
ai valori consentiti in Olanda (3 mg /1) e nel 40 % dei campioni ai valori
consentiti in Germania (2 mg/ 1).

Il presente lavoro rientra nelle attivita del progetto AGROTUR, finan-
ziato nell’'ambito del Programma per la Cooperazione Transfrontaliera
Italia-Slovenia 2007-2013 dal Fondo di sviluppo regionale e dai fondi
nazionali.

Gli autori ringraziano la collaboratrice del Laboratorio centrale presso
I'Istituto agrario della Slovenia (KIS), Mateja Fortuna per l'aiuto fornito
nell’effettuazione delle misurazioni.
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Nel territorio del Carso & stato studiato il contenuto di residui da fitofar-
maci nelle uve di Refosk, mentre per quanto riguarda il vino Terrano, &
stato invece analizzato sia il contenuto di residui di fitofarmaci che il
contenuto di metalli. Nel corso di un monitoraggio triennale (2011-2013)
sono stati analizzati 73 campioni di uva e 82 campioni di vino. In nes-
sun campione il contenuto di residui di fitofarmaci nell’uva ha superato
i valori limite. Inoltre, nell’uva sono stati individuati soltanto le sostanze
attive contenute in prodotti ammessi nella produzione integrata. Allo
stesso modo, anche nel vino sono state ritrovate soltanto le sostanze at-
tive contenute in prodotti consentiti nella produzione integrata dell'uva.
Quasi il 33% dei campioni di vino non conteneva residui di fitofarmaci.
Nei campioni di vino Terrano sono stati determinati i contenuti di rame
(Cu), ferro (Fe), zinco (Zn), cadmio (Cd), piombo (Pb) e arsenico (As). Le
concentrazioni di metalli misurate nel vino sono risultate in tutti e tre
gli anni inferiori ai valori massimi consentiti, ad eccezione di tre cam-
pioni del 2011 e di un campione del 2013 nei quali & stato misurato un
livello di rame in eccesso.
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Residues of plant protection products were monitored in grapes of Refosk
variety, produced in the Karst. In Terrano produced in Karst, plant pro-
tection product residues and heavy metals were analysed. Three year
monitoring (2011-2013) was performed. During that period 73 grape sam-
ples and 82 wine samples were analysed. Plant protection product resi-
dues were not exceeding maximum residue limits (MRLs). Beside that,
only active substances from plant protection products allowed in inte-
grated pest management were found. In wine also only active substances
from plant protection products allowed in integrated pest management
of grapes were determined. In almost 33% of wine samples residues of
plant protection products were not found.

In Terrano wines we measured the content of copper (Cu), iron (Fe), zinc
(Zn), cadmium (Cd), lead (Pb) and arsenic (As). The concentrations of
these metals were all below the prescribed maximum values with the
exception of two samples in year 2011 and one in 2013 for which excee-
ded concentrations of copper were found.

La pianta della vite viene attaccata da molti parassiti: tra gli insetti, i pitt
frequenti sono le tignole e gli acari. Ma ancora pitt pericolose sono le ma-
lattie causate da funghi come la peronospora, 'oidio e la muffa grigia (Oli-
va et al., 1999). Per questo motivo l'utilizzo di fitofarmaci nei vigneti &€ una
pratica comune, se si desidera portare a casa il raccolto. Leffetto indesi-
derato del loro utilizzo & rappresentato dai residui lasciati da tali prodotti
nelle bacche d'uva, e quindi nel vino (Cuhna et al., 2009). La presenza e il
livello dei residui di fitofarmaci nell'uva, e conseguentemente nel vino, di-
pendono dall’aggressivita dei diversi patogeni in ogni regione vinicola, dal
metodo di produzione dell'uva (convenzionale, integrato, biologico), dalla
concentrazione dei fitofarmaci durante l'irrorazione, nonché dal periodo
e dalle condizioni climatiche dall'ultima irrorazione fino alla raccolta del
prodotto (Cus et al., 2010a). Poiché alcuni residui di fitofarmaci hanno un
impatto negativo sulla salute dell'uomo, risulta necessario monitorarne la
concentrazione, al fine di proteggere il consumatore.
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Concentrazioni elevate nel contenuto di metalli nel vino possono essere
legate a alcune misure viticole (uso di fertilizzanti e di fitofarmaci a base
di metalli, soprattutto di rame), dal metodo di trasformazione dell'uva
in vino (estensione del periodo di fermentazione del mosto, contatto del
mosto e del vino con attrezzatura enologica in leghe metalliche) oppure
da misure per la stabilizzazione del vino o volte a prevenirne I'intorbi-
dimento (uso di prodotti enologici). I valori massimi del contenuto in
metalli nel vino sono stabiliti nell'appendice C (Annali OIV, 2013).

Lo scopo di questo articolo & di presentare il contenuto di residui di
fitofarmaci nell'uva a bacca nera della varieta Refosk (Vitis vinifera L.)
e nel vino Terrano, e la presenza di metalli nel vino Terrano del Carso
prodotto tra gli anni 2011-2013. I risultati sono stati confrontati con i dati
delle fonti bibliografiche riguardanti il contenuto di composti indeside-
rati nell'uva e nei vini.

2.1 Campionatura

E stato effettuato un campionamento di uve di Refogk direttamente nei
vigneti del Carso transfrontaliero, nel periodo delle vendemmie 2011,
2012 e 2013. Sono stati raccolti circa 10-15 grappoli appositamente se-
lezionati per ottenere un campione rappresentativo per il laboratorio. I
campioni sono stati congelati fino al momento dell’analisi. In tre anni
sono stati raccolti 73 campioni di uva (18 nell’annata 2011, 29 nell’annata
2012 e 26 nell’annata 2013).

I campioni di vino Terrano sono stati prelevati dalle botti in acciaio inox
o dalle botti in legno dei produttori del Carso. In tre anni sono stati
raccolti 82 vini di diversi produttori (39 nell'annata 2011, 22 nell’annata
2012 e 21 nell’annata 2013), 9 mesi dopo la fine della fermentazione alco-
lica e a fermentazione malolattica conclusa.

Il vino sul quale abbiamo analizzato i residui di fitofarmaci non era ne-
cessariamente prodotto dall'uva utilizzata per I'analisi di tali residui.

2.2 Metodi di analisi

Ai fini della determinazione dei residui di fitofarmaci, e stata effettuata
un’estrazione con una miscela di solventi: acetone, etere di petrolio e
diclorometano. La purificazione degli estratti & stata effettuata median-
te cromatografia a gel-permeazione mentre I'individuazione dei diversi
residui & stata ottenuta mediante gascromatografia accoppiata a spettro-
metria di massa (GC/MS) e cromatografia liquida accoppiata a spettro-
metria di massa (LC/MS/MS).

I campioni sono stati analizzati per verificare la presenza di 215 diversi
composti attivi. Per 'analisi del rame (Cu), del ferro (Fe) e dello zinco
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(Zn) & stato utilizzato un campione dal quale era stata separata la frazio-
ne alcolica. I metalli sopraindicati sono stati poi individuati mediante
spettrometria di assorbimento atomico a fiamma (FAAS, Analyst 800,
Perkin Elmer). Per 'analisi del cadmio (Cd), del piombo (Pb) e dell’arse-
nico (As), il campione & stato scomposto con acido nitrico concentrato
ultrapuro in un sistema a microonde (Millipore, ETHOS 1600), mentre
l’analisi & stata eseguita mediante spettrometria di assorbimento atomico
elettrotermico (ETAAS, Analyst 600, Perkin Elmer).

Nei campioni di uva sono stati individuati 21 composti attivi. Tutte le
sostanze attive individuate erano consentite nella produzione integrata
dell’'uva. Lelenco dei fitofarmaci e i loro utilizzi relativi alle sostanze
attive rinvenute sono presentati nella tabella 1. La quantita di residui di
fitofarmaci presente nell'uva non superava i limiti consentiti (Maximum
residue levels, MRLs). La maggior parte delle sostanze rinvenute rientra
nel gruppo dei fungicidi. Soltanto 3 composti attivi rientrano nel gruppo
degli insetticidi. I risultati sono presentati nella tabella 2.

Tabella 1: Nome commerciale dei fitofarmaci e loro utilizzo in relazione alle sostanze
attive individuate nell'uva e nel vino

Sostanza at-

fitofarmaci - nome commerciale* utilizzato contro*

FLASH, MIKAL PREMIUM F, MOMEN-
TUM-F, PERGADO-F, RIDOMIL GOLD
COMBI PEPITE, UNIVERSALIS, VALIS-F

tiva
azoxystrobin | QUADRIS, UNIVERSALIS oidio, Eutypa lata, Pseudopezi-
cula tracheiphila, peronospora
benalaxil GALBEN C, GALBEN M peronospora
benalaxil-M | FANTIC F WG peronospora
boscalid CANTUS WG, COLLIS oidio, muffa grigia
ciprodinil SWITCH 62,5 WG muffa grigia
deltametrina | DECIS 2,5 EC, GAT DECLINE 2,5 EC | ignola e tignoletta della vite,
Scaphoideus titanus
dimetomorf | ACROBAT MZ WG, FORUM STAR peronospora
famoxadone | EQUATION PRO peronospora
fenexamide TELDOR SC 500 muffa grigia
fludioxonil SWITCH 62,5 WG muffa grigia
FANTIC F WG, FOLPAN 80 WDG, FO-
RUM STAR, MELODY COMBI WG 65,3,
folpet MELODY COMBI WP 43,5, MIKAL oidio, Eutypa lata, Pseudopezi-

cula tracheiphila, peronospora
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MELODY COMBI WP 43,5 , MELODY

iprovalicarb | COMBI WG 65,3, MELODY DUO WG peronospora
66,8A, MIKAL PREMIUM F
clorpirifos | PYRINEX 25 CS tignola e tignoletta della vite,
Scaphoideus titanus
quinoxifen CRYSTAL, POSTALON 90 SC oidio
mandipropa- | PERGADO-C, PERGADO-F, PERGADO
mid MZ, REVUS peronospora
RIDOMIL GOLD COMBI PEPITE, RIDO-
metalaxil-M | MIL GOLD MZ PEPITE, RIDOMIL GOLD | peronospora

PLUS 42,5 WP

I;;g’;oxﬁeno— RUNNER 240 SC tignola e tignoletta della vite
FALCON EC 460, FOLICUR EW 250, MY-
tebuconazolo | STIC 250 EC, NATIVO 75 WG, ORIUS 25 | oidio
EW, TEBUSHA 25% EW
tiamethoxam | ACTARA 25 WG Scaphoideus titanus
zoxamide AMELINE FLOW, ELECTIS 75 WG peronospora

* Istruzioni tecnologiche per la produzione integrata di uva per il 2011, 2012 e 2013,

MAFF

Nel periodo 2011-2013 sono state ritrovate sostanze attive in 68 campioni
di uva (93,2 %). Nonostante i residui siano stati individuati in un elevato
numero di campioni, soltanto un campione (1,4 %) conteneva residui ad
un livello tra il 50 e il 100 % del MRL e soltanto 23 campioni (31,5 %)
contenevano dei residui ad un livello tra il 10 e il 50 % del MRL. Tutti i
restanti campioni (58,9 %) contenevano residui ad un livello inferiore al
10 % del MRL. In 5 campioni (6,8 %) non sono stati individuati residui.
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Tabella 2: Composti attivi individuati e loro contenuti nell’'uva nel periodo 2011-2013

contenuto nell'uva 2011

contenuto nell'uva 2012

contenuto nell'uva 2013

principio attivo utilizzo LOQ n= 18 =29 =26 MRL
uva min-max media min-max media min-max media uva
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
azoxystrobin fungicida 0,01 0,03 - 1,11 0,32 0,05 - 0,08 0,06 0,04 - 0,11 0,08 2
benalaxil+benalaxil-M fungicida 0,01 0,01 - - - - - 0,3
boscalid fungicida 0,01 0,04 - 0,07 0,06 0,03 - 0,08 0,05 0,01-0,34 0,12 5
ciprodinil fungicida 0,01 0,01-1,80 0,42 0,12 - 0,21 0,17 0,03 - 0,56 0,23 5
deltametrina insetticida 0,03 - - - - 0,05 - 0,06 0,06 0,2
dimetomorf fungicida 0,01 0,01 -0,03 0,02 0,02 - 0,13 0,08 0,01 -0,13 0,05 3
famoxadone fungicida 0,01 - - - - 0,05 - 2
fenexamide fungicida 0,01 0,10 - 0,51 0,26 - - 0,01 - 0,07 0,04 5
fludioxonil fungicida 0,02 0,03 - 1,12 0,35 0,04 - 0,08 0,06 0,02 - 0,32 0,10 4
folpet fungicida 0,02 0,03 - 1,85 0,41 0,04 - 2,99 1,01 0,02 - 3,21 0,56 10
iprovalicarb fungicida 0,01 0,05 - 0,17 - - - 2
clorpirifos insetticida 0,01 0,02 - 0,10 0,06 0,02 - 0,24 0,09 0,02 - 0,03 0,03 0,5
clothianidin W%Mwﬂwwm% 0,01 - - 0,01 - - - 0,7
quinoxifen fungicida 0,01 0,02 0,02 0,01 - 0,04 0,03 0,01-0,03 0,02 1
mandipropamid fungicida 0,01 0,01-0,13 0,07 - - 0,01 -0,03 0,02 2
metalaxil+metalaxil-M fungicida 0,02 0,02 - 0,13 0,06 0,04 - 0,09 0,06 0,02 - 1
tebuconazolo fungicida 0,05 - - 0,06 - 0,17 0,11 - - 2
tiamethoxam insetticida 0,01 - - 0,01 - 0,02 0,02 - - 0,9
zoxamide fungicida 0,01 0,07 - - - 0,04 - 5
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La sostanza attiva individuata con maggior frequenza nel periodo 2011-
2013 & stato il folpet ritrovato in 57 campioni di uva (78,1 %). 15 campio-
ni di uva (20,5 %) contenevano residui di folpet ad un livello compreso
tra il 50 e il 100% del MRL e 42 campioni di uva (57,5 %) contenevano
dei residui di folpet al di sotto del 10 % del MRL.

I nostri risultati sono stati confrontati con i dati delle fonti bibliografiche
riguardanti I'uva campionata nell’ambito della produzione integrata nel
2006 in tutta la Slovenia (BasSa Cesnik et al., 2008). Secondo questi dati,
nell’'uva della produzione integrata sono stati ritrovati i seguenti compo-
sti, individuati anche nella presente ricerca: azoxystrobin (0,02 — 0,04
mg/kg), ciprodinil (0,01 — 0,40 mg/kg), fludioxonil (0,02 — 0,03 mg/kg),
folpet (0,02 — 6,0 mg/kg), fosalone (0,01 - 0,02 mg/kg), clorpirifos (0,02 -
0,13 mg/kg), metalaxil e metalaxil-M (0,05 - 0,18 mg/kg). Nell'uva Refosk
é stato determinato anche il contenuto di deltametrina, che non era inve-
ce stato determinato nel 2006 per la produzione integrata. Nel 2006, in-
vece, in tutta la Slovenia é stato determinato il contenuto di clorotalonil
(0,01 - 0,73 mg/kg), iprodione (0,01 - 0,30 mg/kg), kresoxim-metile (0,01
mg/kg), miclobutanil (0,02 mg/kg), fosalone (0,01 - 0,02 mg/kg), pirimeta-
nil (0,01 - 0,53 mg/kg) e trifloxystrobin (0,01 - 0,53 mg/kg) che non & stato
determinato nel corso della presente ricerca.

Gia Farris et al. (1992) avevano riportato dei residui di folpet (0,5 mg/kg) e
clorotalonil (0,23-0,60 mg/kg) nell'uva italiana. Navarro et al. (2001) han-
no riportato dei residui di clorpirifos (0,14 mg/kg) nell'uva Monastrell
della zona di Jumilla (Spagna). Cabras et al. (1997) hanno riportato dei
residui di ciprodinil (1,03 mg/kg), fludioxonil (0,78 mg/kg), pirimetanil
(1,11 mg/kg) e tebuconazolo (0,42 mg/kg) nell’'uva italiana Vermentino
dell’annata 1996. Otero et al. (2003) hanno riportato dei residui di cipro-
dinil (0,14-1,45 mg/kg), folpet (0,09-0,40 mg/kg), fludioxonil (0,17-0,61
mg/kg), fenexamide (0,52 mg/kg), metalaxil (0,14-0,21 mg/kg) e pirimeta-
nil (2,33 mg/kg) nell'uva della zona di Rias Baixas (Galizia, Spagna). Ad
eccezione del clorotalonil e del pirimetanil questi composti attivi sono
stati individuati anche nell'uva di Refosk.

Nel vino sono stati individuati 12 principi attivi. Tutti i principi attivi
individuati erano consentiti nella produzione integrata dell'uva. La
tabella 1 presenta I'elenco dei fitofarmaci e il loro utilizzo in relazione
ai principi attivi rinvenuti. La maggior parte delle sostanze rinvenute
appartiene al gruppo dei fungicidi. Soltanto un composto attivo ap-
partiene al gruppo degli insetticidi. I risultati sono presentati nella
tabella 3.
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I principi attivi sono stati individuati negli anni 2011-2013 in 55 campio-

ni di vino (67,1%). I residui non sono stati individuati in 27 campioni di
vino (32,9%). In tre annate consecutive, 2011, 2012 e 2013, il principio

attivo individuato con maggiore frequenza & stato il ciprodinil (37 cam-

pioni, 45,1%).

Tabella 3: Composti attivi individuati e loro contenuti nei vini nel periodo 2011-2013

contenuto nel vino 2011

contenuto nel vino 2012

contenuto nel vino 2013

principio attivo utilizzo LOQ =39 =22 =21
vino min-max media min-max media min-max media
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
azoxystrobin fungicida 0,03 0,04 - 0,15 0,10 0,04 - - -
boscalid fungicida 0,01 0,01 - 0,23 0,07 0,01 0,01 0,01 -
ciprodinil fungicida 0,01 0,01 -0,21 0,06 0,01 - 0,07 0,03 0,01-0,13 0,06
dimetomorf fungicida 0,01 0,01 - 0,10 0,04 0,01 - 0,06 0,03 0,01 - 0,05 0,03
fenexamid fungicida 0,01 0,01 - 0,02 0,01 - - 0,01 - 0,05 0,02
fludioxonil fungicida 0,01 0,01 - 0,09 0,03 0,01 -0,03 0,02 0,01 -0,03 0,02
iprovalicarb fungicida 0,01 0,03 - - - - -
mandipropamid fungicida 0,01 - - - - 0,01 - 0,05 0,04
metalaxil+metalaxil-M | fungicida 0,02 0,03 -0,12 0,07 0,02 - 0,03 0,03 0,02 -
metoxifenozide insetticida | 0,01 0,01 - - - - -
tebuconazolo fungicida 0,02 0,02 - 0,03 0,03 - - - -

206



I risultati del monitoraggio triennale sono stati confrontati con i risultati
dei vini al commercio (Cus et al. 2010b). Anche nei vini del commercio &
stato determinato il contenuto di: azoxystrobin (0,04 mg/1), boscalid (0,01
- 0,17 mg/1), ciprodinil (0,01 - 0,44 mg/l), dimetomorf (0,01 - 0,04 mg/l),
fenexamide (0,02 - 0,17 mg/l1), fludioxonil (0,02 - 0,21 mg/l), metalaxil e
metalaxil-M (0,03 - 0,06 mg/l), procimidone (0,03 - 0,05 mg/l. Nel vino
Terrano & stato determinato il contenuto di iprovalicarb e tebuconazolo,
che invece non sono stati determinati nei vini del commercio. I fitofar-
maci con la sostanza attiva iprovalicarb vengono utilizzati dai viticolto-
ri per combattere la peronospora (Plasmopara viticola), il tebuconazolo
viene invece utilizzato contro l'oidio (Erysiphe necator). Per contrastare
entrambi esistono anche altri preparati, ad es. quelli che contengono
folpet come sostanza attiva.

Cabras e Angioni (2000) hanno riportato dei residui di azoxystrobin nel
vino prodotto senza macerazione (0,13 mg/l) e nel vino prodotto con ma-
cerazione (0,09 mg/l), di ciprodinil nel vino prodotto senza macerazione
(0,18 mg/l) e nel vino prodotto con macerazione (0,21 mg/l), di fludioxo-
nil nel vino prodotto senza macerazione (0,23 mg/l) e nel vino prodotto
con macerazione (<0,05 mg/l) e di tebuconazolo nel vino prodotto senza
macerazione (0,16 mg/l) e nel vino prodotto con macerazione (0,22 mg/1).
Angioni et al. (2011) hanno riportato dei residui di boscalid (1,00 mg/l)
e di iprovalicarb (0,36 mg/l) nel vino rosso Carignano di provenienza
italiana. Zhang et al. (2009) hanno riportato residui di azoxystrobin nel
vino rosso (0,02-0,03 mg/l) e bianco (0,002-0,02 mg/l), di ciprodinil nel
vino rosso (0,003 mg/l) e bianco (0,002-0,003 mg/l), di fludioxonil nel
vino rosso (0,001 mg/l), di iprovalicarb nel vino bianco (0,003 mg/l) e di
tebuconazolo nel vino rosso (0,009-0,02 mg/l1) e bianco (0,006-0,02 mg/1).
I contenuti di residui di fitofarmaci descritti dalle fonti bibliografiche
sono paragonabili ai contenuti dei residui ritrovati nel vino Terrano, ec-
cetto per quanto riguarda il boscalid che, nelle fonti bibliografiche, &
stato rinvenuto in concentrazioni maggiori.

Le analisi dei metalli presenti nei campioni di vino Terrano hanno mo-
strato concentrazioni di zinco, piombo, cadmio e arsenico inferiori ai va-
lori massimi consentiti, e soltanto in 3 degli 82 campioni & stata misura-
ta una quantita di rame superiore al limite massimo consentito. Questo
& probabilmente dovuto ad un eccessivo utilizzo di solfato di rame per
la correzione di errori del vino, ad esempio di acido solfidrico (H,S). Le
misurazioni della concentrazione di rame e zinco nei vini Terrano sono
conformi alle aspettative e ai dati delle fonti bibliografiche (Ribéreau-
Gayon et al., 2000, Paneque et al., 2010). Il contenuto medio di metalli
pesanti (piombo, cadmio, arsenico) nei campioni di Terrano delle annate
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2011-2013 era piu bassa rispetto alla concentrazione massima consen-
tita, un dato molto positivo per i consumatori del vino Terrano. In una
precedente ricerca Ribéreau-Gayon et al. (2000) avevano evidenziato un
contenuto medio di piombo nei vini europei di 63 ug/l, in quelli austra-
liani di 28 ug/l e in quelli americani di 24 ug/l. Nei vini Terrano & stata
determinata una concentrazione media di piombo di 13 ug/l e anche il
valore massimo misurato (59 ug/l) risulta inferiore alla media europea.
La concentrazione media di cadmio nei campioni di vino Terrano (59
wg/1) & 33 volte inferiore al valore massimo consentito, tre volte inferiore
alla concentrazione media indicata nel loro studio da ricercatori unghe-
resi (1,06 ug/l) (Ajtony et al., 2008) e paragonabile alla concentrazione
indicata in uno studio sui vini del sud Italia (0,25 - 0,38 ug/l) (Galgano et
al.,2008). La concentrazione di arsenico misurata era, in tutti i campioni
di vino Terrano, al di sotto del limite di quantificazione - LOQ (LOQ =
10 ug/1), coincidente anche con i risultati dello studio ungherese (Ajtony
et al., 2008) e greco (Galani-Nikolakaki et al., 2002). I risultati dell’analisi
dei metalli presenti nel vino sono raccolti nella Tabella 4.

Tabella 4. Contenuti dei metalli nei campioni di vino Terrano.

concentra- | concentrazione . . numero di campio-
- . concentrazione | concentrazione :
zione media C . ni che superano
Metallo - . minima nel massima nel .
massima | nel vino Ter- . . la concentrazione
. vino Terrano vino Terrano . .
consentita rano massima consentita
Rame - Cu 1 mg/l 0,26 mg/l 0,02 mg/l 1,89 mg/1 3
Ferro - Fe - 1,38 mg/1 0,32 mg/l 4,72 mg/l -
Zinco - Zn 5 mg/l 0,55 mg/l 0,08 mg/l 2,68 mg/l 0
Piombo-Pb | 150 ug/l 13 ug/l 5 ug/l 59 ug/l 0
Cadmio-Cd | 10pug/l 0,3 ug/l 0,1 g/l 1,1 ug/l 0
Arsenico- As | 200 ug/l <10 ug/l - - 0

Il contenuto di residui di fitofarmaci nell'uva Refosk del Carso italiano
non rappresenta un rischio per i consumatori, poiché gli MRL non sono
stati superati. Tutte le sostanze attive individuate nell’'uva erano con-
sentite per la produzione integrata. Cio significa che i produttori hanno
utilizzato i fitofarmaci in modo corretto e conformemente alle buone
pratiche agricole.

La sostanza attiva individuata con maggiore frequenza nell'uva é stata il
folpet. Le motivazioni sono probabilmente due: i fitofarmaci che conten-
gono questa sostanza attiva sono economici, inoltre il folpet ha un ampio
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spettro d’azione (tabella 1) ed & presente in molti preparati. E interessan-
te il fatto che il folpet non sia stato individuato nel vino. I campioni di
vino non erano necessariamente ricavati dall'uva nella quale sono stati
analizzati i residui di fitofarmaci, ma il motivo & probabilmente la ra-
pidita della degradazione fotolitica e idrolitica del folpet nel corso della
vinificazione (Cus et al., 2010a). Nel vino sono stati individuati anche il
ciprodinil, la fenexamide, il metalaxil e il tebuconazolo, che persistono
invece durante la vinificazione (Cus et al., 2010a).

Non esistono valori limite per i residui di fitofarmaci nei vini, ma questi
diminuiscono durante il processo di vinificazione. Quasi il 33 % dei
campioni di vino non conteneva residui. I risultati riguardanti i residui
di fitofarmaci nell'uva Refosk e nel vino Terrano sono paragonabili ai
dati derivanti dalle fonti bibliografiche.

In base al contenuto misurato dei metalli analizzati & possibile conclu-
dere che i vini Terrano sono sicuri per i consumatori, in quanto le con-
centrazioni di metalli rilevate sono inferiori ai valori massimi consentiti.
Fanno eccezione tre campioni con un contenuto di rame superiore alla
media, probabilmente come conseguenza dell'utilizzo di una quantita
troppo elevata di solfato di rame per la correzione degli errori del vino.
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Gli autori ringraziano le collaboratrici del Laboratorio enologi-
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Leffetto del contenuto di sale sulla qualita del prosciutto “kraski prsut”
e stato studiato tramite due esperimenti, condotti in due impianti com-
merciali. La diminuzione del contenuto di sale & stata ottenuta con la
riduzione del tempodi salagione. Nel primo esperimento la salagione &
stata ridotta dai soliti 14 giorni a 11 o 8 giorni, mentre nel secondo espe-
rimento sono stati confrontati due tempi di salagione: 18 e 6. La durata
della salagione ¢ stata adattata in base al peso delle cosce fresche(=11,5
kg). La qualita delle carni e le perdite durante il processo di lavorazione
erano conformi agli standard del consorzio. Al termine della maturazio-
ne sono state determinate: la composizione chimica,le caratteristiche re-
ologiche e i parametrisensoriali del prosciutto. E’ stato condotto inoltre il
consumer test. Nel primo esperimento, con una fase di salagione ridotta
di 4 giorni, il contenuto di sale & diminuito del 12 %, mentre la riduzione
di 8 giorni ha portato aad una diminuzione del 30 %. Nel secondo espe-
rimento, la ridotta fase di salagione ha comportato una contrazione del
contenuto di sale pari al 40 %. Il minore contenuto di sale nei prosciutti
e stato associato a un minore contenuto di sostanza secca, un piu alto
indice di proteolisi e una maggiore attivita dell'acqua (a, ), facendo si che
i prosciutti meno salati fossero pitt morbidi e pastosi, caratteristiche che
potrebbero essere ascritte all'aumento dell’attivita proteolitica. I risultati
dell'analisi sensoriale confermano ulteriormentei risultati delle determi-
nazionichimiche e strumentali. La salagione piu breve, con conseguen-
te minore contenuto di sale,ha mostrato un effetto negativo su alcune
caratteristiche che denotano la necessita di un cambiamento anche in
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altre fasi del processo produttivo. Il consumer test, hadimostrato che i
consumatori,non solosono in grado di distinguere il differente contenuto
di sale, mache accettano di buon grado anche un prodotto meno salato.

Two experiments (with two different producers) were carried out to stu-
dy the effect of salt reduction on dry-cured ham quality. The reduction
was achieved by shortening the salting phase from standard 14-day sal-
ting to 8 or 11 days in experiment 1 and from standard 18-day salting
to 6 days in experiment 2. Salting duration was also decided in view
of the weight of green hams (=11.5 kg). Consortium rules were respec-
ted in regard to raw material quality and processing losses. At the end
of processing, chemical composition, rheological and sensory analyses
were carried out, additionally, consumer study was performed. In expe-
riment 1, four and eight days shorter salting phase resulted in 12 % and
30 % salt reduction, respectively, as compared to the standard salting.
In the second experiment shorter salting period resulted in 40 % lower
salt content. Lower salt content was associated with lower dry matter
content, higher proteolysis index and higher water activity (a ) and af-
fected texture properties; less salty hams were softer and pastier, which
can be attributed to increased proteolysis. The results of sensory analy-
sis were in accordance with chemical and instrumental measurements.
The shortest salting (lowest salt level) showed some negative effects on
quality and thus indicated the limitations and a need for adaptations in
other stages of processing. Survey with consumers showed that majority
of consumers is able to recognise lower saltiness and also appreciates
less salty product.
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Il “Kragkiprsut” & una particolarita gastronomica che gode diottima fama
e riconoscibilita tra i consumatori sloveni (Candek-Potokar e Arh, 2004).
Questo salume rientra nel gruppo dei prosciutti mediterranei che si con-
traddistingue per un lungo processo di lavorazione senza affumicatura,
una salagione prolungata, utilizzo di sale marino grezzo secco, riposo con
successiva asciugatura e maturazione (Scolari et al., 2003). La lavorazio-
ne del prosciutto “kraskiprsut” consente I'utilizzoesclusivo disale marino,
che ha un ruolo importante nello sviluppo delle caratteristiche organolet-
tiche del prosciutto (struttura, gusto). Allo stesso tempo il sale svolge un
ruolo importante nella conservazione del prodotto, perché riduce l'attivita
dell’acqua e ne favorisce la perdita (Toldrd, 2002). Gli standard del consor-
zio stabiliscono che il contenuto di sale in una fetta di prosciutto (com-
postadi grasso e muscolo), non deve superare il 7,5 %. In una delle nostre
pitt recenti ricerche (Skrlepet al., 2012) & stato appurato che il contenuto di
sale nel “kraskiprsut” ammonta a 7,6 % e 6,7 % di NaCl, rispettivamente
nei muscoli Bicepsfemoris (BF) e Semimembranosus (SM). Dai dati emerge
che la concentrazione di sale nel prosciutto “kraski pr§ut” & sostanzial-
mente maggiore rispetto ai prosciutti italiani quali Parma e San Daniele,
che contengono dal 4 al 6 % di NaCl nel tessuto muscolare (De Angelis,
2012; Manzocco et al., 2013; Benedini et al., 2012), sebbene alcuni auto-
ri indichino anche valori inferiori (Laureati et al., 2014). Da un punto di
vista dietetico, I'assunzione di maggiori quantita di sale & problematica,
poiché aumenta i rischi d'insorgenza di malattie cardiovascolari. Le piu
recenti tendenze salutisticheindicano la necessita di un’ulteriore riduzio-
ne del sale assunto con la dieta, il cui consumo si dovrebbe limitare alla
sola quantita ingerita con i salumi (Ruusunen e Puolanne, 2005). Tuttavia,
la riduzione del contenuto di sale nei prodotti trasformati, se da un lato
migliora le qualita dietetiche, dall’altro peggiora le proprieta tecnologiche.
Durante la lavorazione del prosciutto il sale agisce da importante inibitore
di enzimi proteolitici (Sarraga, 1992), dunque una sua eccessiva e/o incon-
trollata riduzione, potrebbero portare non soloa una ridotta stabilita, ma
anche a un decadimento qualitativo legato a una proteolisi eccessiva (Paro-
lariet al., 1994), con conseguente mollezza della carne e sviluppo di aromi o
gusti indesiderati. Dalla letteratura emergono diverse strategie di riduzione
del contenuto di sale, che includono: la riduzione della quantita del sale, la
sostituzione di NaCl con altri tipi di sale, la modifica o I'adattamento delle
condizioni di lavorazione (Gou et al., 1996; Guardia et al., 2006; Armente-
ros et al., 2009a, 2009b). Ogni strategia rappresenta una nuova sfida tec-
nologica per i lavoratori e puo avere un impatto significativosulla qualita
del prosciutto (Candek-Potokar e Skrlep, 2012). Nel nostro studio abbiamo
voluto testare la riduzione della concentrazione del sale nel prosciutto, ri-
ducendo la fase di salagione. Lo studio ambiva averificarequindil’effetto di
differenti tempi disalagione,e della conseguente riduzione del contenuto di
sale, sulle caratteristiche chimiche, reologiche e sensoriali del prosciutto.
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2.1 Impostazione degli esperimenti

Per stabilite l'effetto che la durata della salagione ha sulla qualita del pro-
sciutto, sono stati effettuati due esperimenti presso gli impianti di due
produttori di prosciutto “kraskipr$ut”. Sono state utilizzate cosce di ma-
iali allevati secondo le usuali tecniche (peso 110-120 kg). La lavorazione
si & svolta secondo gli standard del consorzio. I due esperimenti (1 e 2),si
differenziavano sostanzialmente per: l'origine della materia prima, la du-
rata della salagione, del riposo e della maturazione. Inizialmente le cosce
sono state rifilate al fine di ottenere la forma stabilita (nell'esperimento n.1
il peso delle cosce era di 12,0 = 1,0 kg, mentre nell’esperimento n. 2 il peso
eradi 11,2 = 0,3 kg). Alla fase dirifilatura & seguita la fase di salagione (so-
litamente 14-18 giorni, a temperatura di 2-4 °C); va sottolineatoche ai pro-
dotti e stato aggiunto esclusivamente sale. Alla salagione & poi seguita la
fase di riposo (4-6 °C con un'umidita relativa - UR del 70-85 %), durante la
quale l'attivitadell'acqua si riduce e si uniforma la concentrazione del sale
nel prodotto, conferendo stabilita microbiologica allo stesso. E’ seguitapoi
la fase dell’asciugatura (14-20 °C, UR del 60-80 %). Al raggiungimento del
calo di peso della coscia del 25 % (media per l'intera serie), la superficie
scoperta € stata ricoperta con la sugna, un impasto di grasso di maiale,
farina di riso e spezie, al fine di evitare I'asciugamento eccessivo durante
la fase di maturazione. Come giarilevato, I'unica differenza nel processo
di lavorazione che abbiamo apportato nell’esecuzione delle due prove spe-
rimentali, & stata la durata della fase di salagione. Nell'esperimento n.1 il
gruppo di controllo con la salagione standard (14 giorni) & stato confronta-
to con due gruppi: uno sottoposto a salagione ridotta a 11 giorni (salagione
di media durata) e un altro a 8 giorni (salagione breve). Nell'esperimento
n. 2 abbiamo utilizzatoun gruppo sottoposto a salagione standard di 18
giorni ed un gruppo a salagione molto breve di 6 giorni (fase di salagione
breve). Al termine della fase di salagione, abbiamo prelevato un campione
dalla parte centrale di ogni prosciutto per sottoporlo ad analisi chimiche,
reologiche esensoriali.

2.2 Campionamento e analisi chimiche

Per I'analisi chimica abbiamo prelevato,da una fetta dello spessore di 2
cm, campioni dei muscoli BF e SM, pulendoli dal tessuto grasso e con-
nettivo. I campionicosi ottenuti sono stati congelati con azoto liquido
eomogeneizzati con 'aiuto del mulino da laboratorio (IKA M120, IKA
Werke, Staufen, Germania). Come descritto da ékrlep et al. (2012), sui
campioni & stato determinato il contenuto di acqua e sostanza secca
(ISO 6496, 1999), il contenuto di sale (tramite apparecchio DL53 Gene-
ral PurposeTitrator, Mettler-Toledo, GmbH, Schwarzenbach, Svizzera),
nonché il contenuto diazoto non proteico e totale (ISO 5983-2, 2005;
tramite strumentoKjeltec 2300 NitrogenAnalyser, Foss Analytical, Hi-
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leroed, Denmark). Lattivita dell'acqua (a,) & stata determinata nel labo-
ratorio accreditato per l'igiene alimentare della Facolta di Veterinaria
di Lubiana. L'indice di proteolisié stato calcolato in base al rapporto tra
il contenuto di azoto non proteico e il contenuto di azoto totale.

2.3 Caratteristiche reologiche.

Le caratteristiche reologiche sono state misurate, in entrambi gli espe-
rimenti, con uno strumento specifico (Texture Analyzer, Ametek Lloyd
Instruments, Ltd, BognorRegis, Regno Unito), dotato di una cella di ca-
rico da 50 kg e di una piastra di compressione dal diametro di 50 mm.
Il campione per l'analisi proveniva da due fette da 15 mm - una per
l'analisi TPA (»textureprofileanalysis«) e I'altra per I'analisi SR (»stress
relaxtion«). Da entrambe le fette sono state campionati i muscoli BF e
SM e ridotti a dadini delle dimensioni di 2x2X1,5 cm (3 serie per fet-
ta). Per la prova SR, i campioni sono stati schiacciati per 90 secondi,
perpendicolarmente alla direzione delle fibre, fino a ridurre l'altezza
iniziale del 25 %, mentre per la TPA,la procedura di preparazione del
campione prevedeva di ridurre l'altezza iniziale del 50 %. In entrambi
gli esperimenti la velocita di movimento della piastra di compressione
& stata impostata a 1 mm/s. Come descritto da Skrlep et al. (2012), una
volta terminatail test si & proceduto al calcolo dell'indice di rilassamen-
to, della durezza, della coesione, dell'elasticita, della gommosita e della
masticabilita.

2.4 Analisi organolettiche

La qualita organolettica del prosciutto & stata valutata con l'ausilio dei-
test sensoriali di analisi quantitativa-descrittiva. Il test sensoriale di
analisi quantitativa-descrittiva comprendeva,per 1”esperimento n.1 un
gruppodi 8persone, esperte nella produzione del prosciutto, che hanno
valutato tutti i campioni nell’arco dello stesso giorno.Ciascun campione
& stato valutato una volta sola. Per I'esperimento n. 2, & stato coinvolto
un gruppo di 10 valutatori, composto da volontari precedentemente ad-
destrati. In ciascuna serie di valutazioni sono stati valutati 4 campioni,
ripetendo pertre volte la valutazione di ogni campione. I descrittori di
qualita presi in esame,erano uguali in entrambi gli esperimenti. L’ana-
lisi sensoriale é stata condottaconsiderando una scala non strutturata
di 90 mme prendendo come base I'intensita della percezione sensoriale.
Ai fini della valutazione, ciascunpartecipante ha ricevuto una fetta di
prosciutto di 1 mm che serviva a valutare, separatamente per i muscoli
BF e SM, la salinita, la dolcezza, l'acidita, 'amarezza, la pastosita, la suc-
cosita, la scioglievolezza e la presenza di gusti estranei.

215



2.5 Studi sui consumatori

Gli studi sui consumatori sono stati svolti in occasione della fiera agro-
alimentare AGRA 2014. I visitatori della fiera (tutti volontari) hanno ri-
cevuto due fette di prosciutto (una proveniente dal gruppo “salagione
standard” e l'altra da quello”salagione ridotta”). I consumatorihanno va-
lutato: la salinita, la scioglievolezza il gradimento, utilizzando espressio-
ni come: pili, meno, uguale. Il sondaggio ha incluso 288 persone di eta
media di 45,8 anni, di cui il 58 % erano uomini e il 42 % donne (vedi
figura n. 1).
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Figura n. 1: Distribuzione degli intervistati in base all’eta.

2.6 Analisi statistica

Per l'elaborazione dei dati & stato utilizzato il programma statistico SAS
(SAS Institutelnc, Cary, ZDA). Le analisi per i singoli esperimenti sono
statesvolte separatamente. E’ stata utilizzata la procedura GLM, inseren-
do nel modello l'effetto”durata della salagione”. In caso di differenze
statisticamente significative(P<0,05) i valori medi sono stati comparati
con l'aiuto del test di Tukey. Nelle rappresentazioni grafiche sono state
utilizzate le valutazioni medie di ogni singola caratteristica, relative a
entrambi i muscoli. Nel grafico delle caratteristiche reologiche e senso-
riali (Figura n. 3, n. 4) sono stati utilizzati i dati normalizzati con i valori
delle caratteristiche studiate, proiettati su una scala da 0 a 1 (i valori,
misurati su scale diverse, sono stati adattati a un'unica scala).

3.1 Caratteristiche chimiche del prosciutto

Con la riduzione della salagione si & ottenuta una considerevole riduzio-
ne del contenuto di sale nel prodotto finale (Figura n. 2). Nell'esperimen-
to n. 1, la riduzione della salagione dal tempo standard di 14 giorni a 11
e 8 giorni ha portato a una riduzione del contenuto di sale del 12 e 30 %
rispettivamente. Nell’esperimento n. 2, la riduzione della salagione dal
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tempo standard di 18 giorni a 6 giorni, ha portato a una riduzione del
contenuto di sale nel prodotto pari al 40 %. Dai risultati (Figura n. 2) si
evince che l'assorbimento del sale non procede in modo lineare rispetto
alla durata della salagione (Picouet et al., 2012) ma risultapit intensodu-
rante i primi giorni. E possibile dunque ottenere una notevole riduzione
del saleriducendo drasticamente la fase di salagione (nello specifico dai
14-18 giorni standarda un minimo di 6-8 giorni). Come conseguenza di-
retta della riduzione della fase di salagione, i prosciutti meno salati ave-
vano un minore contenuto di sostanza secca (Figura n. 3b), un indice di
protoelisi pit elevato (Figura n. 3¢) e presentavano una maggioreattivita
dell'acqua a  (Figura n. 3d).

Sale, %

6

0 2 4 6 8 1012 14 16 18

Giorni di salagione
— tendenza logaritmica

Figura 2: Contenuto di sale nel “kraski prsut” in base alla durata della salagione
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n. 2. La significativita satistica dell”effetto della durata di salagione su una deter-
minata caratteristica é definito da *; ns — non significativo; * - P<0,05; ** - P<0,01;
**% . P<0,0001.

Anche sela riduzione del contenuto di sale era attesa, abbiamo comun-
que ottenuto una riduzione rilevante, specie nel secondo esperimento
(salagione di soli 6 giorni) che ha portato a un primo valore di a proba-
bilmente troppo alto e, di conseguenza,ad un elevato indice diproteolisi.
Da quanto indicato in letteratura (Flores et al., 2013; Desmond, 20086), &
possibile ridurre la quantita di sale nei salumi essiccati, dal 30 al 50 %,
senza incidere negativamente sulle caratteristiche organolettiche. Tale
pratica richiede una buona conoscenza e adattamenti della tecnologia di
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lavorazione, affinché si possa garantire un’adeguata stabilita microbiolo-
gica e la giusta qualita organolettica del prodotto. Ad esempio, estenden-
do la fase di riposo a 145 giorni, Schivazappa et al. (2013) hanno ottenu-
to, alla fine della fase del riposo,la stabilita microbiologica del muscolo
BF (i.e. a,<0,96), sebbene la riduzione di sale fosse pari al 25 %. Nel
presente esperimento la fase di riposo non & stata estesa, tuttavia alcuni
prosciutti del gruppo con la maggiore riduzione del sale (6 giorni di sala-
gione) hanno dimostrato un valore di a superiore agli standard prescrit-
ti dal consorzio (a, <0,93). Il valore di a_, infatti,é tale da non garantire
ancora la completa stabilita del prodotto (Smole, MoZina in Bem, 2003).

3.2 Caratteristiche reologiche del prosciutto

In entrambi gli esperimenti & stato rilevato un effetto significativodella
durata di salagione sulla maggior parte delle caratteristiche reologiche,
stabilite in modo strumentale (Figura n. 4).Leffetto della durata della sa-
lagionee stato piti marcato nell’'esperimento n. 2, mentre nell’esperimen-
ton. 1, con l'eccezione della durezza,sono emerse differenze evidentisolo
tra la salagione di 14 e 8 giorni. Il contenuto ridotto di sale nel prosciut-
to ha comportatoun maggiore indice di rilassamento eminorivalori di
durezza, coesione, gommosita e masticabilita, in accordo con i risultati
riscontrabili in letteratura (Toldra, 2002; Ruiz-Ramirez et al., 2006; Be-
nedini et al., 2012). Dai risultati emerge che una struttura pitt morbida &
la conseguenza diretta di un maggiore contenuto di umidita, un ridotto
contento di sale e di un piu alto indice di proteolisi (trattandosi, tra I'al-
tro, anche di decomposizione delle proteine strutturali).

ESPERIMENTCN ] ESPERIMENTO 2
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rilassame by =
10 Lo

Masticabilid=+ Dureeza® Masticabiliti=== Durezza*™*

Elasticith Comesivitd® Elasticitn ™ Coesivith™

Gammosita ™ Gommosity™*

Giarni di salagione Gherni i salaghone
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Figura 4: Effetto della durata di salagione sulle caratteristiche reologiche del “kraski
prsut” (nella rappresentazione grafica sono stati utilizzati valori normalizzati, pro-
iettati su scala 0-1). ' Durante la salagione (tradizionale) di 14 e quella ridotta di 11
giorni non sono state registrate differenze (P<0,05) nelle caratteristiche reologiche
con l'eccezione della durezza, che presenta differenze a tutti e tre i livelli di salagione
(P<0,05). La significativita ststisticadella durata della salagione su una determinata
caratteristica é definito da *; * - P<0,05; ** - P<0,01; *** - P<0,0001.
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3.3 Caratteristiche sensoriali del prosciutto

Il gruppo che ha partecipato, nell’esperimento n. 1, al test sensoriale di
analisi quantitativa-descrittiva, ha notato differenze nella salinita, dol-
cezza e pastosita (Figura n. 5). I panelistihanno notato che i prosciutti
con una fase di salagione ridotta, risultavano meno salati (in accordo con
l’analisi chimica), piu dolci e piu pastosi. I valutatori hanno riconosciuto
al prosciutto sottoposto aduna salagione di 11 giorni, caratteristiche simi-
li ai prosciutti dalla salagione standard (14 giorni), in termini di salinita
e pastosita, mentre la dolcezza era piu simile a quella riscontrabile nei
prosciutti con una salagione breve (8 giorni). Nell'esperimento n. 2, i pa-
nelistihanno notato, nella maggior parte delle caratteristiche sensoriali
studiate, differenze pit spiccate tra i gruppi rispetto a quanto riscontrato
nell’esperimento 1, (P<0,05) ad eccezione dellascioglievolezza. Tale risul-
tatosi puo probabilmente ricondurre a una maggioreproteolisi, soprattut-
to nei prosciutti meno salati, riscontrata rispetto all’esperimento n. 1.
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Figura 5: Effetto della durata di salagione sulle caratteristiche organolettiche del
“kraski prsut” (nella rappresentazione grafica sono stati utilizzati valori normalizzati,
proiettati su scala 0-1). La significativita statisticadella durata della salagione su una
determinata caratteristica é definito da *; * - P<0,05; ** - P<0,01; *** - P<0,0001.

Irisultati della valutazione sensoriale sono in accordo con i risultati del-
le analisi chimiche e texturometriche. I prosciutti meno salati si sono
rivelati pit pastosi e succosi, concordementecon i risultati ottenuti per
I'indice di proteolisi e per il contenuto di sostanza secca. Il ridotto conte-
nuto di sale ¢ stato, prevedibilmente, in accordo con la ridotta salinita, la
ridotta acidita,nonchécon la maggiore dolcezza e amarezza dei prosciut-
ti. I parametri indicati mostrano una maggiore intensita nell’attivita en-
zimatica conseguente alla riduzione del contenuto di sale nel prosciutto.
Il gusto del prosciutto, come noto, & influenzato da unaumento della
proteolisi, che provoca la decomposizione delle proteine (Toldra e Flores,
1998). I nostri risultati mostrano un’eccessiva attivita proteolitica, dovu-

220



ta a una salinita inferiore che ha comportato, di conseguenza,anche in
un gusto sgradevole(amarezza, gusti estranei). Nonostante fosse noto che
una forte riduzione del contenuto di sale nell’esperimento n. 2 (per una
riduzione totale di 40 %,pari al contenuto finale di 4,2 %) avrebbe avuto
un impatto negativo sulla qualita sensorialedel prodotto, fonti bibliogra-
fiche (Benedini et al., 2012; Manzocco et al., 2013; Laureati et al., 2014)
indicano concentrazioni di sale simili a quelle del presente studio anche
in prosciutti a marchio DOP (cioé il contenuto di sale in BF secondo gli
standard del consorzio di Parma varia da 4,4 a 6,2 %).Cio indica che con
un corretto adattamento della tecnologia di produzione é possibile otte-
nere una buona qualita dei prodotti (Schivazappa et al., 2013).

3.4. Studi sui consumatori

Dallo studio sui consumatori (Figura n. 6), nel quale sono stati inclusi i
campioni dal gruppo con la salagione standard e quella breve, & emerso
che i consumatori distinguono relativamente bene (69 %) il prosciutto
di salinita diversa. La maggioranza (65 %) ha riscontrato una maggiore
scioglievolezza nei prosciutti con un contenuto di sale inferiore. Inoltre,
poco piu della meta degli intervistati (53 %), ha preferito il prosciutto
meno salato. Non ¢’¢ stata una differenza significativatra donne e uomi-
ni per quanto riguarda la percezione della salinita (risultati non tabula-
ti), sebbene le donne percepissero meglio la scioglievolezza rispetto agli
uomini (73 % vs. 60 %). In confronto alle donne gli uomini, invece, sem-
brano aver graditomaggiormente il prosciutto pitt salato (40 % vs. 30 %).

Quale dei campioni & pid salato? Quale dei campioni & pid solubile? Cuale dei campioni preferisci?
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Figura n. 6: I risultati dello studio sui consumatori riguardo alla salinita, la scioglie-
volezza e I'apprezzamento dei campioni (campione A - salagione breve; campione B
- salagione standard).
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Gli studi effettuatihanno dimostrato che la riduzione della fase di sala-
gione riduce significativamente il contenuto di sale nel prosciutto, seb-
bene, per avere un effettopercepibile, bisognerebbe ridurla drasticamen-
te. I risultati hanno dimostrato un impatto significativodella riduzione
di salagione sulla maggioranza delle caratteristiche chimiche, texturo-
metriche e sensoriali. Il periodo di salagione piu breve (con conseguen-
te minore contenuto di sale), ha avuto un impatto negativo su alcune
caratteristiche studiate. Questo dimostra che & stato sfiorato il limite
minimo della riduzione della fase di salagione. Se si vuole ottenere un
migliore controllo sull'attivita dell'acqua (a,) e sul processo di proteolisi,
€ necessario adattare anche le altre fasi del processo produttivo (ad. es.
estendere la fase di riposo), il che richiede ulteriori studi. Lo studio sui
consumatori ha suscitato molto interesse, soprattutto per il risultato re-
lativo alla preferenza verso un prodotto meno salato (anche se esistono
alcune differenze tra uomini e donne e tra i diversi gruppi di eta). Il dato
ottenuto ¢ un'informazione importante e rappresenta unincentivo per
i produttori, che dovranno mostrarsi pronti a introdurre cambiamenti
nella tecnologia di produzione.
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