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Inizio Invaiatura

Intermedio di maturazione _

Isolamento di Aspergillus carbonarius

Lisolamento del micete, sia dai grappoli che dal mosto, @&astkeseguita
utilizzando terreni solidi agarizzati contenenti anttiibper inibire la crescita

Sulle piante non clorotiche per annullare I'effetto all’esposizione alla

luce, manualmente si & proceduto alla creazione di uguali livelli di

esposizione dei grappoli; sono stati effettuati rilievi di

g& caratterizzazione della chioma (metodo dei contatti o del Point
Quadrat - Smart 1985)

Analisi quali-quantitativa del contenuto
di stilbeni e flavonoli nell’uva e nel vino

Il contenut: di stilben e flavonoli € statc determinat attravers:

- estrazione dei campioni di uva; i campioni di vino sono &mzali per iniezione diretta

- rivelazione e quantificazione mediante Cromatografiguida ad Alta Pressione (HPLC)
con Diode Array Detector (DAD) come rivelatore, alla lunghe d’onda di 325 e 285 nm.

Valutazione del contenuto in polifenoli totali

e dell’attivita antiossidante nel vino

Il contenuto di polifenoli totali & stato valutato applicenil metodo di Folin-Ciocalteu,
con lettura spettrofotometrica alla lunghezza d’onda d& 6, espresso in mg/L di acido
gallico.
L'attivita antiossidante e stata saggiata mediante duednetd espressa in mM di Trolox
equivalente:

1) ABTS: lettura spettrofotometrica a 734 nm

2) DPPH: lettura spettrofotometrica a 515 nm.

Determinazione del contenuto di ocratossina A

batterica contaminante: MEA e MEA-B. Quest'ultimo congeanche un
antifungino che svolge la funzione di inibitore selettivei rconfronti della i i i i
ER IR Gl IEIE Sl ERlEErEll el il MEEED a * Il contenuto di Ocratossina A é stato determinato mediangdisi in HPLC con colonna di

cui I' Aspergillus carbonariusrisulta resistente..

Analisi molecolare: PCR

Le indagini molecolari hanno previsto una prima fase diazétne del DNA
sia da campioni di mosto che da piastre dove sono crescigt#daie sospette
e successiva amplificazione tramite PCR.
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Polifenoli totali e attivita antiossidante nel vino “Nero d’Avola”
CAMPIONE POLIFENOLITOTALI ATTIVITA ATTIVITA'
ITESI (mg/IAC. GALLICO) ANTIOSSIDANETE ANTIOSSIDANETE
(ABTS) (DPPH)
Mm Trolox Eq. Mm Trolox Eq.
(TesiA) 2240,15 14,28 16,553
(Tesi B) 2186,80 15,01 17,035

Il contenuto di resveratrolo totale nel corso del campiosatm delluva ha un andamento crescente nel sito dove ilecand di
calcare nel suolo & maggiore (tesi A) (Fig.1), indice disrper la pianta che risponde con la produzione di metalsel@ondari
(fitoalessine). Inoltre nel vino si riscontra la presenzellad quercetina, antiossidante naturale con azione amitale e
neuroprotettival’attivita antiossidante nel vino risulta proporzionale al contenuto di polifenoli totali; dalle analisi, sia
dell'attivita antiossidante che del contenuto in polifenoli totali, non si evince alcuna differenza statisticamente

significativa, tra le due tesi.

Le os_servazioni esegu_ite in campo hanno riIevatc_) che Ié_s_aiqg;lelevate da viti aIIeva_te in coqdizipni_pedolo_gichmrizze_:lte da_ u 3) A. Atoui E. Mathieu, A. Lebrihi (2007) Targeting a polyfae synthase gerle
maggiore contenuto di calcare attivo, mostrano in mani@rargarcata uno stato evidente di ingiallimento internesv&®arimenti le
osservazioni sulle bacche, hanno messo in evidenza i simtionm avvenuto attacco fungineo. Tale comportamento & sonanche
dal risultato ottenuto con 'analisi molecolare tramitertiea PCR che ha portato all’identificazione molecolarelA equivalente a
quello diA. carbonarius. Lanalisi di OTA ha rilevato valori al di sotto dei limiti delgge (Reg. CE 1881/2006).

Cio presumibilmente & da imputare alla buona conduzionesdoge dei vigneti in osservazione, alle pratiche agrocbmie ai
trattamenti chimici effettuati che hanno ridimensionaedntaminazione funginea e il livello di OTA nelle uve e nielo/

Il vino analizzato € stato ottenuto da micro-vinificaziatedle uve; si tratta pertanto di una quantita esigua di uesper tale ragione e
facilmente gestibile tanto da frenare significativamdieeentuale contaminazione di ocratossina nella massietot

Il Centro per I'lnnovazione Viti-vinicola E. Del Gi

udice di Marsala (TP) ha fornito i vigneti sperimen

immunoaffinita, mediante adattamento del metodautbmated HPLC method for the
determination of ochratoxin A in sampleswine” di Breraet al., 2003.

* Rivelatore: spettrofluorimetro a lunghezza d’o388 nm (eccitazione) e 460 nm
(emissione)

» Lanalisi sui campioni di uva destinata alla vic#zione € stata condotta utilizzando un
omogenato ottenuto dagli acini, parte principalreegposta all’attacco micotico.

Contenuto di ocratossina A nell’'uva e nel vino
Contenuto di

Epoca Campioni
. OTA
Campionamento UVE
ng/g
Inizio Invaiatura <LOQ* 1-2
Intermedio di < LOQ* 3-4
maturazione
Raccolta 0,14 + 0,04 5 ! - _ =
Foto allo stereomicroscopio di
0,06 £ 0,01 6 A. carbonariusisolato da mosto

LOQ* = LIMITE DI QUANTIFICAZIONE = 0,05 ng/g

: Corsa elettroforetica su gel di agarosio
Campione

. Contenuto di
- +
Vinificato Tesi OTA (ng/ml) K-1 2 3 4 5 6 7K
7 A 0,28+0,08
8 B 0,29+0,04
9 A 0,12+0,02
10 B 0,16+0,01 Banda di 141 bp

A. carbonarius

Controllo positivo ceppo di riferimento
A.carbonarious (NRRL67).
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tali su cui & stata condotta la prova ed effettuato le micro-vinificazioni delle uve in studio

11 CONVEGNO NAZIONALE DI VITICOLTURA
5-9 luglio 2010 - Istituto Agrario di San Michele dlAdige — S. MICHELE ALL'ADIGE



