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1. PLAGUICIDAS: GENERALIDADES

1.1. Conceptos generales

El incremento constante de la poblaciéon mundial requiere de una produccion
muy elevada de alimentos, por lo que la proteccién de cultivos contra el ataque
de parasitos y de otros agentes biolégicos es mas que necesaria. El empleo de
plaguicidas en la agricultura es imprescindible para mejorar su potencial
econdmico, permitiendo la proteccion de los cultivos en areas en las que no seria
posible, aumentando el periodo de desarrollo de las plantas, incrementando el
periodo de almacenamiento post-cosecha, reduciendo los costes de produccion

de los alimentos y disminuyendo el riesgo de aparicion de plagas (FAO 2003).

El Codigo Internacional de Conducta para la Distribucion y Utilizacion de
Plaguicidas, aprobado por el Consejo de la FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) en noviembre de 1985 y su version revisada
en noviembre de 2002, define el término de plaguicida como “cualquier
sustancia o0 mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar
cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de
animales, las especies no deseadas de plantas o animales que causan perjuicio o
que interfieren de cualquier otro modo en la produccion, elaboracion,
almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, productos
agricolas, maderas y productos de la madera o alimentos para animales para
combatir insectos, aracnidos u otras plagas en sus cuerpos. Este término incluye
sustancias destinadas a utilizarse como reguladores del crecimiento de las
plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de la fruta o
los utilizados para evitar su caida prematura y las sustancias aplicadas a los
cultivos antes o después de la cosecha para proteger el producto contra el

deterioro durante el almacenamiento y/ o transporte”.

El Real Decreto 3349/83 de 30 de noviembre de 1983 sobre "Reglamentacion
técnico-sanitaria para la fabricacion, comercializaciéon y utilizacion de

plaguicidas” define plaguicida o pesticida como aquellas sustancias o
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ingredientes activos, asi como las formulaciones o preparados que contengan
uno o varios de ellos, destinados a cualquiera de los fines siguientes (BOE
1983):

e Combatir los agentes nocivos para los vegetales y productos vegetales o
prevenir su accion.

e Favorecer o regular la produccidon vegetal, con excepcion de los nutrientes y
los destinados a la enmienda de suelos.

e Conservar los productos vegetales, incluida la proteccion de maderas.

e Destruir los vegetales indeseables.

e Destruir parte de los vegetales o prevenir un crecimiento indeseable de los
mismos.

e Hacer inofensivos, destruir o prevenir la acciéon de otros organismos nocivos o

indeseables distintos de los que atacan a vegetales.

Siendo un ingrediente activo todo producto organico o inorganico; natural,
sintético o bioldgico; con una determinada actividad plaguicida y con un grado

de pureza establecido.

Por residuo de plaguicida se entiende cualquier sustancia especificada
presente en alimentos, productos agricolas o alimentos para animales como
consecuencia del uso de un plaguicida. El término también incluye cualquier
derivado suyo, como productos de conversion, metabolitos, productos de

reaccion e impurezas consideradas de importancia toxicologica (FAO 2003).

Limite maximo para residuos (LMR) de plaguicida es la concentracion maxima
de residuos de un plaguicida en la superficie o la parte interna de productos
alimenticios, expresada en mg kg™, recomendada por la Comisién del Codex
Alimentarius, para que se permita legalmente el uso de estos productos
alimenticios en el consumo humano y en los piensos para consumo animal. Los
LMR tienen por objeto lograr que los alimentos derivados de productos basicos

sean toxicolégicamente aceptables (FAO 2003).
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1.2. Clasificacion

La clasificacion de los plaguicidas puede realizarse empleando distintos
criterios, como por ejemplo: destino de su aplicacidon, accidon especifica,
constitucién quimica, modo de acciéon, grado de toxicidad, tipo de presentacion,
etc. Las clasificaciones mas comunmente empleadas se basan en su toxicidad,

en su accion especifica y en su constitucion quimica.

Segun el destino de su aplicacion pueden considerarse:

e Productos fitosanitarios: los destinados a su utilizacién en el ambito dela

sanidad vegetal o el control de los vegetales.

¢ Plaguicidas de uso ganadero: los destinados a su utilizacion en el entorno de

los animales o en actividades relacionadas con su explotacion.

¢ Plaguicidas de uso en la industria alimentaria: los destinados a tratamientos de

productos o dispositivos relacionados con la industria alimentaria.

¢ Plaguicidas de uso ambiental: los destinados al saneamiento de locales u otros

establecimientos publicos o privados.

e Plaguicidas de uso en higiene personal: aquellos preparados utiles para la

aplicacion directa sobre el cuerpo humano.

e Plaguicidas de uso domeéstico: cualquier preparado destinado para aplicacion

por personas no especialmente cualificadas, en viviendas o locales habitados.
Atendiendo a su accién especifica sobre una plaga los plaguicidas pueden

clasificarse en:

¢ Insecticidas (sobre isnsectos)

e Acaricidas (sobre acaros)

e Fungicidas o anticriptogamicos (sobre hongos)

e Nematocidas (sobre nematodos)

¢ Bactericidas (sobre bacterias)

¢ Rodenticidas (sobre roedores)

e Avicidas (aves, pajaros)

e Herbicidas (malas hierbas)

¢ Molusquicidas o helicidas (caracoles)

¢ Fitorreguladores
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e Especificos post-cosecha y simientes

* Protectores de maderas, fibras y derivados

Desde el punto de vista de su constituciéon quimica, los plaguicidas pueden
clasificarse en diversos grupos: inorganicos, clorofenoles, carbamatos, derivados
de urea, dinitrocompuestos, organoclorados, organofosforados, organometalicos,

piretroides y triazinas (Plaza 2007). Siendo los mé&s importantes los siguientes:

¢ Inorganicos: los primeros plaguicidas que se utilizaron fueron los compuestos
inorganicos, cuya elevada toxicidad para el hombre hacia prever que fuesen
nocivos para otras especies. Son principalmente arsenitos y arseniatos,
compuestos de cobre y magnesio, azufre, polisulfuros, fluoruros y cianuros.
Debido a su bajo coste algunos de ellos se siguen utilizando en nuestros dias,

sin embargo presentan una elevada toxicidad y capacidad de acumulacion.

¢ Clorofenoles: utilizados como herbicidas, fungicidas y bactericidas. Debido a su
elevada fitotoxicidad se emplean poco en agricultura (p.ej. pentaclorofenol en
Figura I-1).Este compuesto en la actualidad esta en desuso dada la problematica
ocasionada en la industria vinicola respecto a los efectos negativos que

ocasionan los cloroanisoles, derivados desmetilados de pentaclorofenol.

OH

Cl Cl

Cl Cl

Cl

Figura I-1: Estructura quimica de penclarofenol

¢ Dinitrofenoles: derivados del dinitrifenol. Actdan inhibiendo la fosforilacion
oxidativa en la etapa final de la glucdlisis, de forma que impiden el uso de la
energia producida en las etapas previas. Su selectividad es baja, siendo téxicos

para la mayoria de las especies (p.ej. dinocap en Figura 1-2).
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NO,

Figura 1-2: Estructura quimica de dinocap
e Organofosforados: como su propio nombre indica son derivados del acido
fosférico y tiofosférico. Penetran en el organismo mediante absorcion cutanea,
inhalacion o ingestion. Su mecanismo de accidon es una carbamilacién reversible
de la enzima acetilcolinesterasa, que implica una acumulacién de acetilcolina en
el sistema nervioso central, provocando distintos grados de toxicidad en los
humanos (EPA 1999a; Esteve 2007). Este tipo de plaguicidas es el mas usado
en la actualidad, empleandose tanto con fines agricolas como en el hogar,
jardineria y veterinaria. Como ejemplos encontramos el metilparation (prohibido
en UE) y el clorpirifos en la Figura 1-3.
A) B)

cl cl
HzCO

P

N02 C2H50 (o] \ / Cl
N

N
-

HzCO

S
s
7 C2H5O—P//
\o

Figura I-3: Estructura quimica de A) metilparation y B) clorpirifos

e Carbamatos: son derivados del &cido carbamico, desarrollados mas
recientemente que los organofosforados, provocan al igual que éstos una
carbamilacion reversible de la enzima acetilcolinesterasa. Sin embargo, mientras
que en el caso de los plaguicidas organofosforados, la inhibicion era irreversible,
con carbamatos esto no es asi, lo que conlleva una importante disminucién de
su toxicidad (Moore y col. 1998). Son productos sintéticos de estructura analoga

al alcaloide Fisostigmina, procedente de la Physostigma venenosum. Estos
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compuestos tienen un amplio espectro de accidn insecticida y pueden ser
absorbidos por el hombre por inhalacién e ingestion, siendo la absorcién cutanea
la ruta menos téxica. Algunos plaguicidas de tipo carbamato estan considerados
por la Environmental Protection Agency (EPA) como cancerigenos (EPA 1999b).
Estos plaguicidas son muy utilizados en el hogar, jardineria y principalmente en

agricultura. En la Figura 1-4 se muestra la estructura del N-metilcarbamato

OYNH

(o]

etiofencarb (prohibida en UE).

CoHs

Figura 1-4: Estructura quimica de etiofencarb

e Tiocarbamatos: son derivados del acido tiocarbamico, inestable en su forma
libre, por lo que se formulan sales del mismo. Al ser portadores de iones
metdlicos, bloquean al acido lipoico, relacionado con el metabolismo energético
como aceptor de hidrégeno en la oxidaciéon del piruvato. Son por lo general poco

toxicos (p.ej. Tiram en Figura 1-5).

[ |
e J
Ny S/T \CH3
CHy S

Figura 1-5: Estructura quimica de tiram

e Organoclorados: estos plaguicidas se caracterizan por tener atomos de cloro
en su estructura. Fueron ampliamente utilizados en el siglo XX, pero debido a la
elevada acumulacion en tejidos grasos, persistencia en el medio ambiente y
toxicidad, la mayoria de ellos fueron retirados del mercado y se prohibid su uso

en paises desarrollados. Segun el Reglamento 850/2004 del Parlamento Europeo
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y del Consejo de 29 de abril de 2004 sobre contaminantes organicos
persistentes, queda prohibida la producciéon, comercializacion y uso de las
siguientes sustancias: Aldrin, Chlordane, Dieldrin, Endrin, Heptachlor,
Hexachlorobencene, Mirex, Toxafen y DDT, solas, en preparados o como
constituyentes de articulos (DOUE 2004). A pesar de ello, debido a su
efectividad y bajo coste, estos compuestos siguen empleandose
abundantemente en paises en vias de desarrollo. En la Figura 1-6 se muestra la

estructura de lindano y de endosulfan (prohibidos en UE).

A)

B)
cl
Cl | cl
Cl
Cl 0
~ cl
o}
cal Cl
Cl Cl cl

Figura I-6: Estructura quimica de A) lindano y B) endosulfan

¢ Imidazoles: derivados del imidazol y la glioxalina. Su efecto fungicida radica en
la inhibicion de la biosintesis de esteroles, indispensables para la estabilizacion
de la membrana celular. Presentan baja toxicidad tanto para las plantas como

para mamiferos (p.ej. procloraz en Figura 1-7).

N

A

\Qio/\ /\N

Figura 1-7: Estructura quimica de procloraz

e Benzimidazoles: derivados del benzimidazol. Al tener una estructura tal que
interfiere con las bases puricas, actian como inhibidores en la sintesis de acidos

nucleicos. Otro mecanismo complementario en su accion fungicida parece ser el
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blogueo del consumo de oxigeno por el hongo. Son poco téxicos por lo que se

utilizan como pesticidas de post cosecha (p.ej. benomilo en Figura 1-8).

N

HsC 0

(0]

OCHj

Figura 1-8: Estructura quimica de benomilo

e Heterociclicos con oxigeno y azufre: se trata de un grupo heterogéneo, de
accion fungicida y acaricida, cuyo efecto se debe a la inhibicion de la sintesis del
acido ribonucleico, lo que afecta directamente a la sintesis de proteinas. Son

poco toxicos (p.ej. drezoloxén, terrazol, vitavax, morestan en Figura 1-9).

A) B) C

) D)

o N
o\N S\N ‘ ‘ j
N// N// N/

Figura I-9: Estructura quimica de A) drezoloxén; B)terrazol; C)vitavax y D)

morestan

e Triazinas y triazoles: se emplean principalmente como herbicidas y fungicidas.
Derivados de la 1,3,5 - triazina y del 1,2,4 — triazol. Actian como inhibidores de
la sintesis de esteroles, principalmente del ergosterol (p.ej. penconazol). Las
triazinas se encuentran entre los plaguicidas mas utilizados en el mundo. Estos
herbicidas y sus metabolitos pueden contaminar el medioambiente, dependiendo
de sus propiedades fisico-quimicas y el entorno en el que se encuentren. La
atrazina, el componente principal de esta familia, se ha encontrado en el

medioambiente hasta tal punto que su uso ha sido prohibido en algunos paises

-10 -




Capitulo | Introduccién

como ltalia y Alemania (Barra y col. 2000), siendo sustituido por la terbutilazina.

En la Figura 1-10 se muestra la estructura del triadimefon (prohibido en UE).

cl
o—é_l<c+|3

]

Figura I-10: Estructura quimica de triadimefon

e Derivados de acilalaninas: utilizados como fungicidas especificos para hongos
del tipo oomicetos. Actlan inhibiendo al hongo por la interferencia con la sintesis
del ARN ribosomal a nivel celular, previniendo de la liberacién, movimiento y
germinacion de zoosporas e inhiben el crecimiento micelial del hongo (p.ej.

metalaxil).

e Sulfamidas: Presentan un amplio espectro de eficacia (incluyendo oomicetos).
Poseen un modo de accion multi-localizado, actuando sobre los procesos de

respiracion, y actividad preventiva y curativa (p.ej. diclofluanida).

e Piretroides: son compuestos derivados del acido crisantémico, cuyo éster
cetoalcohdlico le proporciona propiedades insecticidas (Ware 1994). Son muy
efectivos para un gran numero de plagas y muestran una toxicidad muy
selectiva para insectos, siendo poco toxicos para los mamiferos y las aves (Ray
1997, Gray y Soderlund 1985). Mantienen abiertos los canales de sodio de las
membranas neuronales, despolarizandolas e impidiendo su correcto
funcionamiento. En la Figura 1-11 se muestra la estructura general de los

piretroides.
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—_—

Figura 1-11: Estructura quimica general de piretroides

Seguln su modo de accion se consideran sistémicos aquellos que penetran en
los tejidos de la planta y se desplazan por ellos actuando en sitios lejanos de
donde fueron aplicados y en los 6rganos que, por el crecimiento, aparecen
después de la aplicacion. De acuerdo con esta definicion, se denominan
plaguicidas penetrantes o de sistemia traslaminar, a aquellos que aun
penetrando en los tejidos de la planta, no se desplazan por ellos y ejercen su
actividad unicamente en el sitio donde fueron aplicados.

En el caso los fungicidas, se consideran curativos a los que eliminan al hongo
patégeno después de que se haya establecido en los tejidos del huésped, siendo
de contacto o preventivos los que previenen la infeccion inhibiendo al patégeno
antes de que éste haya penetrado en la planta huésped y se haya establecido en
sus tejidos.

Resumiendo los conceptos expuestos, se diferencian dentro de los fungicidas
dos grandes grupos: el de los sistémicos y penetrantes con propiedades
curativas y preventivas y el de los de contacto que, por no penetrar en los
tejidos de la planta, sélo tienen propiedades protectoras y preventivas. A las
ventajas de los fungicidas curativos (sistémicos o penetrantes), se debe afadir
la de que por penetrar en los tejidos de la planta no son lavados facilmente por
las lluvias (transcurrido un cierto tiempo después de su aplicacién), pero no se
debe tampoco olvidar que su empleo, independientemente del aspecto
econdmico, queda condicionado por su especificidad de acciéon (normalmente
combaten una o dos enfermedades), y sobre todo, por el peligro potencial de la

rapida aparicion de resistencias (Coscolla 2004).
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1.3. Composicion, denominaciones y formas de presentacion

Los plaguicidas estan compuestos por la materia o principio activo, los
ingredientes inertes, los coadyuvantes o mejorantes y los aditivos. El producto
activo plaguicida es obtenido por la industria quimica en un grado de pureza
variable. Este producto “puro” no es apto para su empleo agricola y debe
acondicionarse antes en una formulacién, que contiene la materia activa
(producto “puro”) junto con otros componentes, como disolventes, diluyentes
(sdlidos o liquidos) y coadyuvantes que mejoran la accidon del principio activo

(emulsionantes, estabilizantes).

La materia activa es el Unico componente que tiene eficacia para combatir
plagas. Un mismo producto comercial puede estar compuesto por dos o mas
materias activas, reforzando la accién contra una misma plaga o ampliarla a

varias plagas diferentes.

Los ingredientes inertes no aportan en general ninguna cualidad especifica,
siendo su misién basica la de dar cuerpo al producto, facilitando su formulacion
comercial. Los coadyuvantes o mejorantes, si bien no tienen una accion directa
sobre las plagas, influyen en la eficacia de la materia activa, aumentando, por
ejemplo, el poder mojante o adherente al producto. Los aditivos como
colorantes, repulsivos, vomitivos tienen por finalidad reforzar las medidas de

seguridad sanitaria en el empleo de los productos fitosanitarios

La identificacion de los productos fitosanitarios se puede hacer por el nombre
comercial, que es el que le asigna la empresa que lo produce o comercializa, el
nombre quimico de la materia activa que entra en su composicion y el nombre
comun, utilizado para simplificar el normalmente complicado nombre quimico,
que con carécter internacional se acuerda dar a la materia activa. Dado que en
el mercado se pueden encontrar productos con diferentes nhombres comerciales
conteniendo la misma materia activa aunque con distintos coadyuvantes,
aditivos u otros ingredientes inertes, es imprescindible identificar los productos
fitosanitarios por el nombre comun de la materia activa que entra en su

composicion. Dicho nombre también debe figurar obligatoriamente en los
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envases de todos los productos comercializados; a él es al que se hace
referencia cuando se indican los productos adecuados para combatir una plaga
determinada y con él debe ser solicitado en el comercio: cambiar de producto es

cambiar de materia activa, no de nombre comercial.

Los productos comerciales se pueden presentar bajo formas distintas (existen
mas de 70 tipos diferentes de formulaciones) que deben venir especificadas en

las etiquetas. Las mas utilizadas en el vifiedo son:

Sdlidas:

e Para aplicar directamente: Polvo para espolvoreo (DP).
Granulado (GR).

e Para diluir en agua: Polvo mojable (WP).
Polvo soluble (SE).
Microencapsulados (CS).
Granulos solubles (SG).

Liquidas (se aplican diluidas en agua):

e Liquido emulsionable (EC).

e Emulsién concentrada (EW):

e Suspension concentrada o “flow” (SC).

e Liquido soluble (SL).

e Liquido para ultrabajo volumen (ULV).

Otras: fumigantes, prolentes, etc.

Las aplicaciones en espolvoreo (DP) respecto a las aplicaciones en liquido
(WP, SL, EC, EW, SC, etc.) tienen las ventajas de no necesitar agua, facilidad de
penetrar en sitios recénditos del racimo, no aportan agua a la planta lo que
favorece el no desarrollo de podredumbres, etc., pero tienen los inconvenientes
de requerir mayores cantidades de formulado por ser menos concentrados,
tener mayor efecto de deriva, mayor efecto negativo sobre la entomofauna util,
mayor incomodidad para el aplicador, etc. Por ello se suelen preferir las
aplicaciones en liquido. Ademas hay plaguicidas que no son eficaces en
espolvoreo y si en pulverizacion. Las aplicaciones solidas de granulados se

efectian especialmente al suelo (gusanos grises, castafieta, caracoles, etc.) y
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tienen la ventaja de que no forman polvo. Las formulaciones microencapsuladas,
se aplican en pulverizacion convencional, pero aumentan la persistencia de la

materia activa.

La dosis de aplicacion (que también debe venir en las etiquetas) en el caso
de los polvos espolvoreables (DP) y de los granulos (GR) se da en kg del
producto comercial por hectarea (ha). Si se trata de polvos mojables (WP) y de
liguidos emulsionables (EC), que deben ser aplicados previa su disolucion en
agua, la dosis de empleo puede venir en cantidad de producto comercial a

emplear por hectarea o en el porcentaje a diluir en agua (Coscolla 2004).

Las caracteristicas del plaguicida deben reflejarse en el envase a utilizar y
estan reguladas por la Reglamentacion Técnica Sanitaria sobre plaguicidas (BOE

1983). Entre otras caracteristicas constan en la etiqueta:

e Nombre comercial del producto y numero de inscripciéon en el Registro
Oficial.

e Nombre y direccion del fabricante.

e Nombre de la materia activa y su contenido en porcentaje.

e Peligrosidad para las personas, fauna terrestre y acuicola, indicando su
simbolo de toxicidad. Por ejemplo: Téxico por ingestion, Corrosivo, Irritante para
los ojos, provoca quemaduras, etc.

e Menciones de los consejos usuales de prudencia para el empleo, por
ejemplo: No comer, ni beber, ni fumar durante la utilizacién; utilizar ropa de
proteccion y guantes adecuados; quitarse inmediatamente la ropa manchada o
salpicada, etc.

e Cultivos en los que esta autorizado.

e Parasitos que controla.

e Dosis, modo de empleo y plazo de seguridad.

e Contenido neto del envase.

e Fecha de fabricacion y limite de comercializacion si no se puede garantizar
su estabilidad en almacén durante un minimo de dos en condiciones normales.

¢ Antidotos utilizables en caso de intoxicacidn recomendaciones médicas para

casos de intoxicacién o accidente.
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1.4. Aspectos toxicologicos

La mayor preocupacion en cuanto al uso de plaguicidas por parte del
consumidor, y en consecuencia de las Administraciones Publicas de los diversos
paises, corresponde a los problemas de orden toxicoldgico, bien directamente
por el riesgo de su consumo alimenticio o indirectamente por el perjuicio que
puedan ocasionar al medio ambiente (Cormis 1991). La aplicacion de plaguicidas
en agricultura entrafia un riesgo téxico inherente al producto empleado,
conocido como toxicidad propia de la molécula plaguicida, que se define como la
cualidad de una sustancia y sus metabolitos para ocasionar, a ciertas dosis,
perjuicios en la salud debido a acciones quimicas o fisico-quimicas. La
determinacién previa de su toxicidad, y sus consecuencias inmediatas o
remotas, es obligada hoy en dia cada vez que un nuevo producto sale al

mercado (Barbera, 2004). En referencia a este aspecto, se distingue:

e Toxicidad oral aguda: se refiere a la ingestién “de una sola vez” de un
producto pesticida téxico. Se expresa en términos de Dosis Letal Media (DLsp),
cantidad de toxico que es necesario ingerir de una sola vez para producir la
muerte del 50 % de los individuos que forman el lote del ensayo. Esta

expresado en mg de toxico por kg de peso del individuo ensayado.

e Toxicidad dérmica: riesgos toxicoldgicos debidos al contacto y absorcion del
pesticida por la piel. Se mide por DLsy dérmica aguda, cantidad de plaguicida,
expresada en mg kg™, que en contacto con la piel durante 24 horas produce la

muerte del 50 % de los individuos del lote de ensayo, en un plazo de 14 dias.

e Toxicidad por inhalacion: efectos toxicoldgicos producidos por una
atmosfera contaminada debida a vaporizaciones o suspensiones de formulacion
gaseosa, liquida o sdlida en polvo. Se expresa en valores de Concentracion Letal
media (CLsy) , Y se define como la cantidad de téxico en mg L que pueda
causar la muerte del 50 % de los individuos en ensayo e indicando ademas, el

tiempo de exposicion a dicha atmodsfera.

- 16 -




Capitulo | Introduccién

También se consideran otras clases de riesgo: efectos en piel, ojos,

sensibilizacién dérmica, neurotoxicidad, mutagénesis y carcinogénesis.

El riesgo de ingerir en una dosis Unica la cantidad equivalente a la DLgy so6lo
puede ocurrir en caso de accidente, error o ignorancia. Por ello, se averiguan los
niveles de riesgo del plaguicida a través de las dietas alimenticias preparadas
con varias dosis del téxico, mediante su administracién diaria a los animales
ensayados a lo largo del tiempo. Con esto, se encuentran la toxicidad a corto y

medio plazo (toxicidad subcrénica) y a largo plazo (toxicidad crénica).

Los efectos téxicos en hombres y animales estan en funciéon del centro de
accion y la via de absorcion. La clasificaciéon toxicolégica ha variado a lo largo de
los afios. En el Real Decreto 162/1991 aparecen las siguientes categorias en
funcibn de su toxicidad aguda sobre ratas, expresada en DLsy 0 Clsg Yy

diferenciando segun sean preparados soélidos o liquidos.

¢ Nocivos: pueden entrafar riesgos de gravedad limitada.

e TOXicos: Entrafian riesgos graves, agudos o cronicos e incluso la muerte.

e Muy téxicos: pueden entrafiar riesgos extremadamente graves, agudos o
cronicos e incluso la muerte. Su utilizacion y empleo debe estar controlado y

efectuado Unicamente por personal especializado bajo normas estrictas.

Ha desaparecido la categoria de “baja peligrosidad”, y se registran algunos
plaguicidas sin que se les asigne clasificacion toxicolégica. Esto significa que ne
condiciones de uso, su peligrosidad es inferior a las de los nocivos, aunque no
significa que sean inocuos, pues todos los plaguicidas deben aplicarse con unas

minimas precauciones.

Para la fauna terrestre y acuicola se clasifican en las siguientes categorias:

e Categoria A: productos inocuos para la fauna.
e Categoria B: productos medianamente peligrosos, cuyo empleo con caracter
masivo o en aplicaciones repetidas o inadecuadas, pueden entrafiar riesgo grave

para la fauna.
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e Categoria C: productos muy peligrosos, cuya autorizacion debe estar
restringida a la aplicaciéon en determinados cultivos y cumpliendo condiciones

estrictas.

1.5. Utilizacion de plaguicidas

Al igual que la mejora en las técnicas de cultivo y mecanizacion, la quimica
ha contribuido notablemente en el avance de la agricultura. En el momento que
el hombre abandona su sistema de vida ndmada y pasa a ser sedentario,
alrededor del 8000 a.C., aparece la agricultura como principal fuente de
obtencién de alimentos, y directamente relacionada con ella, esta la aparicién de

plagas y enfermedades de los cultivos.

En los afios 60, la FAO estimaba que para procurar un nivel de nutricidn
correcta a la poblacibn mundial, deberia haberse duplicado la produccién de
alimentos en los afios 80 y triplicado para el 2000. Una de las medidas para
conseguir este reto es la proteccion de las plantas para el suministro de
alimentos, y asi evitar las graves pérdidas sufridas a escala mundial. Ademas,
los modelos econdmicos actuales de rentabilidad, implican el empleo
generalizado de técnicas que aumenten o garanticen los rendimientos de la

produccién vegetal.

Las pérdidas mas importantes son producidas por los parasitos de origen
animal (nematodos, insectos y aracnidos), hongos y mala hierbas. Se hace
necesario disminuirlas por diferentes medios: culturales, quimicos y bioldgicos.
Actualmente, los medios quimicos son los mas utilizados debido a su mayor

eficacia, poniéndose en practica mediante la aplicacién de plaguicidas.

El objetivo principal de la lucha se centrara por tanto en aquellas plagas cuyo
ataque se repita todos los afios. Por otra parte, las exigencias climatolégicas,
tanto de la planta como del parasito, varian a lo largo de sus respectivos ciclos
de desarrollo, y por consiguiente sera necesario conocer: la fenologia de la

planta y fechas en las que se producen las distintas fases de su desarrollo;
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biologia de los parasitos que la afectan; y datos climaticos asociados a cada fase
(Santos 1997).

Sin embargo el uso de plaguicidas no puede ser anarquico, precisa conocer
con exactitud y objetividad su evolucion en el medio ambiente. Para ello, es
necesario realizar controles que permitan identificar y cuantificar los residuos
que estos compuestos pueden dejar en los productos agricolas destinados a la

alimentacion.

La Union Europea representa actualmente, con una venta anual de
aproximadamente 320.000 toneladas de sustancias activas, una cuarta parte del
mercado mundial. Los principales tipos de productos son los fungicidas (casi un
43% del mercado), seguidos por los herbicidas (36%), los insecticidas (12%) y
otros plaguicidas (9%). La industria fitosanitaria europea da empleo en Europa a

unas 35.000 personas.

Atendiendo a los datos hechos publicos por las autoridades comunitarias, la
agricultura es, con diferencia, el sector que mas recurre a los productos
fitosanitarios. Lo cierto es que su utilizaciéon, ademas de que aporta ventajas
econdmicas y sociales, también plantea efectos adversos, en algunos casos
irreversibes, derivados de la exposicién directa o indirecta del hombre y del

medio ambiente a esas sustancias.

Los plaguicidas tienen un sinfin de aplicaciones practicas, pero es en el
ambito agricola donde se realiza un gasto superior. En el campo, son los
herbicidas, los insecticidas y los fungicidas los mas empleados. El nimero de
familias y de productos quimicos individuales existentes es muy alto, y casi
puede afirmarse que, para cada plaga, para cada cultivo y para cada situacion,

época y lugar, existe un formulado plaguicida especifico.

Los plaguicidas representan un buen negocio para los fabricantes, de aqui el
interés en promocionar su uso. Soélo las multinacionales pueden asumir el coste
del desarrollo de nuevos productos puesto que sacar nuevas moléculas quimicas
al mercado tiene un precio elevado por la cantidad de requisitos legales

exigidos, que tienden a garantizar no sélo su eficacia sino también su seguridad
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toxicoldgica y su ausencia de dafios sobre el medio ambiente (siempre y cuando
se emplee en las condiciones correctas y con las debidas precauciones). Se
comprende que, una vez superados estos tramites, deseen que su articulo tenga

mucho éxito.

Después de muchos afios de crecimiento abusivo en el empleo y dependencia
de los plaguicidas, la tendencia actual en los paises mas desarrollados es
restringir todo lo posible su uso. Muchos productores y también bastantes
fabricantes de estos plaguicidas son conscientes de esta necesidad ya que la
experiencia ha demostrado, demasiadas veces, que la introducciéon en los
ecosistemas de productos quimicos agresivos para el control de una plaga
arregla ese problema, pero genera otros nuevos con los desequilibrios

asociados.

Conceptos como el manejo integrado de plagas (IPM, en sus siglas inglesas)
va por este camino al potenciar métodos alternativos de control no basados
exclusivamente en el empleo de plaguicidas. De ello se beneficia directamente el
consumidor puesto que menos plaguicidas empleados significa menor cantidad

de residuos remanentes en los alimentos.

El mercado europeo descendié 1.6 % respecto al 2005, en que ya bajé un
1.2 %. Después de descontar los efectos de la inflacion y del tipo de cambio, el
descenso real es equivalente a 4.1%. Las razones climéticas se encuentran en el

origen fundamental de este descenso de mercado.

El crecimiento de fungicidas, ha sido liderado por la vifia, y el de los
insecticidas, fundamentalmente en Almeria y Murcia, tiene mucho que ver con

una mayor concienciacion respecto al uso de productos ilegales.

Dentro de las ventas nacionales de fitosanitarios, La Rioja es el décimo
mercado, con un total de 16909.8 miles de euros que corresponde a un 2.94 %

del consumo total.

En la Figura 1-12 se muestra la evolucion del consumo de productos

fitosanitarios en la década correspondiente a 1995-2005. En 2005, el consumo
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de fitosanitarios se ha reducido un 12.69% en relacién con 2004, afio en el que
alcanz6 su maximo. Desde 1995 a 2005 el uso de fitosanitarios ha
experimentado un incremento del 70.34 % que rompe el fuerte descenso
iniciado a finales de la década de los ochenta.

Aunque en un principio la aplicacion de las reformas de la Politica Agraria
Comun (PAC) de 1992 contribuyd parcialmente a la reduccién de su consumo,
los procesos de intensificacion agraria y, sobre todo, el aumento de su
especificidad y eficacia, han agravado el problema al aumentar su consumo y su
toxicidad.

En cifras absolutas, 1995 sefiala el punto mas bajo del consumo en la década
de los noventa (27.852 toneladas de ingrediente activo), pero los afios
posteriores muestran un fuerte incremento hasta 2004, afio en el que consumo
asciende hasta las 47.445 toneladas. Los ultimos datos, del afio 2005, vuelven a
mostrar una tendencia a la baja con una disminucién en el consumo de 6.023
Tm respecto al afio anterior (que equivale a un descenso en kg ha™ del 12.6%).
En lineas generales, el consumo de fitosanitarios y la superficie de aplicacion,
muestran una tendencia inversa: mas consumo sobre menos superficie (MARM

2008).

Kg ingrediente activa / ha
35

33
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29
27
25
23

21

1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 20m 2002 2003 2004 2005
Fuente: Elaboracidn propia con datos de AEPLA y MAPA

Figura I-12: Consumo de productos fitosanitarios

En general, el mayor porcentaje de ventas se atribuye a los herbicidas,
seguidos por los fungicidas, similar en muchos casos a los insecticidas. La
intensificacion desigual de la agricultura en las Comunidades Auténomas se

refleja en el uso de los fitosanitarios, mucho mayor en Canarias —mas de 200 kg
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por ha—, Cantabria, Comunidad Valenciana, Murcia y La Rioja. En la Figura 1-13
se muestra el consumo de productos fitosanitarios en 2005 distribuido por

productos y Comunidades Auténomas.
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Figura 1-13: Consumo de productos fitosanitarios en 2005 por CCAA

1.6. Reglamento sobre el uso sostenible de productos

fitosanitarios

El uso de productos fitosanitarios esta regulado en la legislacion europea y
espafiola con el fin de realizar un uso correcto de los mismos y contribuir asi a la
reduccion al minimo los posibles dafios que produzcan en el medio ambiente y
en la salud de personas y animales. El marco legislativo sobre el uso de estos
productos (Limites Maximos de Residuos-LMR) es el Reglamento (CE) n°
396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo, que modifica la Directiva
91/414/CEE, y en Espafia el RD 280/1994, y sus respectivas modificaciones
posteriores (Reglamentos CE n® 149/2008, 260/2008 y 299/2008 y RD
198/2000 y 290/2003). Se define “residuo” como “una o varias sustancias
activas que se encuentren en o sobre vegetales o productos de origen vegetal,
productos animales comestibles, o componentes del medio ambiente, que

constituyan los restos de la utilizacién de un producto fitosanitario, incluidos sus
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metabolitos y los productos resultantes de su degradacién o reaccion”. Esta
legislacién establece las condiciones para la aprobaciéon de los productos
fitosanitarios y para el control de su uso a través de los Limites Maximos de
Residuos que son admisibles en los productos agricolas. De este modo se esta
protegiendo al consumidor y se crean las bases para un mercado Unico y
homologado en la Unién Europea. También garantiza a los productores que —
aplicando los fitosanitarios correctamente dentro de los limites establecidos— sus

productos tienen cabida en el mercado comunitario.

La Comision Europea (12 de julio de 2006) ha propuesto una nueva
reglamentacidon para los productos fitosanitarios con el fin de simplificar los
procedimientos de autorizacion de estos productos y armonizar su disponibilidad
en los Estados miembros. Con esta legislacion, considerada como una estrategia
tematica, se intenta conseguir una mayor eficacia en la proteccion de la salud
humana, el bienestar animal y el medio ambiente, analizando con rigor las
caracteristicas de las substancias como, por ejemplo, su persistencia en el
medio. Otro rasgo de esta propuesta es que favorece una evaluacion
comparativa y la sustitucion de unas substancias por otras que ofrecen mayor
seguridad. Por otra parte, se intensifican las medidas de control ya que los
agentes implicados, entre ellos los agricultores, deberan tener un registro de las
sustancias que utilizan y ponerlo a disposicién, si asi lo solicitasen, de los
vecinos o de los encargados de la calidad del agua potable. La Directiva marco
sobre el uso sostenible de fitosanitarios entré en vigor en el afio 2009 (Directiva
2009/128/CE).

2. ENFERMEDADES DE LA VID CAUSADAS POR HONGOS

La podredumbre gris (Botrytis cinerea), el mildiu (Plasmopara viticola) y el
oidio (Uncinula necator) son los hongos méas importantes en los que se centra la

proteccién del vifiedo.
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2.1. Podredumbre gris (Botrytis cinerea)

La podredumbre gris esta extendida por todos los vifiedos espafioles,
causando los dafios mas importantes en la zona norte y en la costa
mediterranea, ya que las condiciones climaticas, humedad principalmente y
temperatura, son favorables para su desarrollo. Se la conoce por diferentes
nombres segun las zonas: “podredumbre gris”, “podrido”, “botritis”, “gangrena”,
“pudricién”, “podrit”. En general, esta enfermedad afecta a la cantidad y a la

calidad de la cosecha obtenida.

Los factores climéaticos tienen una influencia muy importante en el desarrollo
del hongo: la humedad es necesaria para que se produzca la germinacion de las
conidias, la cual se ve activada con temperaturas préximas a los 18 ©C, aunque
puede realizarse con temperaturas comprendidas entre O y 40 °C. Las heridas
producidas en los granos por “las polillas del racimo”, “el oidio”, “el granizo”,
“los pajaros”..., favorecen extraordinariamente el desarrollo del hongo. Las
variedades de racimos compactos y de epidermis fina del grano, son mas
sensibles al hongo, asi como los vifiedos con fuerte abonado nitrogenado, que
provoca un exceso de vegetacion y falta de aireacion de los racimos. Variedades
de racimo compacto como Garnacha son muy sensibles a este hongo. Los
ataques en hojas y sarmientos no suelen tener importancia econdémica. Esta

enfermedad afecta a los racimos en fechas proximas a la vendimia.

Los granos presentan el aspecto tipico de “podridos” y sobre su superficie se
desarrolla un moho de color grisaceo tipico. El ataque puede ocasionar una
disminucion de calidad en los futuros vinos debido a que segrega una enzima
llamada Lacassa que produce: la degradaciéon u oxidacion de los polifenoles
(pardeamiento), la destruccion de la pelicula que contiene las sustancias
aromaticas y oxidacion de las mismas, el aumento de fijacion de SO, en los
vinos, el aumento de acidez volatil, degradacion de azUcares, pérdida de peso
del racimo, modificacion de los equilibrios &cidos, carencia de compuestos
nitrogenados y vitaminas. Se ha comprobado que puede haber una pérdida de

volumen, incremento del acido glucénico, del glicerol y de compuestos como el
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1-octen-3-ol dando Ilugar a notas aromaticas de champifidbn, que son

caracteristicas de mostos y vinos elaborados con uvas infectadas por botrytis.

También puede ocasionar una disminuciéon importante de la cosecha debido al
aborto y rotura del fruto; en el primer caso las uvas no se desarrollan y en el
segundo se produce la evaporacion del agua y pérdida de los contenidos de la
uva. Todos estos efectos tienen consecuencias importantes como son infecciones
secundarias en las uvas (desarrollo de las bacterias acéticas; desarrollo de
hongos secundarios nocivos: Trichotecium roseum, Penicillium ssp, Aspergillus
ssp, Mucor ssp, etc.; y formacidon de micotoxinas); problemas en la fermentacion
por la carencia de nutrientes anteriormente citada, y por la formaciéon de
sustancias inhibidoras de la fermentacion; problemas en la clarificacion y en el
filtrado por la formacidn de glucanos y acidos mucosos de las pectinas;
alteraciones organolépticas como cambios en color, falta de limpidez, olores a
humedo, tierra, champifién, entre otros. En definitiva, todo esto conlleva a una
pérdida de la calidad del mosto y el vino elaborado. En la Figura 1-14 se

observan los ataques en maduracion en uvas tinta y blanca (Pérez Marin 2004).

Figura 1-14: Ataque de Botrytis cinerea en maduracion en uva A) blanca y
B) tinta
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2.2. Mildiu (Plasmopara viticola)

Esta enfermedad es una de las mejor conocidas por los viticultores de todo el
mundo debido a los dafios tan graves y espectaculares que produce si las
condiciones climaticas le son favorables, ya que puede atacar a todos los
o6rganos verdes de la vid. Generalmente se la conoce por “mildiu”, “mildeo” o
“mildeu”, aunque también como “niebla” o “afiublo”. Aunque las pérdidas
econémicas que genera pueden ser muy importantes, en la actualidad el riesgo
es menor debido al mejor conocimiento de su biologia, la existencia de

productos sistémicos y penetrantes, y la mejor preparacion de los viticultores.

Los factores climaticos tienen una influencia determinante en el desarrollo del
hongo. Las condiciones necesarias para una contaminacion primaria son:
oosporas maduras, brotes de la vid de unos 10 cm, lluvia superior a 10 mmen 1
6 2 dias, T2 superior a los 12 ©C. Las condiciones necesarias para que se
produzca una contaminacién secundaria son: presencia de conidias u agua
liquida (lluvia o humectacidon de las hojas superior a las 2 horas). Los ataques
mas graves del mildiu se producen cuando a un invierno humedo le sigue una
primavera y verano lluviosos, siendo la temperatura 6ptima para su desarrollo
de 25 ©C. Bajo estas condiciones existe una buena supervivencia de las

oosporas, germinacion y posterior diseminacion.

Los sintomas se manifiestan en hojas por las tipicas “manchas de aceite” en
el haz, que se corresponden en el envés con una pelusilla blanquecina si el
tiempo es humedo. Al final de la vegetacidon estas manchas adquieren forma de
mosaico. Los ataques fuertes pueden producir una desecacion parcial o total de
las hojas e incluso una defoliacion. Los brotes también pueden verse atacados y
ser destruidos. En el racimo, ocasiona deformaciones del raquis o raspén, y
recubrimiento de la tipica pelusilla blanquecina en la baya. Cuando los granos
superan el tamafo de un guisante no se oscurecen ni aparece la pelusilla
blanquecina, sino que se arrugan, se pardean y finalmente se desecan,
conociéndose por “mildiu larvado”. Los ataques durante el periodo de floracion-

cuajado pueden ocasionar la pérdida total del racimo, mientras que los mas
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tardios suelen afectar solamente a una parte del mismo. A partir del envero el
hongo no ataca al racimo. El indculo permanece en hojas caidas en otofio y las
oosporas liberadas por estas hojas se activan y germinan en primavera. La
enfermedad se transmite por el salpique de la lluvia y penetra por los estomas
de las hojas. Asimismo, puede provocar otras consecuencias importantes debido
a la rotura de la baya como puede ser el punto de entrada de otras
enfermedades y la pérdida del volumen de mosto. De forma similar a la botrytis
puede ocasionar la pérdida y alteraciones en el aroma y el color de los vinos,
alteraciones microbianas en el vino y problemas en la clarificacion y el filtrado.
En la Figura 1-15 se pueden observar los sintomas en hojas y granos (Pérez
Marin 2004).

B)

Figura I-15: Sintomas de mildiu. A) Manchas en hoja. B) Pelusilla

blanquecina en grano
2.3. Oidio (Uncinula necator)

El oidio es una enfermedad ampliamente extendida en Espafia que casi
siempre hace acto de presencia, y que en algunos afios de condiciones
climaticas favorables para su desarrollo puede ocasionar, en variedades
sensibles y zonas propensas, la pérdida total de la cosecha. Esta presente en la
mayor parte de los vifledos del mundo. En muchos aspectos es una enfermedad

tan, o mas importante que el “mildiu”, pues se presenta con mayor constancia.
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Recibe distintos nombres comunes segun las regiones “ceniza”, “cenicilla”,
“polvillo”, “polvo”, “cendrada”, “cendrosa”, “sendreta”, “malura”, “roya”,

“blanqueta”, “negra”, conociéndosela generalmente por oidio.

La temperatura, la humedad, y en menos medida la insolacion, son los
factores climaticos que condicionan el desarrollo del hongo. La temperatura es el
factor climatico que mas influencia tiene en el desarrollo de la enfermedad.
Alrededor de las 15 ©°C comienza a ser favorable para su progreso vegetativo y
su propagacion, alcanzando el 6ptimo entre los 25 °C y los 28 °C, deteniendo su
desarrollo a los 35 °C y siendo letales las temperaturas superiores a 40 °C. La
humedad ambiental también influye en el desarrollo de la enfermedad, aunque
en menor grado que la temperatura. La germinacion de las conidias se ve
favorecida por las humedades relativamente altas. Al contrario que en el caso
del mildiu, las lluvias abundantes frenan el desarrollo del hongo. Parte del hongo
se conserva durante el invierno en forma de peritecas en los sarmientos (fase
sexuada) o en el interior de las yemas en forma de micelio (fase asexuada)
protegido por las escamas; cuando éstas comienzan a desarrollarse en
primavera también comienza a activarse el hongo. El viento dispersa las conidias
que germinan rapidamente en los érganos verdes de la vid, constituyendo los

focos primarios de infeccion.

El oidio puede atacar a todos los 6rganos verdes de la vid. En las hojas, los
sintomas aparecen tanto en el haz como en el envés; en ambos casos suele
observarse un polvillo blanco ceniciento, que puede limitarse a algunas zonas o
bien ocupar toda la superficie de la hoja; debajo del polvillo se aprecian puntitos
necrosados. En los ataques fuertes las hojas aparecen crispadas con los bordes
hacia el haz. En brotes y sarmientos se manifiesta por manchas difusas de color
verde oscuro, pasando a negruzco al endurecerse el brote. En los racimos, al
principio los granitos aparecen con un cierto tinte plomizo, recubriéndose en
poco tiempo del polvillo ceniciento, que si se limpia deja ver puntitos pardos

sobre el hollejo.
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Las consecuencias del ataque y desarrollo del oidio son la disminucién de la
superficie foliar, un mal desarrollo de los brotes y lignificado del sarmiento por lo
que se produce una mal cuajado del fruto. Los dafios mas importantes se
localizan en los racimos, ya que los ataques fuertes ocasionan la detencién del
crecimiento de la piel, por lo que es frecuente que ésta se agriete y lleguen a
rajarse algunos granos; asi se producen unos dafios directos en la cantidad y la
calidad de la cosecha y otros indirectos al favorecerse la penetracion del hongo
Botrytis cinerea (con las consecuencias que conlleva en la elaboracion y en la
calidad final del vino, comentado anteriormente), asi como la podredumbre
acida. Los ataques fuertes también pueden producir un mal agostado de los
sarmientos, con la consiguiente disminucioén de la acumulacién de reservas en
las yemas. Variedades como Tempranillo, Mazuelo, Garnacha, Malvasia y Viura

son mas sensibles al oidio (Pérez de Obanos 2004). En la Figura 1-16 se

observan los ataques en brotes y racimos.
A) B)

Figura 1-16: Sintomas de oidio. A) Manchas iniciales en el brote. B) Ataque

en racimo
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3. FUNGICIDAS

El control quimico para la prevenciéon de las enfermedades provocadas por los
hongos mencionados anteriormente se basa en la utilizacién de fungicidas. Son
muchos los grupos que por su composicion quimica se pueden clasificar los
fungicidas, pero con caracter practico para su utilizacion se distinguen dos
clases: de contacto o preventivos y curativos. Cabe recordar que son fungicidas
de contacto o preventivos los que por no penetrar en los tejidos vegetales
Unicamente ejercen su accién cuando se encuentran sobre la planta antes de
que se produzca la infeccion. Es decir, que los tratamientos que se realicen con
esta clase de fungicidas (tratamientos preventivos) deben efectuarse antes de

que se presente la enfermedad que se quiere combatir.

Los fungicidas curativos, por penetrar en los tejidos vegetales, detienen o
impiden el desarrollo del micelio del hongo dentro de estos tejidos. Si una vez
dentro de la planta se desplazan por su interior tenemos los fungicidas curativos
sistémicos y si no se desplazan los curativos penetrantes. Los fungicidas
curativos también tienen un caracter preventivo en el sentido de que si se
aplican antes de que se haya producido la infeccidon, es decir, antes de que la
espora del hongo haya germinado y penetrado el micelio (promicelio) en los

tejidos, evitan el establecimiento de dicho micelio en el interior de la planta.

Un punto importante a destacar es que la accion curativa solamente tiene
eficacia si los tratamientos se realizan dentro de un determinado plazo de
tiempo (dias u horas) contando a partir del momento en que se produjo la
infeccion. En el caso de fungicidas antibotritis, este intervalo de tiempo queda
reducido a unas pocas horas, por lo que se debe considerar que estos fungicidas
tienen una accién mas bien preventiva; por el contrario los fungicidas antimildiu,
pueden impedir el desarrollo del hongo si se aplican bastante después de

haberse producido la infeccion: 2-3 dias, y 4-6 dias segun compuestos.

Por su forma de actuar los fungicidas podrian clasificarse en dos grupos:
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e Multi-diana: son aquellos que actuan interfiriendo simultdneamente varios
procesos vitales del hongo, como azufre, cobre, ditiocarbamatos, que aunque
actian como inhibidores respiratorios, afectan también otros procesos. Actuan
esencialmente de forma preventiva, no son penetrantes (se eliminan por lavado
de lluvias) con lo que su persistencia no es larga, pero hasta el presente no han

presentado problemas de persistencia.

¢ Mono-diana: son aquellos que afectan a un solo proceso vital (inhibidores de la
respiracion, inhibidores de la division celular, inhibidores de la sintesis de
esteroles, etc.). Es decir, son més especificos en su forma de actuar. Suelen ser
penetrantes o sistémicos, tiene mayor persistencia (incluso después de lluvias),
en muchos casos accion curativa, pero presenta el riesgo de aparicion de

resistencias.

Un comentario especial merece un grupo de fungicidas de reciente aparicion
denominado estrobilurinas que son analogos sintéticos de moléculas naturales
producidas por el hongo Strobilurus tenacellus (azoxistrobin, kresoxim-metil...).
Ademas de su accién preventiva y en muchos casos curativa, tienen caréacter

penetrante y un amplio espectro de accidon (Coscolla 2004).

4. RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN UVAS Y VINOS

Como consecuencia de los tratamientos fitosanitarios en el vifiedo, aparecen
en muchos casos residuos de plaguicidas en el momento de la recoleccion de la
uva. Es un tema que va tomando una importancia creciente, por la preocupacion
que existe en la opinidn publica a causa de la presencia de sustancias toxicas en
los alimentos y que se refleja en la actuacion de las Administraciones y
Autoridades publicas a nivel de normativa y controles. En el caso de la uva los
tratamientos que influyen decisivamente en su contenido final en residuos son
los que se realizan mas proximos a la vendimia, como son los tratamientos

fungicidas contra Botrytis y otras podredumbres.
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4.1. Normativa legal. Limite Maximo de Residuos

Debido a la posible peligrosidad de los residuos de plaguicidas, ya que se
trata de sustancias toxicas, las Administraciones publicas han promulgado, en
casi todos los paises, normas con el fin de proteger la salud de los
consumidores, y controlar el buen uso de los plaguicidas. En algunos casos se ha
prohibido el uso de ciertos plaguicidas por la larga persistencia de sus residuos.
Ademas de estas prohibiciones generales, un plaguicida sélo puede utilizarse en
vifiedo si esta especialmente autorizado y homologado para este cultivo. En esa
homologaciéon se fijan sus condiciones de uso, y entre ellas se le asigna un

determinado limite maximo de residuos.

El limite maximo de residuos (LMR) o “tolerancia” es la cantidad maxima
de residuos de determinado plaguicida sobre determinado producto agricola
permitida por la ley. Es decir, la cantidad que no puede ser sobrepasada para
que el producto pueda ser expuesto en circulacion o comercializado. En su

fijacion intervienen tanto criterios toxicolégicos como agronémicos.

La legislacion espafiola al respecto estd contenida basicamente en el real
Decreto 280/1994 por el que se establecen LMRs de plaguicidas y su control en
productos vegetales, y en una serie de o6rdenes que se han publicado

posteriormente y concretan esos LMR.

No obstante, se ha de tener en cuenta que si el mosto o vino ha de enviarse
a otros paises, estas “tolerancias” legales pueden ser distintas. En efecto para
algunos plaguicidas de gran interés, los LMRs varian mucho segun el pais de
destino, lo cual es un serio problema para el exportador y también para el
productor, pues en el momento del tratamiento no sabe cual va a ser su destino
y, por lo tanto, si puede aplicar o no determinado plaguicida o, si lo aplica, el

plazo de seguridad entre tratamiento y recoleccion.

Organizaciones internacionales como la FAO y la OMS de Naciones Unidas

crearon el Codex Alimentarius (sistema de estandares para alimentos a nivel

-32-




Capitulo | Introduccién

mundial) y dentro de él, la Comision Adjunta de Residuos de Plaguicidas (CCPR)
para establecer los LMRs de plaguicidas en alimentos y piensos, examinar los
métodos de muestreo y andlisis, y desarrollar las listas de plaguicidas
prioritarios en establecer sus LMR. La UE marca unas directrices que
comprometen a los gobiernos, teniendo la libertad de aceptar o rechazar los
LMRs del Codex. El niumero de LMRs del Codex aceptados es inferior al deseable,
debido a los sistema legales que dificultan su aceptacion en las distintas

legislaciones de los diferentes paises.

La determinacion de los LMRs ha supuesto la utilizacién de un gran namero
de medidas de seguridad en lo que respecta a la salud publica, desde el mas
amplio conocimiento de la toxicidad de un producto, hasta estudios de
degradacion y persistencia del compuesto en las condiciones habituales de uso.
Se pretende con ello que la ingestion diaria del plaguicida a lo largo de toda la
vida, no provoque efectos adversos en la salud. Por tanto, los LMR se definen en
funciéon del Nivel Sin Efecto (NSE), definido como la cantidad de plaguicida que
ingerido durante toda la vida, no provoca efectos nocivos observables en los
animales de experimentacion. Se expresa en miligramos de plaguicida por

kilogramos del peso del animales y dia (mg kg™ dia™).

Este valor se extrapola a la especie humana aplicando un coeficiente de
seguridad (generalmente la centésima parte de este valor), con lo que se
obtiene el valor correspondiente a la denominada Ingestion Diaria Admisible
(IDA), que se define como la cantidad de residuo de un plaguicida por
kilogramo de peso del hombre y dia. Teniendo en cuenta el valor del IDA y la
cantidad de un alimento concreto que puede ingerir una persona de peso
normal, expresado en kilogramo por dia (alrededor de 60 kg), se puede calcular

el Nivel Permisible (NP), expresado en mg kg™.

El plan de actuacion aceptado en la mayoria de los paises, es el de establecer
los LMRs acogiéndose al concepto de Buena Practica Agricola (BPA): los
mismos plaguicidas deben utilizarse en las cantidades minimas necesarias para

lograr el control adecuado, de tal manera que deje un residuo equivalente a la
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cantidad mas pequefa practicable y que sea toxicol6gicamente aceptable. Pero
no todos los paises comparten este concepto (diferente clima, diferentes plagas,
diferentes cultivos) y especialmente si la practica implica mayores cantidades

que las permitidas por sus Decretos sobre residuos.

Igualmente se acepta la imposicion de un Plazo de Seguridad (PS), que
representa el plazo minimo de dias que deben transcurrir entre la Gltima
aplicacion del plaguicida en cuestion y la recoleccion de frutos o partes
comestibles del cultivo. Para el establecimiento del plazo de seguridad, se tienen
en cuenta las curvas de disipacion a lo largo del tiempo, especificas para cada
vegetal y plaguicida, hasta que la cuantia de sus residuos sea similar a inferior a

la sefialada en los LMRs.

En la curva de disipaciéon de un plaguicida, se consideran dos parametros
importantes: el denominado depdésito inicial, cantidad de plaguicida que queda
sobre el vegetal inmediatamente después del tratamiento, y su velocidad de

degradacion. En la Figura 1-17 se muestra una curva de disipacion tipica.

Residuos de plaguicidas (ppm)

LMR

Tiempo (dias)

Figura 1-17: Evolucion de los residuos de plaguicidas en funcién del tiempo
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4.2. Factores que determinan el contenido en residuos

El contenido en residuos en las uvas en el momento de vendimia depende
tanto del depdsito que queda inmediatamente después de la aplicaciéon, como de
lo que sucede entre ésta y la vendimia, pues durante este periodo tiene lugar

una disipacion progresiva de los residuos.

El depésito o cantidad de plaguicida que queda en las uvas al acabar la

aplicacion depende de varios factores:

¢ Dosis de plaguicida aplicado.

e Naturaleza quimica del plaguicida y de la formulacién, que determinan una
mayor o menor adherencia.

e Tipo de aplicacién. En las aéreas hay mayores pérdidas por deriva que en las
terrestres y también influye en ambos casos el tamafio de gota o de particula,
que cuanto menor sea, mayor sera la deriva.

e Condiciones climaticas en el momento de aplicacion. A mayor velocidad del
viento mayor deriva, a mayor temperatura mayor evaporacion, etc.

e Caracteristicas del sustrato vegetal, es decir, tamafio de las bayas, compacidad

del racimo, etc.

Este ultimo factor es muy importante, pues hay que tener en cuenta que el
residuo se expresa en proporcion al peso: miligramos de plaguicida por
kilogramo de producto vegetal (mg kg™ = ppm, partes por millén). Por lo tanto,
cuanto mayor superficie receptiva al plaguicida presente en el producto vegetal

en relacién a su peso, mayor sera el depdsito de plaguicida.

En el caso de la uva, al ser las bayas pequefias en relacién a otros tipos de
frutas (manzanas, ciruelas, etc.), los depdsitos son proporcionalmente mayores.
Por ejemplo, a igualdad de dosis y de otros factores suelen ser el triple en uvas
que en manzanas, porque aquéllas tienen triple superficie a igualdad de peso.
De todas formas, una vez realizada la aplicacion, ese deposito inicial va
disminuyendo progresivamente con el tiempo, y en esa mayor o menor

disipacion intervienen varios factores, como:
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e Crecimiento del racimo, ya que al aumentar de peso “diluye” el contenido en
plaguicida, pues, como se ha comentado, el residuo se expresa en proporciéon al

peso.

e Tipo de formulacion aplicada, pues los depdsitos procedentes de espolvoreos
suelen ser menos tenaces que los procedentes de pulverizaciones. Dentro de
esta Ultimas los plaguicidas formulados como emulsiones concentradas o
liguidos emulsionables o flow suelen ser mas persistentes que los formulados
como polvos mojables, debido a los coadyuvantes que contienen. Las
formulaciones microencapsuladas (CS) también aumentan la persistencia de los

residuos.

e Lluvia y viento, que actllan mecanicamente arrastrando al plaguicida. Su
accion depende de su intensidad, duracién, tipo de plaguicida y formulacion,
momento en que tiene lugar tras la aplicacion, pues si suceden al poco tiempo
de realizarse el tratamiento el efecto de arrastre es mucho mas notable que si
ocurren pasados varios dias. Normalmente una precipitacion de 12-15 mm si es
normal y 22-24 mm si es torrencial, obligan a repetir la aplicacion, a no ser que

se haya tratado con productos sistémicos o penetrantes.

e Volatilizacion del plaguicida, es decir, su paso al estado de vapor y disipacion
en la atmodsfera. Es funcion de la tension de vapor del plaguicida. En general los
plaguicidas tienen bajas tensiones de vapor, pero algunos como el clorpirifos las
tienen relativamente altas, lo que ademas facilita su penetracion en el racimo,
supliendo posibles defectos de aplicacién. En la volatilizacion influyen también
dos factores extrinsecos: la temperatura, pues a mayor temperatura mayor
evaporacion y la existencia de ligeras brisas que renuevan las cepas de aire del

vifiedo.

e La degradacion quimica que depende de la estabilidad de la molécula del
plaguicida (hay productos muy estables, otros facilmente degradables) pero su

velocidad estéd influida por otros dos factores externos: la temperatura que la
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acelera y la radiacion solar, pues la mayor parte de los plaguicidas son mas o

menos fotosensibles.

El contenido de residuos en el racimo disminuye con el tiempo segun la
influencia de estos factores. Su representacion gréfica es la curva de disipacion
del plaguicida que nos representa la evolucidon de sus residuos en condiciones de

campo.

4.3. Problematica de los residuos en uvas y vinos

Los residuos de los fungicidas aplicados en campo pueden pasar de las uvas
al mosto y finalmente al vino durante el proceso de vinificacion (Cabras y col.,
2000, Navarro y col. 1999). Este hecho puede tener tres tipos de

consecuencias:

4.3.1 Alteraciones en la calidad organoléptica de los vinos.

Puede suceder que los restos de azufre, en aquellos plaguicidas con azufre en
su molécula, se reduzcan a &cido sulfhidrico (H,S) y mercaptanos que se
perciben aun a bajas concentraciones. Por ejemplo, los residuos de acefato
(O,S-dimetil acetilfosforoamidotioato; formula: C4H10NO3PS) en ocasiones han

provocado malos sabores, parecidos a los de la coliflor (Tousseau 1991).

Los plaguicidas pueden tener un efecto indirecto en las propiedades
organolépticas, debido a que pueden provocar paradas de fermentacion,
deteriorando la calidad final del vino. Este problema se trata en el siguiente

apartado.

4.3.2 Interferencias en el proceso de fermentacién.

Residuos de determinados fungicidas pueden provocar diferentes efectos
sobre la flora y el metabolismo de las levaduras, que tienen como consecuencia

un retraso fermentativo o incluso paradas de fermentacion.
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En las dltimas vendimias se ha comprobado segin datos del Consejo
Regulador de la Denominacidn de Origen Calificada Rioja, que en bodegas
industriales y de cosecheros se producen paradas de fermentacion en la
elaboracion de vinos tintos y no de forma generalizada en todos los depdsitos de
fermentacion de la misma bodega o propiedad. De todos es conocido que el
fendmeno de paradas de fermentacion en los vinos se han producido desde la
antigiiedad hasta nuestros dias, pero la causa eran bien conocida por el exceso
de sobremaduracion de las uvas y la falta de poder fermentativo de las
levaduras en aquellos caldos con exceso de contenido en azucar. Esta causa
queda totalmente descartada debido a los controles que hoy en dia se realizan
en todas las denominaciones de Origen y la limitacién que en casi la totalidad de
las mismas existen en sus reglamentaciones en cuanto al contenido alcohdlico
de los caldos que producen, con graduaciones inferiores al 13.5 % en volumen.
Asi, se considera también que las paradas de fermentacién en vinos tintos, estan
producidas por los residuos de plaguicidas que se aplican en los tratamientos de
los vifiedos y la funcion inhibidora que pueden ocasionar en la flora microbiana
presente en la uva y posterior accion en los diferentes estadios de crecimiento

de las mismas.

Por otro lado, mediante transformaciones fisicas, quimicas o biolégicas de la
propia fermentacion de las pastas, despalilladas o sin despalillar, las materias
activas de partida pueden originar otros productos secundarios o productos de
degradacion (metabolitos). Se ha comprobado que existe un cierto
desconocimiento respecto a los posibles metabolitos que pueden aparecer en las
distintas degradaciones de los plaguicidas utilizados en las aplicaciones en vid.
Estudios realizados sobre degradaciones de otros plaguicidas en otras matrices
permiten constatar que algunos metabolitos generados pueden resultar tan

téxicos para las levaduras o incluso mas, que las propias materias activas.

De la aplicacion indiscriminada de los productos fitosanitarios, sobre todo en
fechas préximas a la vendimia, se han desarrollado episodios de paradas
fermentativas vy deficiencias en las elaboraciones que pueden afectar a las

caracteristicas organolépticas del vino, disminuyendo su calidad final (Cabanis y

- 38 -




Capitulo | Introduccién

Cooper 1991; Larue 1991; Garcia Romeo 1996; Sala y col. 1996; Reulet y col.
1996; Cugier y Reulet 1997). Una parada o una ralentizacion de la fermentacion
alcohdlica provoca presencia de azucares residuales, aumento de acidez volatil
(picado acético), formacién de acetato de etilo, picado lactico, menor grado
alcohdlico, desequilibrios en la relacion acidez total / acido tartarico, oxidacion,
formacion de &acido sulfhidrico y materias reductoras, pérdida de aromas,
pérdida de estabilidad biolégica, etc... Todo ello, en definitiva, deteriora la

calidad final del vino elaborado

Durante la fermentacién del mosto se suceden dos procesos, por un lado las
levaduras metabolizan la glucosa obteniendo energia y por otro existe un
proceso de crecimiento y multiplicacion celular donde las levaduras sintetizan los
compuestos quimicos necesarios para su estructura celular; este proceso se ve
limitado por la concentracion de substratos limitantes o inhibido por los
productos téxicos generados por las levaduras (Gnaegi y col 1983). La presencia
de distintas materias activas en las uvas puede generar problemas sobre la
actividad celular de las levaduras perturbando el funcionamiento de las distintas
reacciones enzimaticas por mecanismos de inhibicibn y por tanto pueden
modificar la curva de desarrollo de la cinética de fermentaciéon aumentando el
tiempo de latencia. Preguntas que nos podriamos plantear son: ¢es la inhibicion
un proceso reversible? o ¢el sistema celular volvera a su estado inicial si
desaparece la causa de la inhibicidon? La inhibicién de la actividad fermentativa
es el primer efecto que interesa a los endlogos, pero se ha constatado que
ciertos fungicidas e insecticidas pueden modificar el metabolismo de las
levaduras, aunque no lleguen a impedir la fermentacién (Zironi y col 1991). El
grado de demora en el inicio de las fermentaciones provoca un estado de
anaerobiosis que, a parte de los fendmenos de oxidacién que implican pérdidas
de componentes aromaticos, induce a posibles peligros de contaminaciones
bacterianas, de levaduras oxidativas y de mohos. Estas contaminaciones pueden
modificar la composicion fisico-quimica del sustrato original y alterar la
diversidad de poblaciones levaduriformes a favor de levaduras no fermentativas,
desviando por ello el correcto transcurso de la fermentacién alcohdlica

provocando alteraciones de la calidad del vino (Cuinier 1996).
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Generalmente la concentracién de fungicidas que aparece en vendimia es
menor que los LMRs permitidos y ademas los niveles de residuos decrecen
durante algunas etapas del proceso fermentativo, pero puede haber excepciones
principalmente cuando no son respetados los plazos de seguridad. Algunos
estudios han comprobado la influencia en la composicion aromatica del vino
(Oliva y col. 2008) por lo que hay que tratar de evitar las posibles incidencias
que pueden ocurrir con su presencia evitando y/o reduciendo la cantidad de
residuos todo lo posible. Para obtener un mosto limpio hay que recurrir a las
buenas practicas enoldgicas, pies de cubas correctos, decantacién estatica (con
o0 sin clarificantes, p.ej. bentonita) y dinamica (centrifugacién y filtracién),
desfangando con algun coadyuvante (p.ej. gelatina o gel de silice) o la adicién
de levaduras frescas. Después de estas operaciones se observa una disminucion
de los residuos de plaguicida del mosto (Cabras y col. 1995, 1997, 1998, 2000a;
Navarro y col. 1999; Fernandez y col. 2005), probablemente debido a factores
quimicos, fisico-quimicos y metabdlicos tales como la hidrélisis, la capacidad de
sorcion de las sustancias clarificantes y la accién de las propias levaduras. Los
conocimientos actuales sobre los residuos permiten evaluar los efectos de
diferentes técnicas de vinificacion, sin olvidar el importante papel que tiene la
técnica viticola para reducir los residuos en origen, teniendo en cuenta los

modos y épocas de tratamiento (BPA).

Algunos pesticidas como es el caso de la ftalimidas, captan y flopet producen
retrasos fermentativos y/u otras alteraciones. A partir de una concentracion en
el mosto de 1 mg LY, interfieren significativamente en la fermentacion,
aumentando esta interferencia a medida que aumenta la concentracion del
fungicida. La diclofluanida interfiere a partir de 0.3 mg Lde concentracién en el
mosto. Por eso para las formulaciones a base de estos fungicidas se recomienda
emplearlas s6lo hasta el envero en vifiedo para vinificacion. No obstante,
aparece descrito en la bibliografia que la presencia de algunos de estos
compuestos puede estimular a las levaduras, en particular a la Kloeckera
apiculata (Cabras y col. 1999). Es también posible la influencia de los fungicidas
sobre la fermentacion malolactica, reduciendo poblaciones bacterianas y un

menor consumo de malico (Cabras y col. 1999).
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En resumen, dentro de las incidencias que provocan la presencia de

plaguicidas en Enologia podemos encontrar:

a) efecto sobre la flora microbiana de las uvas y el mosto

b) efecto sobre la cinética de la fermentaciéon alcohdlica

c) efecto indirecto sobre la composicion del vino

d) efecto sobre la calidad del vino debido a modificaciones quimicas

4.3.3 Toxicidad para el consumidor

Ya se ha hablado anteriormente de los aspectos toxicolégicos de los
plaguicidas. Este es el aspecto que tiene un mayor interés para el publico en
general, aunque por el momento so6lo en algunos paises como Canad4, EEUU,
Suiza, Iltalia y Japon, se han establecido LMRs especificamente para vinos. Es
decir, que la uva destinada a vinificacion legalmente ha de tener un contenido
en residuos que no supere el LMR de uva en general, independientemente de las
modificaciones que sufran esos residuos durante el proceso de transformacion.
Para algunos pocos plaguicidas se han fijado LMRs distintos en uva segun su

destino sea mesa o vinificacion.

Como se ha comentado en el apartado anterior dedicado a la influencia en la
fermentacion, es cierto que durante el proceso de vinificacion tienen lugar
disminuciones importantes en el contenido de residuos de muchos plaguicidas
tanto en el mosto como en el vino elaborado. Estas disminuciones son variables
segun el tipo de plaguicida o materia activa del plaguicida y de los
“acompafiantes”, y las caracteristicas del proceso de vinificacion. En primer
lugar, en el prensado, estrujado o extraccion del mosto segun la solubilidad en
agua del plaguicida, mostrara mayor afinidad por la fase liquida o por la fase
solida. Asi los productos solubles en agua como los benzimidazoles, los residuos
pasaran en grandes cantidades, mientras que las dicarboximidas, menos
solubles, pasaran muy parcialmente y menos audn los poco solubles como el

azufre. Posteriormente la clarificacion del caldo produce en muchos casos
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disminuciones importantes de residuos con la eliminacién de las heces en

suspension.

4.4.4 Recomendaciones

Para evitar problemas de residuos hay que utilizar adecuadamente los

plaguicidas en el vifiedo, lo que significa:

e Emplear solo los productos autorizados.
¢ No superar las dosis homologadas.

e Respetar escrupulosamente el plazo de seguridad entre tratamiento y

recoleccioén.

Estos datos han de constar obligatoriamente en la etiqueta del producto. En
el caso de exportaciones, hay que en cuenta la normativa en el pais de destino.
Pudiera ocurrir que el pais en cuestibn no tuviera LMR para determinado
plaguicida o lo tuviera muy bajo (inferior al espafiol), entonces pueden
presentarse problemas si se trata con ese plaguicida, lo que obligaria o bien a
cambiar de plaguicida o a modificar el plazo real de seguridad considerando su

curva de disipacion.

Si se trata de paises de la Unién Europea y el plaguicida en cuestion tiene el
LMR armonizado para la vid pueden utilizarse en las mismas condiciones que
figuran en la etiqueta esparfiola. Pero en el caso de que se trate de terceros
paises. O incluso paises europeos, cuyo LMR sea menor que el espafol (o
carezcan de LMR) es cuando hay que recurrir a las modificaciones citadas:
mayor periodo de espera entre tratamiento y recoleccidon o sustitucién por otro

plaguicida menos problematico.

Si se tienen en cuenta todas estas consideraciones creemos que los
problemas de residuos de plaguicidas, tanto en uva de mesa, como de

vinificacion, pueden reducirse al minimo.
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5. PRODUCCION INTEGRADA

La administracion, dentro de las normativas de calidad, ha desarrollado un
instrumento en apoyo a la comercializacion de los productos que satisfagan la
demanda marcada por los mercados mas exigentes, que cuenta ya con un
significativo reconocimiento por parte de los grandes importadores en el marco
de la Unidon Europea; se trata de la marca de garantia conocida como
Produccidon Integrada. En Espafia son ya casi 50000 hectareas las que
contemplan este sistema de produccién, con seis comunidades auténomas al
frente (Andalucia, Aragon, Baleares, Catalufia, Murcia y Valencia) y una
legislacion adaptada a las necesidades culturales de cada una de ellas. Dicha
legislacion estda regulada a través de los decretos y las O6rdenes
correspondientes, que establecen un reglamento genérico autondémico y tantos

reglamentos como cultivos sobresalientes en el area en cuestion.

La OILB (Organizacién Internacional de Lucha Bioldgica e Integrada) define la
produccién integrada como el “sistema de produccion sostenible de alimentos de
alta calidad mediante métodos respetuosos con el medio ambiente y

manteniendo los ingresos de la explotacion” (OILB 1977).

Se puede definir la producciéon integrada de forma mas amplia como un
sistema de produccion rentable de alimentos, que tiene en cuenta todos los
factores productivos y que da prioridad a los métodos que respetan a la salud
humana y el medio ambiente, con el objetivo de obtener productos de alta
calidad, minimizar el uso de productos agroquimicos y disminuir los residuos. A
diferencia de la produccién ecolégica, la produccién integrada permite el uso de
productos fitosanitarios de sintesis, pero de manera restringida y como la ultima
solucién. La produccion integrada pretende utilizar los conocimientos y los
métodos de la buena practica agricola, que junto con una planificacidon correcta y
el desarrollo de las técnicas del manejo integrado de plagas, permita cumplir sus

objetivos, que se pueden concretar en:

e Obtener productos de alta calidad
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e Proteger la salud del consumidor y del productor
e Respetar el medio ambiente

e Respetar el ecosistema (fauna y flora)

e Minimizar el uso de fitosanitarios y abonos

e Conservar el medio rural y el paisaje, y asegurar la viabilidad econémica

Para conseguir estos objetivos se elabora una norma técnica a cumplir,
especifica para cada cultivo, por tanto, se requiere un compromiso del agricultor
con sus objetivos y una formacién técnica adecuada. Estas normas definen unas
bases técnicas y desarrollan obligaciones, recomendaciones y también
prohibiciones en aspectos concretos como: biodiversidad, material vegetal,
suelos, caracteristicas de la plantacion, manejo de la plantacion, fertilizacion,
manejo de la cubierta vegetal del suelo, riego, control de plagas y
enfermedades, normas para el uso de la maquinaria de tratamientos, cuaderno
de explotacion y gestion de los envases de productos fitosanitarios. Ademas, en
el caso del cultivo de la vifia, hay un apartado especifico para la vendimia. Todo
esto pretende ofrecer las mejores condiciones para conseguir la maxima

sostenibilidad del proceso productivo y la maxima calidad.

En base a estas definiciones, la Produccién Integrada de uva tiene los

siguientes objetivos:

e Promover una viticultura respetuosa con el medio ambiente que sea
econdmicamente viable y que contemple las multiples funciones de la agricultura

en sus aspectos sociales culturales y recreativos.

e Asegurar la produccion sostenible de uvas sanas de alta calidad y un contenido

minimo de residuos de plaguicidas.

e Proteger la salud de los viticultores durante la manipulacion de los

agroquimicos.
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e Crear y mantener una gran diversidad bioldgica en el ecosistema del vifiedo y
sus alrededores.

e Dar prioridad a la utilizacion de los mecanismos de regulacién naturales.

e Conservar y favorecer la fertilidad del suelo a largo plazo.

e Minimizar la contaminacion de las aguas, el suelo y el aire.

Se debe seleccionar el plaguicida menos peligroso para humanos, ganado y el
medio ambiente que proporcione un control efectivo de la plaga, el patégeno o

la mala hierba.

Se establece una clasificacion de los plaguicidas en base a los siguientes
criterios:
e Toxicidad para los humanos.
e Toxicidad para los enemigos naturales clave.
e Toxicidad para otros enemigos naturales.
e Contaminacion de las aguas superficiales y subterraneas.
e Capacidad de estimulacion de las plagas.
e Selectividad.
e Persistencia.
e Falta de informacién completa sobre el plaguicida.
Segun esto los plaguicidas se clasifican en las categorias “permitidos”,

“permitidos con restricciones” y “no permitidos”.

Espafia y, en particular, Andalucia, han sido pioneras en el desarrollo de
estos programas, a partir de 1979 con la creacion de las ATRIAS (Agrupaciones
para el Tratamiento Integrado en Agricultura) en el cultivo del algodén,
extendido posteriormente a otros cultivos (vifia, olivar, frutales, horticolas, etc.)

En La Rioja desde finales de 2001 esta regulada la Produccidon Integrada
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mediante el Decreto 53/2001. La Rioja pretende potenciar una agricultura de
calidad mediante la identificacion de sus producciones en el mercado. A la
agricultura ecoldgica y a la marca de garantia RC (Rioja Calidad) se suma ahora

la Produccién Integrada.

La Produccién Integrada en el vino consiste en que la totalidad del proceso de
produccién tanto viticola como enolégico se realiza bajo conceptos ecolégicos
pero sin excluir la utilizacion de productos agroquimicos, los cuales son
empleados racionalmente con el fin de obtener un producto sano a través de un
proceso productivo que no afecte negativamente al medio ambiente (suelo, aire
y agua) y la diversidad biolégica. En Espaia el vifiedo se encuentra implantado,
en algunas zonas, con caracter de monocultivo, en la que constituye su fuente
de recursos econdmicos mas importante, puede estimarse en mas de 1200
millones de euros el valor medio anual de la uva para vinificacién. La superficie
de vifedo cultivada es alrededor de 1200000 hectéareas, de las cuales 1158000
hectareas son de uva para vinificacion, 38000 hectareas para uva de mesa y
4000 hectareas para uva de pasificacion. Esto supone el 33.02 % de la
superficie viticola de la Unién Europea (3345000 hectareas) y el 15.54 % de la
superficie mundial. Sin embargo, con respecto a la produccién europea de vino,
solamente es el 16.64 % y respecto a la producciéon mundial el 10.74 %. En los
ultimos afios, Espafia ha pasado de una situacién expedientaria, a una de
relativo equilibrio entre producciéon y necesidades, debido fundamentalmente a
la politica de la Union Europea y a la mejora cualitativa del vifiedo,
abandonéandose la idea de una gran produccién frente a una significativa mejora
de las cualidades del vino. Es destacable la evolucién del consumo de vino a
nivel mundial. Se puede decir que se ha reducido el consumo de vinos corrientes
y se ha incrementado el de vinos de calidad y ante una variada oferta de vinos,
el consumidor opta por considerar atributos diferentes al exclusivo de la calidad
organoléptica y contempla otros como la seguridad sanitaria o la elaboracién

respetuosa con el medio ambiente entre otros.

No se puede considerar por separado la lucha contra cada uno de los

parasitos, sino que se debe tener una idea de conjunto de la proteccion

- 46 -




Capitulo | Introduccién

fitosanitaria de cada vifiedo y ésta, ademas, entenderla incluida dentro del mas
amplio marco de una concepcion global del cultivo, teniendo presentes sus

intereses econémicos y ecoldgicos.

La expresion “lucha integrada” es traduccion de la inglesa “integrated
control”, que fue puesta en circulacion con agronomos y bidlogos europeos y
norteamericanos en la década de los afios 50 para expresar la integracion de la

lucha quimica y de la lucha biolégica.

“Lucha integrada contra plagas” (“integrated pest control”), “manejo

1

integrado de plagas “ (“integrated pest management”) y “proteccién integrada
de plantas” (“integrated plant protection”) son expresiones que reflejan el
cambio de matiz conceptual operado desde “lucha” hasta “manejo de plagas” o

“proteccién de plantas”.

El concepto de “lucha integrada” ha ido evolucionando y desde la definicion
de la FAO en 1967 como “sistema de proteccidon contra los enemigos de los
cultivos que, teniendo en cuenta el medio particular y la dindmica de las
poblaciones consideradas, utiliza todas las técnicas y medios apropiados, de
forma tan compatible como sea posible, con el objeto de mantener las
poblaciones de plagas a niveles tales que sus perjuicios sean econémicamente
tolerables” ha sido sustituida (OILB/SROP, 1977) por la que se entiende como
“un proceso de lucha contra organismos nocivos utilizando un conjunto de
métodos que satisfagan las exigencias econémicas, ecolégicas y toxicoldgicas,
dando un caracter prioritario a las acciones que fomentan la limitacion natural
de los enemigos de los cultivos y respetando los umbrales econdmicos del

tratamiento”.

La Directiva 91/414/CE la define como “la aplicacién racional de un conjunto
de medidas bioldgicas, biotecnoldgicas, quimicas, de cultivo o de seleccion de
vegetales de modo que la utilizacion de productos fitosanitarios quimicos se

limite al minimo necesario para mantener la poblacion de la plaga en niveles
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inferiores a los que producirian dafios o pérdidas inaceptables desde el punto de

vista econémico”.

Como puede verse, la “proteccion integrada” se fundamenta en el
conocimiento del medio ambiente y de la dinamica de las poblaciones de la
biocenosis agraria, en la consideracion del nivel o umbral econémico de
tratamiento y en la posibilidad de utilizacion de todas las técnicas y métodos
apropiados para reducir las poblaciones de las plagas. Es la concepcion
actualmente mas avanzada de proteccion fitosanitaria. Antes de llegar a ella se

ha pasado por una serie de fases que se resume en:

e Lucha quimica indiscriminada, basada en un calendario de tratamientos,

impuesto por la costumbre.

e Lucha aconsejada, siguiendo las informaciones de las Estaciones de Avisos.

e lLucha dirigida o razonada, con la introducciéon de umbrales de tolerancia

econdmica y eleccion de plaguicidas segun su repercusion ecoldgica.

e Proteccion Integrada, con el uso de todos los medios disponibles y limitacion

maxima e la lucha quimica.

La proteccidon integrada ha surgido como respuesta al incremento de los
tratamientos quimicos y a la necesidad de limitar los efectos indeseables que
conlleva el empleo de los plaguicidas, como pueden ser la aparicion de nuevos
parasitos (p.ej. en vifa, los acaros tetraniquidos), la intensificacion del ataque
de plagas ya existentes al actuar sobre los enemigos naturales, aparicion de
resistencias, aumento de los costes de la lucha quimica, y problemas de

residuos de plaguicidas.

La proteccion integrada no desprecia la lucha quimica que, en el vifiedo,
actualmente es imprescindible, sino que limita su aplicacidén en los casos en que

realmente es necesaria.
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Antes de realizar la plantacion debe comprobarse que las condiciones del
medio son adecuadas para la plantacion prevista y elegir tanto la variedad como
el patrén procurando que su sensibilidad a los problemas fitosanitarios de la
zona sea la menor posible. Se debe realizar una estimacion del riesgo mediante
un adecuado muestreo de las poblaciones de interés, asi como determinar el
umbral econémico del tratamiento. A continuacion se deben elegir los medios de
proteccion adecuados: bioldgicos, culturales, genéticos, biotécnicos y quimicos

(estos ultimos aplicados segun los principios y recomendaciones mencionados).

Los productos fitosanitarios son recomendados por el Grupo de Trabajo de los
Problemas Fitosanitarios de la Vid, que considera su toxicologia, eficacia, efectos
secundarios y residuos en uva. Sin embargo, la regulacion normativa de su
empleo en Produccion Integrada corresponde a las autoridades competentes de

cada Comunidad Auténoma.

6. ANALISIS DE PRODUCTOS FITOSANITARIOS EN MUESTRAS
AGROALIMENTARIAS

Disponer de la metodologia analitica que permita la determinacion de
productos fitosanitarios es fundamental para obtener informacidn necesaria
sobre el nivel de residuos. Dado que las concentraciones en vinos son
normalmente bajas, es necesario desarrollar métodos analiticos sensibles,

seguros y precisos.

La introduccion de nuevos plaguicidas, el incremento de su uso y la necesidad
de controlar los residuos de estos compuestos han favorecido la mejora y la
constante evolucion de las metodologias analiticas utilizadas en su analisis. Los
requerimientos crecientes de disminucion de tiempo, costes y seguridad en las

determinaciones conducen a la evolucién de los métodos analiticos.

Los métodos analiticos aplicados a las determinaciones de los productos
fitosanitarios en muestras enoldgicas (uvas, mostos y vinos) conllevan un primer

proceso de tratamiento de muestra con una extraccion de los compuestos de la
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matriz y una purificacion del extracto para posteriormente realizar la
determinacion de los mismos mediante diferentes técnicas, preferentemente

cromatograficas (Angioni y col. 2005; Oliva y col. 2007).

6.1. Extraccion

El método de extraccién utilizado ha de ser el adecuado para la
determinacion conjunta de compuestos de variada polaridad en un rango de
muestras cuyo contendido en agua, azUcares, grasas y otras sustancias es
variable. Los métodos mas utilizados, extraccion en fase liquida, extraccion en

fase solida y extraccion con fluidos supercriticos, se explican a continuacion.

6.1.1 Extraccién en fase liquida

La extraccion en fase liquida supone la transferencia de los analitos a
determinar desde la matriz liquida o solida a un disolvente organico de
determinada polaridad, cuya eleccion influye en la eficiencia de la extraccion. El
modo por el cual se realiza la extraccion también es importante, ya se trate de
extraccion por agitacion mecanica, extraccion tipo soxhlet, sistemas de
temperatura y presion (extraccion con disolventes presurizados —ASE- o con
microondas) o desintegracion de la muestra utilizando homogeneizadores de alta
velocidad. En muchos casos, la simple agitacion mecanica de la muestra en
presencia del disolvente puede conducir a buenos resultados de extraccién. Sin
embargo, cuando se trata de extraer plaguicidas de tipo sistémico en matrices

so6lidas, es necesario recurrir a métodos mas complejos.

Los disolventes que mas se han empleado en el andlisis de plaguicidas en
muestras vegetales y otros alimentos han sido acetonitrilo, acetona y acetato de
etilo. La ventaja de los dos primeros es su solubilidad en agua, por lo que el
agente de extraccion resulta en la mezcla de disolvente con el agua procedente
de la muestra. Debido a su elevada polaridad, gran parte de la materia grasa
permanece en la muestra sin extraer. Ambos disolventes presentan el problema
de la dificultad de su eliminacion, los extractos no pueden ser evaporados a
sequedad directamente debido a su contenido acuoso, ya que algunos pesticidas

podrian ser eliminados conjuntamente con el agua. Es por ello por lo que se
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realiza un paso intermedio de particion liquido-liquido que, a la vez que permite
la transferencia de los plaguicidas a un disolvente o mezcla de disolventes de
bajo punto de ebullicion inmiscible con el agua, realiza una purificacion de
determinados extractos. Para el analisis en uvas se han utilizado ademéas de
estos disolventes, otros como hexano, diclorometano y mezclas acetona /
diclorometano (1:1) (Sala et al. 1997; Cabras et al. 2000b; Angioni et al. 2005;
de Melo et al. 2006; Likas et al. 2007).

El método de extraccion con acetonitrilo fue introducido por Mills y
colaboradores en 1963 (Mills y col. 1963) y ha sido empleado con algunas
modificaciones para la determinacion de N-metil carbamatos, organoclorados y
organofosforados (Hsu y col. 1991; Lagana y col. 1997); la separacion de las
fases acuosa y organica se consigue en estos casos por medio de la adicidon de
NaCl o de tampodn fosfato saturado con NaCl o mediante un paso intermedio de
particion liquido-liquido en hexano previo a la purificacion (Papadapoulou-

Mourkidou y col. 1997; Fillion y col. 2000).

La acetona es mas econémica que el acetonitrilo, pero a la vez presenta mas
cantidad de especies coextraidas. El empleo de este disolvente y su aplicacion
en métodos multiresiduo fue propuesto por Luke y colaboradores en 1981 (Luke
y col. 1981). Estos autores realizaban el paso de particiéon con una mezcla de
éter de petréleo / diclorometano (1:1), una mezcla que proporciona las ventajas
de ambos disolventes: el éter de petréleo es excelente para realizar una
purificacion previa del extracto en el analisis de plaguicidas no polares, ya que
s6lo los compuestos coextraidos de baja polaridad son transferidos al mismo
junto con los pesticidas; el diclorometano es menos efectivo para la purificacion
pero permite el incremento en la recuperacion de compuestos de polaridad mas
elevada que el éter de petréleo. El método de extraccion de Luke es hoy en dia
uno de los métodos mas utilizados. Para facilitar una buena mezcla de la
muestra con los disolventes, se emplea un homogeneizador como polytron o
ultraturrax. En ocasiones se sustituye el paso de la particién por una purificacion
en fase sdlida (Fernandez Gonzalez y col. 2003; Rial Otero y col. 2003; Teixieira
y col. 2004), o mejoran dicho paso mediante la adicién de sales (Lee y Kwon

1999) o utilizando otros disolventes (Sannino y col. 1999).
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Otro disolvente muy utilizado es el acetato de etilo, cuya principal ventaja es
la de permitir eliminar el paso intermedio de particién, debido a su baja
solubilidad en agua, de manera que la extraccion se realiza de manera
extremedamente rapida. Por otra parte. El empleo de este disolvente con la
adicion de sulfato de sodio anhidro (Leary 1971) a la muestra antes de la
extraccion permite mejorar las recuperaciones para plaguicidas polares. Como
desventaja principal es el gran numero de compuestos coextraidos para
determinadas matrices (Lagana y col. 1997). El empleo de acetato de etilo como
disolvente de extraccion ha sustituido en muchos laboratorios de control de

residuos al uso de acetona.

Para el andlisis de plaguicidas en determinadas matrices solidas y vegetales
se utilizan también técnicas exhaustivas de extraccién debido a las
caracteristicas de la muestra. Los sistemas de extracciéon clasicos que han sido
mas empleados son sohxlet y ultrasonidos (Greenberg 1981; Pérez Clavijo y col.

1996; Granby y col. 2004).

Recientemente se ha introducido una nueva técnica de extraccion con
liguidos denominada Accelerated Solven Extraction (ASE) o Extraccidn con
Disolventes Presurizados, cuyo fundamento es similar a un soxhlet, empleando
los disolventes liquidos convencionales a presiones y temperaturas elevadas,
1500-2000 psi y 50-200 °C, respectivamente, para la extraccién de plaguicidas
en muestras soélidas de forma rapida y empleando menos cantidad de disolvente
que en los métodos convencionales. En esta técnica, una cantidad de muestra
del orden de 10 g se introduce en un recipiente de acero inoxidable junto con el
disolvente, donde se le somete a un aumento de presién y temperatura durante
un periodo de tiempo de 5 a 10 minutos. El aumento de presién y temperatura
facilita la desorcion del analito desde la matriz sélida al liquido de extraccion. La
principal desventaja es el requerimiento de un sistema especial que permita la
presurizacion y el calentamiento, asi como el control de ambos parametros en el
compartimento de la muestra. Una de las pricipales aplicaciones del sitema ASE
ha sido en al andlisis de plaguicidas en suelos y sedimentos (Berglof y col.

2000). Recientemente se estdn ampliando estas aplicaciones a otro tipo de
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muestras como frutas y vegetales (Adou y col. 2001; Wennrich y col. 2001; Cho
y col. 2008).

Otro sistema de extraccion intensa es la extraccion asistida por microondas
(MAE). La aplicacién de la radiacion microondas para favorecer la extraccion de
compuestos organicos en diferentes matrices se viene empleando hace tiempo.
Los principales factores que afectan a la extraccién son temperatura, tiempo de
extraccion, cantidad de muestra y naturaleza y volumen del disolvente de
extraccion. Un aspecto importante es la realizacion de la extraccion en sistemas
abiertos o cerrados y se ha observado la eliminacién del agua en sistemas
abiertos por destilacién, lo que hace mas idoneo el sistema abierto para matrices
con alto contenido en agua (Weichbrodt y col. 2000). Al igual que la técnica
ASE, ha sido aplicada principalmente a suelos y sedimentos (Fuentes y col 2007;
Wang y col 2007), pero también se ha utilizado en frutas y vegetales (Zheng
2004 ; Bouaid y col 2000).

El método de tratamiento mas comunmente utilizado para muestras liquidas
es la extraccion liquido-liquido (ELL) con disolventes organicos. Acetonitrilo,
hexano, diclorometano, acetona o acetato de etilo son los mas utilizados (Cabras
y col. 1997; Oliva y col., 1999; Rial Otero y col. 2003; De Melo Abreu y col.
2005; Vaquero-Fernandez y col. 2008). Los extractos se secan con sulfato
sddico anhidro para eliminar los restos de agua. El proceso puede continuar con
una concentracion del extracto por evaporacion del disolvente, que se suele

realizar en rotavapor o en corriente de nitrégeno.

Para conseguir que el proceso sea satisfactorio, ademas de la seleccion
adecuada de las condiciones técnicas de operacién, la composicién de las fases
utilizadas desempefia un papel decisivo. Aunque se pueden emplear
combinaciones de dos disolventes organicos inmiscibles, generalmente una fase
es organica (la que permite la separacion de los compuestos) y otra acuosa
(suele ser la que inicialmente contiene las mezclas de compuestos a separar).
Una vez realizada la extraccion, el extracto es el que se utiliza en la
determinacion. La ELL en discontinuo (ELLd), consiste en un uUnico equilibrio

entre ambas fases. Los resultados obtenidos con esta técnica pueden mejorarse
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modificando la relacion de volumenes, ya que esta variable actia como factor

multiplicativo de la relacién de distribucion.

La extraccion esta regida por la ley de distribucién, propuesta por Berthelot y
Jundfleisch y desarrollada por Nerst, la cual establece que en el equilibrio, la
relacion de solutos entre dos fases inmiscibles es constante, siempre que dicho
soluto se encuentre en la misma forma en ambas fases (Cela y col. 2002).
Considerando el equilibrio:

A@ < A©)

donde A es el soluto distribuido entre la fase acuosa (a) y la orgénica (0), la
constante que define este equilibrio se denomina constante de particiéon (o de
reparto), Kq, y su expresion es:

O
(@ada

siendo a, la actividad del soluto en cada fase (que se relaciona directamente con
la concentracion, a través de los coeficientes de actividad). Para disoluciones
diluidas, actividad y concentracién coinciden. La constante es proporcional a la
solubilidad relativa del soluto en ambas fases. La proporcion de soluto extraido,
depende no sdlo de la constante de distribucion, sino también de la relacion de

volimenes de fase organica y acuosa.

Para realizar la extraccion en discontinuo se utiliza un embudo de
decantacién, que es un recipiente, generalmente de vidrio, en forma de pera o
cilindrico. Se cierra al exterior con un tapén de vidrio o tefléon situado en la parte
superior y con una llave en la parte inferior. Su volumen debe ser dos o tres
veces superior a la suma de los volumenes de ambas fases, para que se pueda
agitar adecuadamente el sistema. El tiempo que debe durar la agitaciéon, es otro
de los parametros a optimizar en cada caso concreto, ya que depende del
tiempo que tarda el sistema en alcanzar el equilibrio de distribuciéon. El tiempo
suele oscilar entre 30 segundos y 30 minutos. Si uno de los disolventes es muy
volatil es necesario, durante la agitacion, dejar escapar el exceso de presion
invirtiendo el embudo y abriendo la llave. Cuando se alcanza el equilibrio, el

sistema se deja en reposo hasta que las fases se separan, lo cual a veces puede
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ser lento debido a que se forman emulsiones. El modo de recoger las fases una

vez separadas dependera de la densidad relativa de los disolventes utilizados.

Ademas de la extraccion simple, también se utiliza la extraccidon por etapas,
que consiste en realizar de modo secuencial un numero determinado de
extracciones simples retirando después de cada equilibrio la fase organica y
poniendo en contacto la fase acuosa con un volumen nuevo de fase organica.
Cuanto mayor es el valor de la constante de particibn menor sera el nUmero de
extracciones necesarias para conseguir la transferencia de los compuestos a la

fase organica.

Esta metodologia presenta las desventajas de emplear elevadas cantidades
de disolvente, ademas de ser dificilmente automatizables. Otra desventaja es la
del proceso de concentracidon para conseguir la sensibilidad requerida, que se
puede evitar con la microextraccion liquido-liquido. Esta técnica consiste en
el empleo de bajos volumenes de disolvente organico (del orden de microlitros)
frente a la extraccion liquido-liquido convencional. Para facilitar el paso de los
analitos a la fase organica, la muestra acuosa se satura con sales, como puede
ser el sulfato de sodio y fosfato amoénico en determinada proporcion (Sanz-
Asensio y col. 1995). La eleccién del disolvente de extraccidon es importante, se
han empleado disolventes como Kkaltron (1,1,2- triclorotrifluoroetano) o
diclorometano, obteniéndose para algunos analitos bajos rendimientos de
extracciéon, aunque estos se ven compensados sin embargo por la
reproducibilidad del método y lo elevados factores de preconcentraciéon que se
obtienen. El empleo de disolventes de mayor polaridad o de mezclas da lugar a
mejoras en la extraccion de determinados analitos, como es el caso de mezclas
de acetona / diclorometano o metil terbutil éter (Oliva y col. 2000; Forcada y
col. 2000). Por otra parte el procedimiento global de extraccion y andlisis se
realiza en un solo paso, de manera totalmente automatizada, otra ventaja frente

a la extraccion liquido-liquido convencional.

Una técnica de reciente desarrollo es la microextraccidn en una sola gota o
“single drop microextraction” (SDME). Los analitos son extraidos por una

gota de disolvente organico inmiscible con agua (1-3 pL) suspendida en la punta
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de la aguja de una microjeringa dentro de la disolucién. El proceso es asistido
por agitacion. Después de un tiempo, la gota se introduce en la jeringa para ser

inyectada directamente en un sistema cromatografico.

La SDME es un procedimiento muy atractivo porque es rapido (no necesita un
preparacion de muestra), econdmico, utiliza muy poco disolvente, no requiere
un equipamiento sofisticado y elimina la posibilidad de contaminacién entre
muestras puesto que se utiliza una gota nueva fresca para cada extraccion o
muestra. Ademas, se consigue una alta concentracion de los analitos al utilizar
pequefas cantidades de disolvente de extraccidon. Otras de las ventajas de esta
técnica (frente a otras muy utilizadas como la microextraccion en fase sdlida o
SPME) son la variedad de disolventes que se pueden utilizar, la posibilidad de
utilizar distintas fases de extraccion muy selectivas al combinar diferentes
disolventes y la facilidad de cuantificar al introducir un patrén o estandar interno
dentro de la propia gota (Romero y col. 2007). También es posible la
introduccién de un agente derivatizante en la gota. Esta claro que la principal
variable que se requiere optimizar en esta técnica es el tipo de disolvente. Otros
parametros a optimizar son el tiempo de extraccion, la velocidad de agitacion, el
volumen de la gota, la posicion de la gota, el volumen de muestra, la
temperatura de extraccion o la adicion de sales. La SDME también puede
funcionar en modalidad de espacio de cabeza (head space) o HS-SDME, en el
caso de extraccion de compuestos volatiles, ademas del modo de inmersion
directa anteriormente comentado (DI-SDME). Esta técnica se ha utilizado
recientemente para el andlisis de pesticidas organofosoforados en agua y frutas,
en éstas con una previa trituracion y filtracién y suspendiendo la gota en el jugo
obtenido (Xiao y col 2007). También se ha utilizado la SDME para el analisis de
diferentes clases de pesticidas (Amvrazi y Tsiropoulos 2008) y pesticidas

organoclorados en vegetales (Zhang y col 2008) y vino (Liu y col 2006).

6.1.2 Extraccién en fase sélida

La extraccion en fase solida (SPE) (Wong y col. 2003; Pang y col. 2006;
Jiménez y col. 2007) y la microextraccion en fase soélida (SPME) (Correia y col.

2000; Zambonin y col. 2004; Ravelo Pérez y col. 2007) son técnicas de
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extraccion que estan tomando importancia en los uUltimos afios. Los actuales
esfuerzos por reducir el uso de disolventes organicos han facilitado que la
Extraccion Liquido-Liquido se sustituya en muchos casos por la Extraccion en
Fase Sodlida o SPE (Solid Phase Extraction). Ademéas de esta ventaja, la SPE
presenta otras respecto a la ELL (Fritz 1999):

e Aumento del area de contacto entre fase y muestra lo que conlleva una

mejor transferencia de materia.

e Una separacion mas facil y rapida.

e Tienen lugar multiples equilibrios.

e Mayor especificidad.

e Tiempos de analisis mas cortos.

e Mayor automatizacién del proceso

e Posibilidad de trabajar on-line con técnicas cromatograficas

La SPE se lleva a cabo pasando una disoluciéon que contiene los analitos sobre
una fase sélida que retiene especificamente a esos analitos. En la Tabla I-1 se
recogen las diferentes fases solidas que se clasifican atendiendo a diferentes
caracteristicas quimicas: polar y no polar; acida, neutra o basica; hidroéfila o

hidréfoba y con afinidad catiénica o afinidad anidnica.

La fase solida puede estar depositada en cartuchos, columna o discos de
extraccion. Los discos presentan una mayor superficie de adsorcién que las
columnas o los cartuchos pero no hay una tendencia especial al empleo de uno u

otro soporte.

El soporte de la fase soélida puede ser desde un disco de papel de filtro
quimicamente modificado de unos pocos centimetros de diametro, hasta el
relleno de una pequefia columna; con forma de cartucho tubular de la forma de
una jeringuilla hipodérmica o de un pequefio embudo. Se necesitan superficies
grandes para retener elevadas cantidades de analito, de manera que la cantidad
de fase sdlida para la extraccion depende tanto del volumen de muestra como
de la cantidad de analito presente. Si la cantidad de fase sélida es demasiado
pequeia, parte de analito puede pasar sin ser retenido. Esto se denomina

ruptura.
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Tabla I-1: Fases sélidas para SPE

Nombre

Identidad Soporte

Caracteristicas

Octadecil

Octil

Silice

Florisil

Alumina A (&cida)

Alimina N (neutra)

Alumina B (basica)

Aminopropil

Cyanopropil

Diol

Estireno
divinilbenceno

Afinidad aniénica

-
-

—C3HgNH>

—C3H6CN
OH OH
CHZ_CHZ

Polimero de estireno
divinilbenceno

+
CHZ_CHZ_N(CHg)g

Hidréfoba, no polar

Hidréfoba

Hidrofila, polar, neutra

Hidréfila, polar, basica

Hidrofila, polar, acida,

afinidad catiénica

Hidroflila, polar, neutra
Hidréfila, polar, afinidad
cationica
Hidrdfila, polaridad moderada,

afinidad catidnica, basica

Hidréfoba, casi no polar, neutra

Hidréfoba, casi no polar, neutra

Hidréfoba, neutra

Hidrdfila, afinidad anionica
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El

proceso de la SPE se puede dividir en cuatro etapas principales:

acondicionamiento, retencidon de analitos, lavado y elucion (Figura 1-18):

1.

Fase solida — Oa 0o O

Acondicionamiento o activacion. Antes de llevar a cabo la retencién de
los analitos, la fase sélida se debe preparar y hacer compatible con la
matriz de la muestra. Sin este pretratamiento la muestra puede fluir por
canales a través de la fase sin tener practicamente contacto con ésta. El
acondicionamiento de la fase sélida requiere la adicién de uno o varios
disolventes que promuevan un mejor contacto superficial entre ambas
fases. Segun la fase solida a utilizar se requieren unos u otros

disolventes e incluso en algunos casos esta etapa no es necesaria.

Retencion de analitos. Se adiciona la muestra pasando ésta a través del
cartucho con ayuda de vacio. La velocidad o flujo de paso a través de la
fase soOlida debe ser lenta y constante para facilitar una retencion
optima. El volumen maximo que se puede adicionar viene marcado para
cada aplicacion y condiciones de uso. El paso de la muestra se hace
lentamente utilizando émbolos o sistemas de vacio que provocan una
presion determinada. El flujo de paso de la muestra, puede afectar la
retencion de los compuestos. Generalmente, éste no suele exceder de 5

mL min™.

1.- Acondicionamiento 2.- Adicién de muestra 3.- Lavado 4.- Elucién

O
— o—— — ——1

A

Figura 1-18: Etapas de SPE
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3. Lavado. Una buena eleccion del disolvente de lavado permite eliminar
interferencias provenientes de la matriz retenidas en la fase junto con
los analitos. Normalmente se usa agua con una pequefia proporcion de
disolvente organico (entre 5-20%) con el fin de poder eliminar todo tipo
de interferencias, tanto organicas como inorganicas, sin eluir
parcialmente los analitos (de ahi que el contenido en disolvente organico

no deba superar dicho porcentaje).

4. Elucion. Los analitos retenidos se eluyen, normalmente, con una
pequefa cantidad de disolvente orgénico siendo éste méas adecuado para
medidas analiticas. Debido a que en las etapas anteriores se han pasado
por el cartucho disoluciones acuosas, en la elucidon pueden coexistir dos
fases, acuosa y organica. Por ello, antes de eluir los analitos, se suele
proceder al secado de la fase sdlida mediante vacio o corriente de
nitrégeno con el fin de eliminar los posibles restos de agua presentes en
el cartucho. Es importante elegir el eluyente adecuado ya que debe eluir
los analitos completamente de la fase sdlida usando el menor volumen
posible (Fritz 1999).

La fase sdlida mas universal es octadecil o C;3. Otras fases utilizadas con
buenos resultados para el analisis de plaguicidas son carbon poroso (CARB GR),
poliestireno-divinilbenceno (LiChrolut® EN) y polidivilbenceno-co-N-
vinilpirrolidona (Oasis®) (Jiménez y col. 2006; Molina Mayo y col. 200 7). Otras
fases solidas que han sido utilizadas en el tratamiento de muestras acuosas y
que no estan basadas en silice, son las resines XAD (Louter y col. 1993). La
retencion de los analitos en los materiales de la SPE es debida, principalmente, a

fuerzas de atraccion de Van der Waals o fuerzas de dispersion.

Los disolventes méas utilizados como eluyentes para uvas, mosto y vino son
acetato de etilo, hexano, diclorometano y acetona (Jiménez y col. 2001; Melo y
col. 2004; Vigna y col. 2006; Jiménez y col. 2007).Con la SPE se han evitado
problemas como la incompleta separacion de fases y la utilizacion de material
mas fragil y caro, como en el caso de la ELL que esta siendo desplazada, en la

mayoria de los casos, por nuevas técnicas.
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La extracciéon en fase sdlida resulta eficiente para su aplicacion en los
métodos de determinacion de un amplio rango de compuestos en matrices
solidas con un contenido en agua medio-alto. En estos métodos la muestra se
mezcla con una fase y los residuos se extraen por elucibn con disolvente
organico en una columna cromatogréafica o jeringas de plastico. Es lo que se
conoce como dispersion de matriz en fase soélida (Matrix Solid Phase
Dispersion - MSPD (Torres y col., 1995; Kristenson y col. 2006; Garcia-Reyes y
col. 2007, Bin-Liu y col 2007). Las fases solidas dispersantes mas empleadas
son octadecilsilano, mientras que los eluyentes que mas se utilizan son acetato
de etilo o diclorometano. Se suele depositar la mezcla de muestra y fase sobre
un lecho de florisil para permitir la purificacion del extracto simultaneamente al
eluir con el disolvente (Garcia Lépez y col 2008). Se han estudiado las distintas
fases dispersantes C.g, Cg, C, y CN asi como la mezcla con otras fases mas
polares (silice, alimina y florisil) para realizar una purificaciéon de los extractos
en extracciéon de plaguicidas en muestras vegetales (Torres y col. 1996),
obteniendo los mejores rendimientos de extraccion y una mayor pureza en los
extractos con la mezcla de C,g y silice. Anastassiades y col. (2003) desarrollaron
una nueva técnica rapida y sensible para el analisis multiresiduo de plaguicidas
en frutas vegetales basado en una extraccion con acetonitrilo y sales (sulfato de
magnesio), seguido de una dispersion con fase sélida PSA (amina primaria
secundaria) y GCB (carbdn grafitizado). Es lo que se conoce como QUEChERS
(“Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe). Las cantidades de muestra y
fase se reducen hasta gramos (0.5 a 2 g) y de disolvente hasta unos poco
mililitros (10 mL). Se han publicado muchos métodos modificados basado en el
QUECHhERS (Garcia-Reyes y col. 2007; Paya y col. 2007; Lesueur y col. 2008).

La microextraccion en fase sdélida (SPME) es una técnica de equilibrio que
estd basada en el reparto del analito entre la fase extractante, inmovilizada en
una fibra de silice fundida, y la matriz de la muestra. La desorcién de los
compuestos puede llevarse a cabo por efecto de la temperatura (desorcion

térmica) o por eluciéon con disolventes (Pawliszyn y Arthur 1990).
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Las principales ventajas de esta técnica son su simplicidad, “bajo coste”,
eliminaciéon de consumo de disolventes organicos (menor impacto ambiental y
menor riesgo para el analista), mayor poder de automatizacion y rapidez en la

extraccién comparada con las técnicas anteriores

En esta técnica, una pequefa proporcion de fase de extraccion dispersa en un
soporte solido se expone a la muestra por un periodo de tiempo definido, pasado
el cual se produce un equilibrio entre las distintas fases. El nUmero de fases que
intervienen en el equilibrio son tres (matriz o muestra, fibra y fase gas) en el
caso compuestos voléatiles donde la fibra se expone en el espacio de cabeza (o
head space), o dos si se trabaja en la modalidad de inmersién directa de la fibra
en la disolucion. Segun los equilibrios de distribucién del analito en las tres
fases y los balances de materia se llega a la siguiente ecuacion:

KoVEVL
KoVe + KV +

Nfipra = 0
donde ngprq €s la cantidad de analito en la fibra, K; y K, son las constantes de
equilibrio entre fase liquida y gas (en caso de head space) y la fibra y la fase
liquida, V_ vy Vr y Vg son los volumenes de la fase liquida , de la fibra y de la
fase gaseosa; y Cy es la concentracion inicial de analito en la matriz o muestra.
La masa extraida en la fibra es proporcional a la concentracién inicial del
analito, cuando se mantienen constantes los volimenes de las fases. Ademas, la
posicion de la fibra en el sistema no influye en la cantidad extraida en el
equilibrio. Al aumentar el volumen de muestra, aumenta la cantidad de analito
extraida hasta alcanzar un valor a partir del cual la cantidad extraida no

depende del volumen de muestra.

La SPME puede acoplarse a varios tipos de técnicas analiticas, CG y HPLC y
se aplica a una variedad amplia de compuestos, tanto polares como no polares,
en muestras gaseosas, liquidas o sdlidas, especialmente para la extraccion de
compuestos organicos volatiles y semivolatiles. Sin embargo, el instrumento
mas utilizado con SPME es el cromatografo de gases, con el que se utilizan fibras

comerciales.
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La fibra propiamente dicha es una fase estacionaria de polimeros unida a una
varilla adjunta, con una cubierta protectora. Esta se inserta en una jeringa
disefiada con un sistema de émbolo que le permite ser introducida y sacada, y
que ademas es posible reutilizar y reemplazar. Hay varios tipos de fibras
comerciales y su utilizacion depende del tipo de compuesto seleccionado. La
afinidad de la fibra por el analito en estudio es funcion de la polaridad de ambos.
En general, los compuestos volatiles requieren un polimero mas denso que otros
compuestos menos volatiles. Con estos polimeros mas densos, el proceso es de
adsorcion, ya que los analitos quedan en la capa superficial del polimero.
Ademas, las fibras con rellenos mas densos requieren mas tiempo para alcanzar
el equilibrio de extraccion, pero tienen mayor sensibilidad. En el caso de que el
polimero sea menos denso, los analitos penetran también en los poros de éste,
produciéndose un proceso de adsorcion y absorcidn simultaneamente. Por este

motivo, es habitual encontrar en la bibliografia ambos términos.

Las fibras estdn compuestas de diversas sustancias organicas, principalmente
polimeros, y antes de utilizarlas debemos “acondicionarlas” para retirar todo tipo
de contaminantes. Para ello, se introducen en el inyector el tiempo que
determine el fabricante y a la temperatura sefialada por éste, de forma que se

eliminen los residuos que puedan estar adheridos a la fibra.

Sin embargo, las fibras tienen el inconveniente de ser fragiles y se rompen
facilmente, incluso pueden estropearse o dafiarse con la insercién y agitacion.
Ademas, compuestos de elevado peso molecular, como son las proteinas, se
pueden adsorber irreversiblemente, cambiando asi las propiedades de la fase
estacionaria, volviéndola inutilizable. La vida media de la fibra es
aproximadamente de 100 extracciones, dependiendo de la matriz y del tipo de
extraccion utilizado, ya sea por espacio de cabeza o por inyecciéon directa, en la

que la fibra dura para un menor numero de extracciones.

La fase estacionaria actla de esponja concentrando los analitos organicos de
la matriz en su superficie durante la adsorcion y los cuales posteriormente seran
desorbidos para ser analizados (Figura 1-19). La muestra se coloca en un vial, el

cual esta tapado con un séptum. Cuando la jeringa de SPME perfora el séptum y

- 63 -




Capitulo | Introduccién

la fibra entra en el vial es cuando se establece el equilibrio entre las distintas
fases (matriz, fase gaseosa y fibra), una vez adsorbidos los analitos en la fase
de la fibra, ésta se extrae y se lleva al inyector del cromatografo donde una vez

introducida la fibra son desorbidos los analitos (Figura 1-20).

1b desorb

A

Figura 1-20: Procesos de absorcion y desorcidon en HS-SPME (tomada de

www.brechbuehler.com)

-64 -




Capitulo | Introduccién

La temperatura de desorcidon es aproximadamente igual al punto de ebulliciéon
del compuesto menos volatil, y el tiempo de desorcibn depende de la
temperatura del inyector y de la proporcion de flujo del gas portador alrededor
de la fibra. La fibra se inserta en el inyector del cromatégrafo de gases y los

analitos son volatilizados y transportados a la columna cromatografica.

Tal y como se ha comentado anteriormente existen dos modos principales de
emplear la fibra: espacio de cabeza (HS-SPME) e inmersién directa (DI-SPME).
En espacio de cabeza la fibra no entra en contacto con la disolucion (Figura I-
21A), sb6lo se expone a la fase de vapor o gaseosa de la muestra y en la
inmersion directa, la fibra se introduce directamente en la disolucién (Figura I-
21B).

)
%l

B

I=

Figura 1-21: Modos de SPME: A) Inmersién directa B) Espacio de

cabeza(tomada de www.brechbuehler.com)

La eficacia de cada una de estas técnicas depende de las propiedades de los
analitos y de la matriz de la muestra. En general DI-SPME es mas sensible que
HS-SPME pero para los analitos mas volatiles se utiliza HS-SPME ya que de lo
contrario, los compuestos no volatiles se concentran en la fibra y reducen su

vida media asi como la reproducibilidad de la extraccion

Esta técnica de reciente utilizacion estd dando buenos resultados en el

analisis de plaguicidas en matriz acuosa. La extraccion de fungicidas en mosto y/
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0 vino se realiza de forma directa por inmersiéon de la fibra en la matriz puesto
que los compuestos a extraer poseen volatilidad media o baja. El proceso esta
asistido por agitacion para favorecer el equilibrio de los analitos desde la
disolucién a la fase de la fibra. Los tipos de fibras para la extracciéon de
plaguicidas en mosto y vino que mas se utilizan son polidimetilsiloxano (PDMS)
(Correia y col. 2001), polidimetilsiloxano-divinilbenceno (PDMS-DVB) (Millan y
col. 2003) y poliacrilato (PA) (Zambonin y col. 2004).

Recientemente un nuevo método de extraccibn en fase sdlida, ha sido
introducido en el andlisis de compuestos organicos en matrices agroalimentarias.
La técnica se conoce como extraccion por absorcion sobre barra agitadora o
"stir bar sorptive extraction" (SBSE). Utilizando una varilla de agitacion
recubierta con una fase de silicona, los compuestos organicos pueden ser

extraidos de muestras acuosas.

Su aplicacién es muy sencilla, pues basta con introducir la barrita en la
matriz que se desee analizar para que los compuestos sean retenidos por el
absorbente, posteriormente estos se liberan por desorcion térmica y se analizan
mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas. Las caracteristicas
de la SBSE son similares a las de la SPME, pero tal como sefialaron Baltussen y
col. (1999), al tener una mayor superficie extractiva permite una sensibilidad
100 veces superior a la SPME. Estos imanes, comercializados con el hombre de
Twister™ (Figura 1-22), se componen de un iméan encapsulado en una funda de
vidrio que a su vez esta recubierta por una capa de 55 o0 219 uL de PDMS seguln
se usen imanes de 10 o 40 mm de longitud. Se consiguen altos valores de
sensibilidad, con limites de deteccién del orden de 0.1 ng L™ (en muestras
liquidas). La sencillez de la preparacion de la muestra es otra caracteristica
fundamental. El secado tras el muestreo de un liquido es sencillo y rapido
(Esteban 2003). Los imanes de 4 cm se suelen utilizar con volumenes de
muestra comprendidos entre 100 y 250 mL, mientras que los de 1 cm se utilizan

con volumenes comprendidos entre 1 y 50 mL.

Se trata de una técnica automatizable en GC, existe un sistema de desorcion

térmica comercial de la casa Gerstel). Los parAmetros a optimizar son analogos
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a los de la SPME. Aunque la SBSE esta especialmente disefiada para inmersion
directa, también se puede trabajar en el modo espacio en cabeza en cuyo caso
recibe el nombre de head space sorptive extraction (HSSE). En esta
aproximacion, la barra magnética se puede mantener suspendida en el espacio
en cabeza mediante un hilo metalico que atraviese el septum (Hernandez Borges
y col 2005). Sin embargo, el modo de inmersion es el que mas aplicaciéon tiene
en el caso de la determinacién de pesticidas en uvas y otras frutas, con una
extraccion previa con disolventes (Wennrich y col. 2001; Ochiai y col. 2005,
Juan-Garcia y col. 2004); en mosto, y en vinos (Sandra y col. 2001; Hoyasaka y
col 2003; Guan y col. 2007

Figura 1-22: Dispositivo de extraccion por absorcion sobre barra agitadora

(tomado de Esteban 2003).

6.1.3 Extraccién con fluidos supercriticos

La extraccion con fluidos supercriticos (SFE) es una técnica de
extraccion sélido-gas. El fluido que se emplea como agente extractante es un
gas, el cual se encuentra en determinadas condiciones de presion y temperatura
en las que su estado fisico no es propiamente ni liquido ni gasesoso, sino que
posee las propiedades de ambos. Un fluido supercritico se caracteriza por tener
el poder de penetraciéon de un gas a la vez que la solubilizacién de un liquido,

éste debe ser inerte y las condiciones de presiéon y temperatura para la
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obtencién de un estado supercritico no deben ser elevadas. El gas que mas se
emplea en SFE es el CO,, debido a que se puede obtener facilmente, es barato,
no reactivo y presenta bajos puntos de presion y temperatura criticos. Sin
embargo, se han utilizado otros gases como el trifluorometano en la extraccion
de plaguicidas organofosforados y nitrogenados (Hillman y Bachmann 1995). Las
condiciones de presidon y temperaturas deben ser optimizadas. El control de
ambos parametros proporciona un determinado grado de selectividad pudiendo,
en algunos casos, elimiarse la coextraccion de compuestos no deseados. Otro
factor a tener en cuenta al realizar la seleccidén de las condiciones criticas para la
extracciéon es la posibilidad de degradacion de determinados analitos en
determinadas condiciones. Esto puede ser debido a la pequefia presencia de
oxigeno en los recipientes de extraccion y la reactividad del mismo a las
condiciones supercriticas. Se puede evitar haciendo pasar un gas inerte antes de

la introduccién de muestra.

El agua puede causar a menudo problemas en la extraccion con fluidos
supercriticos dado que puede formar hielo en el sistema o arrastrar los analitos
polares con mayor afinidad por la fase acuosa. Este problema se presenta en el
analisis de plaguicidas en muestras de fruta y vegetales. Las soluciones que se
han propuesto son varias: realizar la extraccion sobre muestras liofilizadas o
emplear un material que retenga los restos de agua y permita al mismo tiempo
la dispersion de la muestra. Se han utilizado materiales como las tierras de
diatomeas (Letohay y Eller 1995), sulfato de magnesio anhidro (Mendiola y col
2007) o polimeros (Kaihara y col. 2000).

A pesar de sus ventajas frente a otros gases de extraccion, el di6xido de
carbono no es muy adecuado para compuestos polares y es inefectivo cuando
las interacciones matriz-analito son fuertes. Un método empleado para eliminar
estos inconvenientes es la adicion de pequefias cantidades de disolventes
organicos y modificadores. El disolvente mas utilizado es el metanol (Cho y col.
2008), aunque también han sido utilizados acetona y acetato de etilo. El método
mas sencillo es introducir el modificador es la inyeccion de la cantidad

determinada en el interior de la celda de extracciéon cuando se trata de una
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extraccion estatica. En el caso de una extraccion dinamica es preferible la

adicién mediante bombeo.

Una vez los plaguicidas han sido extraidos de la matriz por el fluido
supercritico, son recogidos en una trampa que puede ser un liquido sobre el que
se hace borbotear el gas efluente del sistema o un soélido que retenga los
analitos que posteriormente han de ser eluidos empleando un disolvente
adecuado. En el caso de emplear trampas liquidas, se debe tener en cuenta el
posterior tratamiento del extracto asi como las caracteristicas de los analitos a
determinar. De este modo, se ha empleado agua (L6pez-Avila y col. 1996) para
la retencion de plaguicidas organoclorados en suelos. Sin embargo, tienen mas
aceptacion como trampa las fases solidas que la retencion de un liquido. La fase

mas utilizada es la C;3 (Mendiola y col 2007).

6.2. Purificacion

La mayoria de los métodos de extraccion citados no son selectivos
Unicamente para los compuestos que se desean determinar; al contrario, al
tratarse de métodos multiresiduo, la extraccién se realiza de manera que cubra
un intervalo de polaridades elevado, con lo que al mismo tiempo que se extraen
los analitos otros componentes de la matriz son extraidos; estos componentes
pueden posteriormente interferir en el analisis. El paso intermedio de
purificacion se realiza para eliminar aquellas sustancias coextraidas, siempre y
cuando el sistema de deteccion que posteriormente se empleara en la
determinacién no sea lo suficientemente selectivo para que dichas especies no
interfieran en el analisis. De hecho muchos autores eliminan el paso intermedio
de purificacion (o también llamado “clean up”) cuando la determinacion
posterior se realiza con espectrometria de masas, al poder seleccionar los iones
de masa especifica para cada especie a determinar simplificando de esta manera
el método global de analisis multiresiduo, que suele ser bastante complejo. Sin
embargo, el paso intermedio de purificacion puede ser recomendable no sélo por

la eliminacion de interferencias, sino también por la mayor limpieza de las
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muestras finales en los sistemas de determinacién, con lo que se consigue un

mejor mantenimiento del mismo.

La cromatografia de adsorcion se basa en el mismo principio que la
extracciéon en fase sélida, se trata de retener los compuestos de interés sobre un
solido adsorbente, mientras que la mayor parte de los compuestos coextraidos
pasan a través de la columna de purificacion. Los compuestos retenidos son
posteriormente eluidos con un disolvente o mezcla de disolventes adecuados. La
eleccion del soélido adsorbente se llevara a cabo en funcion de la naturaleza de la

matriz y de los analitos a determinar.

El florisil es uno de los adsorbentes mas utilizados para la purificaciéon de
extractos en el analisis de pesticidas (Ferrer y col 2005; Araoud y col 2007;
Chen y Chen 2007; Sharif y col 2007), pero dependiendo del tipo de analitos y
de la posterior determinacion se han empleado otras fases: C.g en extractos de
frutas y vegetales (Lal y col 2008); silice para la purificacion de extractos de
frutas y vegetales (Navarro y col. 2002) o alumina para el analisis de
organofosforados y organoclorados (Yague y col 2005); o columnas de charcoal-
celite para la purificacion de N-metilcarbamatos en extractos vegetales (Nunes y
col 1998). También se han empleado otras fases mas especificas como pueden
ser fases enlazadas con grupos amino, con las que se han obtenido buenos
rendimientos de eficacia de purificacion de muestras vegetales para el andlisis
multiresiduos QUEChERS con PSA como sorbente (Diez y col 2006; Martinez-
Galera y col. 2008). Otra fase utilizada para pesticidas organoclorados es el
negro de carb6n (Barriada-Pereira y col 2007). La realizacién de varios pasos de
purificacion empleando fases diferentes también es una practica comudn. Por
ejemplo, se ha utilizado carbén grafitizado no poroso (GCB, fase reversa)
seguido de una mezcla de intercambiador fuerte (SAX, una amina cuaternaria)y
débil de aniones (PSA) para la determinacion de 25 pesticidas de diferentes
clases en lechuga, melocotones y trigo (Balinova y col. 2007); o también una
combinacion de carbén con una segunda etapa de grupos diol para el andlisis de

35 pesticidas en olivas y aceites de oliva (Amvrazi y Albanis 2006).
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El empleo de la cromatografia de permeacion en gel (GPC) para la
purificacion de extractos de variada naturaleza es una de las técnicas mas
utilizadas en métodos multiresiduos. El tipo de relleno de la columna es
generalmente geles de poliestireno, mas conocidos como biobeds S-X2 o SX3.
La separacion en este caso se produce por diferencias en el peso molecular,
discriminando de manera eficiente las moléculas relativamente pequefias, como
pueden ser los plaguicidas de otras especies coextraidas de mayor peso
molecular, ya que estas Ultimas atraviesan la columna a mayor velocidad al no
ser ralentizadas en los poros de la fase sélida. La principal ventaja de este
método es que no se producen pérdidas de plaguicida por las adsorciones en la
fase, aunque, dependiendo de la naturaleza del extracto la purificacion puede no
ser totalmente completa y puede ser necesario realizar posteriormente otro tipo
de purificacion mas selectivo. Asi, se han determinado 65 plaguicidas en
matrices vegetales grasas (como avocado) purificando los extractos procedentes
de ASE con una columna de GPC (Fernandez-Moreno y col 2006); y también se
ha aplicado una extraccion con disolvente organico y adicion de sales, seguido
de una purificacion con GPC para el andlisis de 32 pesticidas en olivas (Guardia-

Rubio y col 2007).

La cromatografia liquida también se ha utilizado como técnica de
purificaciéon de extractos. La técnica se ha aplicado a matrices grasas con
columnas de fase normal, dada la eficiencia de ésta para la eliminacion de

grasas (Hernandez y col. 2002).

6.3. Determinacion

Las técnicas de analisis que se emplean en método multiresiduos deben
cumplir unas caracteristicas determinadas, deben permitir la separacién,
cuantificacion y confirmacion de un elevado numero de compuestos
generalmente en bajos niveles de concentracion. Las técnicas cromatograficas
permiten realizar este tipo de determinaciones. La posibilidad de acoplamiento
de dichas técnicas con detectores mas o menos selectivos cubre la casi totalidad

de materias activas empleadas como plaguicidas y presentes en el mercado.
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Dentro de las técnicas cromatograficas utilizadas en métodos analiticos cabe
destacar la cromatografia gas-liquido o cromatografia de gases (GC). La mayor
parte de los compuestos empleados como plaguicidas presentan unas
caracteristicas adecuadas para ser analizadas con esta técnica, ya que son
facilmente volatilizables a las temperaturas de trabajo y pueden ser detectados
por medio de detectores especificos. Sin embargo, no todos los plaguicidas
presentan estas caracteristicas, ya sea por un elevado punto de ebullicién, por
elevada polaridad, o por ser térmicamente inestables, en cuyo caso la
determinaciéon se realiza por medio de otras técnicas cromatograficas,

principalmente la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC).

6.3.1 Cromatografia de gases

En cromatografia gaseosa, la muestra se inyecta y se volatiliza pasando
posteriormente a través de una columna cromatografica. La eluciéon por dicha
columna se produce por el flujo de una fase madvil, en este caso un gas inerte. A
diferencia de la mayoria de los otros tipos de cromatografia, la fase mévil no
interacciona con las moléculas del analito; su Gnica funcién es la de transportar
el analito a través de la columna. De los distintos tipos de cromatografia de
gases que se pueden utilizar destacar la cromatografia gas-sélido y la
cromatografia gas-liquido siendo ésta Uultima la de mayor aplicacion. La
cromatografia gas-liquido se basa en la distribucién del analito entre una fase
movil gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre la superficie de un sélido

inerte o bien sobre la pared de la columna cromatografica en columnas.

Los componentes béasicos de un instrumento para la cromatografia de gases

se muestran en la Figura 1-23.

Los gases portadores mas utilizados son: N», H,, He, Ar/CH,. La eleccion de
los gases esta con frecuencia determinada por el tipo de detector que se utiliza.
No debe ser reactivo ni con el analito ni con la fase estacionaria, tampoco deber

ser toxico ni explosivo (excepto H»).
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En cromatografia gaseosa, los parametros mas importantes que afectan a la
determinacién son el sistema de inyeccién, la columna cromatogréafica y el

sistema de deteccioén.

Registrador
Jeringa : +
Detector \f—LT'—— Electrémetro
0
puente
Regulador de — -
presién a Rotémetro | Divisor | Inyector
dos niveles de caudal .
AD
(convertidor
) analdgico-digital)
Regulador
del caudal
Sistema de
Bombona de adquisicitn y
gas portador Columna tratamiento de datos

Homo para la columna

Figura 1-23: Cromatoégrafo de gases (tomada de Skoog y col. 2001)

En el portal de inyeccion la muestra se introduce de forma puntual y a través

de un septum. La inyeccidon de la muestra puede ser de dos maneras:

¢ Inyeccion con divisidon de flujo (split): se trata de una inyeccién en la que la
muestra se divide o fracciona. Una vez inyectada la muestra, se la muestra y se
conduce a la zona de division de flujo en la que se divide en dos fracciones: la
fraccion mayor es enviada al exterior y la mas pequefia es enviada a la columna.
La relacion entre ambas fracciones se denomina “relacién de flujos o relacion de

split” y se controla con valvulas de division.

e Inyeccion sin division de flujo (splitless): es un método sin division de la
muestra, empleando el mismo portal que en split pero cerrando la valvula que
controla la divisibn y toda la muestra inyectada pasa a la columna. Esta
modalidad permite mayores sensibilidades introduciendo una mayor cantidad de

muestra en la columna. Como inconvenientes hay que destacar el efecto del
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disolvente, el cual puede solaparse con compuestos muy volatiles o producir
ensanchamiento de las sefiales por lo que es adecuado establecer una
temperatura inicial de la columna 10°C menor que el punto de ebullicion del

disolvente.

La cromatografia de gases aplicada a la determinaciéon de residuos de
plaguicidas utiliza principalmente inyeccidn en modo sin division de flujo. Este
tipo de inyeccion en modo splitless puede ser problematica para el caso de
algunos plaguicidas polares o térmicamente inestables, ya que las superficies de
vidrio activas en el inyector, a temperaturas elevadas pueden producir pérdidas
de sefial cromatografica, ya sea debido a fendmenos de adsorcibn o a

catalizacion de la degradacion por dichas superficies.

Para solventar estos problemas, se pueden emplear otros sistemas de
inyeccion. El inyector on column permite la deposicion de la muestra
directamente en la columna cromatogréafica. Sin embargo, este sistema de
inyeccion precisa de extractos muy purificados, ya que las impurezas se van
depositando en la columna cromatografica, disminuyendo la sensibilidad y la

eficacia de la separacion.

Otro sistema de inyeccidon que permite la programacion de la temperatura de
la misma es el inyector a temperatura programable o PTV. Este sistema permite
realizar la volatilizacién escalonada de los componentes de la mustra, de manera
que los compuestos mas pesados pueden quedar retenidos en el inyector,
disminuyendo su entrada en columna y minimizando la contaminacién de la
misma, mientras que, los compuestos mas volatiles o el disolvente de muestra
pueden ser eliminados a través de la valvula de split. Este sistema se utiliza
para realizar la inyeccion de volumenes de muestra elevados, lo que incrementa

la sensibilidad del método.

Otro sistema desarrollado recientemente es el inyector EPP “Electrinic
Pressure Programmed” con el que se consigue eliminar los problemas de
adsorcion y degradacion en el interior del inyector, al realizarse la inyeccién a

presion elevada, con una rapida introduccidon de muestra que puede ser total (en
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el modo splitless) o parcial (en modo split) y un minimo contacto con las

superficies del vidrio.

Debido principalmente a la eficacia de las columnas capilares y a la
disminucion de la velocidad relativa del andlisis respecto a las columnas
empaguetadas, la amplia aceptacion de las primeras ha sido unanime a partir de
su aparicion. La gran ventaja de este tipo de columnas es la obtencién de picos
estrechos y altos por lo que los residuos de plaguicidas pueden ser determinados

con una mejora de la sensibilidad.

En cuanto a la columna, existen varios tipos pero las més utilizadas son las
columnas tubulares abiertas (capilares). En ellas, la fase estacionaria es una
pelicula uniforme de liquido de unas pocas décimas de micrometro de espesor
(entre 0.1 y 5 um) que recubre el interior del tubo capilar. Esta fase, como se ha
explicado anteriormente se encuentra en estado liquido, favoreciendo
mecanismos de reparto. Existen numerosas fases para un mismo analito
clasificadas por su polaridad. Adn asi con sélo seis liquidos, que son los mas
frecuentemente usados, se pueden proporcionar separaciones satisfactorias para

el 90% de las muestras.

Cinco de los liquidos son polidimetilsiloxanos que tienen la siguiente

estructura general:

R Si—O Ti O |S| R
R R nR

En el polidimetilsiloxano, los grupos —R son todos —CH3 originando un liquido
relativamente no polar. Si este metilo se va sustituyendo por grupos fenilo,
cianopropilo y trifluoropropilo obtenemos liquidos de una polaridad mayor.
Ademas de estas fases, también se encuentra el polietilenglicol que tiene gran

utilidad para la separacion de especies polares.
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Por ello, la eleccion de la columna es una etapa critica para el éxito de la

separacion. La polaridad de la fase estacionaria y de los solutos debe ser similar.

Las propiedades deseables para una fase liquida inmovilizada en una columna

son: baja volatilidad, estabilidad quimica y quimicamente inerte.

Las fases mas utilizadas en el andlisis de plaguicidas en uvas y vino son
apolares, como polidimetilsiloxano (Schenck y col. 2002; Cabras y col. 2006) y
la mezcla 95 % polidimetilsiloxano con 5 % polidifenilsiloxano (Likas y col.
2007; Paya y col. 2007), y de polaridad media como la mezcla 50% polidimetil
50% polidifenilsiloxano (Ruediger y col 2004).

En cromatografia de gases, el tiempo de retencibn se regula con la
temperatura. Se puede decir que cada analito tiene una temperatura 6ptima de
elucién, o intervalo de temperaturas. Si la mezcla a analizar es excesivamente
compleja, no existirdA una Unica temperatura Optima y la mezcla tendra que
resolverse en un gradiente de temperaturas, de forma que los compuestos mas
volatiles eluyan a temperaturas bajas, mientras que los menos volatiles lo haran
a temperaturas altas. También serd preciso realizar un gradiente de

temperaturas siempre que se empleen las inyecciones splitless u on-column.

Finalmente, una vez realizada la separacién de los analitos, es necesario un

sistema de deteccion. Los detectores mas utilizados en cromatografia son:

e Detector de ionizacion de llama (FID): es uno de los mas utilizados para
el andlisis de compuestos organicos ya que responde al numero de
atomos de carbono. Es universal, bastante sensible y tiene un
compartimiento excelente. Los gases que efluyen de la columna
cromatografica son introducidos en una llama formada por hidrégeno y
aire, y cuya conductividad eléctrica es permanente registrada. En el
momento en que un compuesto de carbono se eluye de la columna, se
quema en dicha llama y durante la reacciéon de combustion se generan
electrones y otras especies cargadas que alteran la conductividad

eléctrica de la llama.
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e Detector de conductividad térmica (TCD): se basa en los cambios de
conductividad térmica de la corriente de gas ocasionados por la
presencia de moléculas de analito.

e Detector de captura de electrones (ECD): presenta alta selectividad para
detectar compuestos que contienen halégenos, tal es el caso de los
pesticidas organoclorados. Es muy sensible, pero en algunos casos,
inestable. El efluyente de la columna se hace circular entre un pequefo
ntcleo de un metal radiactivo (normalmente Ni®®) que emite electrones
(particulas B), y un electrodo cargado positivamente que los recibe. En el
momento en que de la columna se eluye una especie de atomos
electronegativos, capaces de “capturar” a dichos electrones, se detecta
una disminucion en la corriente del electrodo.

e Detector de nitrogeno-fésforo (NPD): es un detector selectivo de
compuestos organicos que contienen fésforo y nitrogeno. Es similar a un
pequefio FID al que se le ha incluido una perla de silicato dopado con un
alcali, normalmente rubidio, y que actia como catalizador de una
reaccion de formacidon de especies ciano o de 6xidos de fosforo. En el
transcurso de esta reaccion se produce un cambio en las caracteristicas
de conductividad eléctrica de la pequefia llama que es registrado y
amplificado. El detector no da respuesta a especies como el nitrégeno
molecular, carbamatos, ureas, etc. Es posible regular el nivel de
respuesta de N y P, y trabajar en un modo selectivo hacia el P (Ferreira
1997).

Ademas de estos sistemas de deteccidn, la GC se puede acoplar con métodos
espectrométricos siendo una herramienta muy potente para la identificacion de
componentes de mezclas complejas. Una de ellas es el acoplamiento de un
cromatoégrafo de gases con distintos tipos de espectrémetros de masas (GC-MS)

de barrido rapido (Figura 1-24).

La espectrometria de masas es capaz de proporcionar informacion referente

¢ Composicion elemental de las muestras.
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e Estructura de las moléculas.
e Composicion cualitativa y cuantitativa de muestras complejas.
e Estructura y composicion de superficies sélidas

e Relaciones isotépicas de 4&tomos o moléculas de las muestras.

La espectrometria de masas se basa en los siguientes pasos:

1. La ionizaciéon de la muestra.
2. Separacion de los iones con respecto su relacion masa/carga (m/z)

3. Deteccién del nUmero de iones con una determinada m/z.

La relacion m/z del i6n permite realizar la diferenciacion de los distintos
fragmentos, los cuales son caracteristicos de las especies que se analizan. Esos
fragmentos seran separados gracias a un analizador de masas, sometiendo esos
iones a un campo eléctrico. La funcion de un analizador de masas es la de un
monocromador, esto es, selecciona determinados iones con una relacion m/z

determinada.

Posteriormente pasa al sistema de deteccion dando una sefial eléctrica que se
traduce en el espectro de masas. Es preciso que el sistema se mantenga a vacio,
con el fin de evitar el mayor nimero de colisiones que pueden provocar la

destruccioén de los fragmentos ionizados [Skoog y col., 2001].

’ﬁ/ Inyector

Columna de silice

Zona de

o

1a fuente Multiplicador
de ionizacién  Analizador de electrones
Entrada del ‘
as portador :
gasp In Sistema de |-
LIIJ il adquisicién
fundida para GC || e—————— I__} Yy,
tratamiento |’
Horno del cromatégrafo de gases \ de los datos |;
Sistema de Lentes
transferencia de enfoque

Figura 1-24: Cromatdgrafo de gases acoplado con un espectrometro de

masas (tomada de Skoog y col., 2001)
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6.3.2 Cromatografia liquida de alta resolucién

El lecho cromatografico en cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
esta constituido por una columna de entre 3 y 25 cm de longitud y con unos
diametros comprendidos entre 1 y 5 mm. En la mayor parte de los casos, son
columnas empaquetadas, formadas por particulas finas y porosas. Los tamafos

de particula habituales son 5 um.

La fase movil es un liquido que circula a través de una columna en la que
esti contenida la fase estacionaria. Puede ser un disolvente puro, o una mezcla
de varios disolventes. Puede ser también una disolucion salina. El hecho de que
la fase movil sea un liquido tiene consecuencias muy importantes. En primer
lugar, en un medio liquido existen interacciones intensas entre las moléculas y
especies en él integradas y no es meramente un sistema de arrastre de los
analitos (como ocurre en la cromatografia de gases), sino que va a jugar un
papel muy importante en la retencién. La retencidon cromatografica en HPLC es
funcién por tanto de las caracteristicas de la fase movil, fase estacionaria y

analito.

En segundo lugar, los medios liquidos pueden tener caracteristicas muy
diferentes. Pueden ser apolares, medianamente polares, polares e i6nicos, por lo
que el conjunto de fuerzas de interaccibn que se pueden poner en juego para
regular la retencion cromatografica es igualmente grande. Por ejemplo, en fase
reversa, podemos elegir una fase estacionaria apolar y una fase polar; la
retencion de un analito sera en funcién de sus solubilidades en la fase
estacionaria y en la fase movil, y cuanto mas apolar, méas se retendra. Para
eluirlo de la columna, lo Unico que tendremos que hacer es disminuir la
polaridad de la fase movil, de forma que las solubilidades relativas del analito en

ambas fases sean mas parecidas.

Los componentes mas importantes en HPLC son la fase mévil que circula, la
columna, y el detector. La fase mévil se encuentra en el reservorio (0 en varios,

ya que en ocasiones interesa utilizar mezclas de composicion variable), de
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donde es aspirada por la bomba (puede haber varias, tantas como fases se
quieran mezclar). La fase movil debe estar desgasificada y limpia de particulas
en suspension. Aun asi se coloca un filtro de metal sinterizado para proteger a la
bomba. La bomba debe poder vencer altas presiones (varios cientos de Kg cm™)
para impulsar un flujo constante (en torno a 1 mL min™') de fase mévil a través
de todo el sistema. Todas las conexiones y tubos seran de acero. Es posible que
en el analisis de una mezcla compleja no se pueda encontrar una Unica fase
movil que permita separar todos los componentes de la mezcla en tiempos
razonables, algo equivalente a lo que ocurre con la temperatura en la
cromatografia de gases. La solucibn a ese problema puede plantearse
cambiando la composicion de la fase movil a lo largo del proceso cromatografico,
lo que da a lugar a lo que se conoce como separacion en gradiente. El gradiente
se realiza mezclando disolventes, generalmente uno de fuerza de eluciéon baja
con otro de fuerza de eluciéon superior. La muestra deberia ser introducida en la
cabeza de columna ocupando un volumen infinitesimal y ocasionando una
distorsion inapreciable del flujo. El volumen de muestra inyectado debe ser muy
reproducible y conocido con el grado de precision requerido. Para conseguir
estos requisitos, la inyeccion se puede realizar con ayuda de una valvula
(parecido a la inyeccion on-column de cromatografia de gases) o mediante el

uso de un “loop” o bucle, basado en una valvula de seis vias. (Ferreira 1997).

Segun el tipo de columna, se presentan los dos modos mas importante en
cromatografia liquida: fase normal y fase reversa. La fase normal es un soélido
adsorbente de caracteristicas polares y la fase modvil es un medio organico
apolar o poco polar. El adsorbente mas empleado es la silica, por sus
caracteristicas de porosidad, superficie especifica, resistencia mecanica, y
facilidad de sintesis. En la fase reversa, como ya se ha comentado, la relaciéon
que se establece entre fase mdvil y estacionaria es justamente la contraria a la
encontrada en la fase normal: la fase estacionaria es apolar y la fase polar es
mas polar que ella. Las columnas se basan en silica derivatizada, al hacer
reaccionar los silanoles activos de la silica con un trialquil clorosilano. De este
modo, se consigue depositar quimicamente un film organico, cambiando de

forma radical las propiedades de la superficie de la silica. Con el proceso de
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derivatizacion se pueden conseguir casi cualquier tipo de polaridad. Los

sustituyentes alquilos pueden ser grupos C,g, Cg, Cs, C4, C», fenilos, CN...

En cuanto a detectores, se encuentran los de indice de refraccién,
conductividad, UV-VIS, electroquimicos y fluorescencia. La cromatografia liquida
en fase reversa es la mas utilizada, en deteccién con el detector de absorciéon
molecular UV-VIS; principalmente el detector de red de diodos ya que permite
una mayor selectividad y la posibilidad de confirmacion mediante el espectro
completo de la molécula. Se han descrito aplicaciones en frutas y vegetales
(Caboni y col. 2005; de Melo Abreu y col. 2006). Algunos pesticidas no pueden
ser determinados directamente con GC por no tener suficiente volatilidad o ser
compuestos termolabiles como benomilo, carbendazima o tiofanato de metilo.
Para este tipo de compuestos el uso de la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) es particularmente atil. Las columnas mas utilizadas para la
separacion de plaguicidas en uvas y vino son de fase reversa (Cig) y los
sistemas de deteccibn mas usados para analizar estos compuestos son el
Ultravioleta-Visible (UV-VIS) (con red de diodos) (de Melo Abreu y col. 2005;
Angioni y col. 2006; Oliva y col. 2007; Vaquero-Fernandez y col. 2008).

La aplicacion de reacciones de derivatizacion, generalmente on line y
postcolumna también es un aspecto importante en el desarrollo de métodos
para el analisis de determinados plaguicidas como carbamatos y piretroides cuya
determinacién se realiza mediante una reaccidon de hidrdlisis posterior a la
separacion y formaciéon de un derivado fluorescente que se detecta en el

detector de fluorescencia (Tseng y col. 2007; Parrilla Vazquez y col. 2008).

Los acoplamientos HPLC con espectrometros de masas han alcanzado en las
ultimas décadas un importante desarrollo, una vez superadas las dificultades
técnicas que permiten combinar el flujo de fase mévil que emerge de la columna
de liquidos con el elevado vacio necesario para un analizador de masas. El
desarrollo de interfases de acoplamiento a nivel comercial ha permitido la puesta
en el mercado de interfases de ionizacidon a presion atmosférica (API), entre las

que se distinguen electrospray, ion spray e ionizacibn quimica a presion
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atmosférica (APCI). Se ha utilizado el acoplamiento HPLC-MS para casos en los
que exista gran cantidad de interferencias o se necesite una elevada sensibilidad
para poder determinar los limites de residuos legales y para pesticidas polares
termolabiles se utiliza la espectrometria de masas (Sagratini y col 2007; Kruve y
col. 2008). También se han desarrollado detectores que permiten la obtenciéon
de espectros MS/MS que han supuesto un incremento en la sensibilidad de la
técnica (Pihlstrom y col. 2007; Sagratini y col. 2007). Recientemente se ha
desarrollado la técnica UPLC “Ultra Performance Liquid Chromatography” en
tdndem con espectrometria de masas para la determinacion de pesticidas en
frutas y vegetales, y otros alimentos. Con esta técnica se obtiene una mayor
eficiencia junto con menores tiempos de analisis por el uso de fases
estacionarias de pequefio tamafio de poro (1.7 pum), y fases moviles a
velocidades mayores y una instrumentacion que opera a grandes presiones
(15000 psi aprox). Se consigue una mayor resolucibn y un aumento en la
respuesta, junto con menor ensanchamiento de picos (Leandro y col. 2007;

Romero-Gonzalez y col. 2008).

7. FITORREGULADORES Y EFECTOS

En los Ultimos afios se ha asistido al desarrollo y aplicacion importante de los
reguladores de crecimiento en muchos cultivos, buscando un mejor dominio y

control de los procesos fisiolégicos de las plantas.

En la vifia la experiencia es menor que en otros cultivos, por lo que es
importante considerar algunos aspectos basicos de los reguladores de
crecimiento, término que se aplica a una gran diversidad de sustancias,
considerando como tal a todo compuesto organico, diferente de los nutrientes,
que, con cantidades pequefias es capaz de promover, inhibir o modificar de
alguna manera un proceso fisiolégico cualquiera de la vida vegetal. Los mas
utilizados se clasifican en los siguientes grupos: auxinas, giberelinas,

citoquininas, inhibidores y retardantes, y etileno y generadores de etileno.
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La utilizacién de reguladores de crecimiento no ofrece seguridad de obtener
una respuesta adecuada, como sucede con otros productos fitosanitarios cuando
se emplean las recomendaciones técnicas; la respuesta a los reguladores
depende del estado fisiolégico de la planta, determinado por un conjunto de
factores: caracteristicas genéticas de la variedad, presencia o no de virosis,
condiciones de clima y suelo, técnicas de cultivo aplicadas, etc.; por ello, los
resultados obtenidos con una misma sustancia, aplicada a las mismas dosis,
pueden ser diferentes de un afio a otro, o segun las técnicas de cultivo

empleadas.

La acciéon de una sustancia y, sobre todo, sus efectos después de una
aplicacion, deben considerarse por las modificaciones que pueden producir en el

equilibrio hormonal o en un proceso.

Por lo indicado anteriormente, la utilizacién de los reguladores de crecimiento
debe ir precedida de una experimentacion en las condiciones particulares de

cada zona viticola (Sotés 2004).

Uno de los efectos que se persigue con el uso de reguladores de crecimiento
es el control de la producciéon a través del aclareo de racimos. La teoria clasica
para obtener uva de calidad aboga por un equilibrio entre cantidad y calidad,
que se consigue limitando la produccion de uva por hectarea. La obtencién de un
vino de calidad exige manejar producciones moderadas en la cepa y es de
especial interés precisar la relacién entre el nivel de rendimiento y el desarrollo
vegetativo de la cepa. La limitacion del rendimiento por la supresion de racimos
en principio favorece la calidad del mosto y del vino, ademéas de producir una

mayor acumulacion de reservas de la planta (Puertas y col 2003).

El aclareo es la supresion parcial de racimos, bien sea de forma manual o de
forma quimica. El aclareo de racimos puede contribuir a equilibrar la produccién
de uva y a mejorar el proceso de maduracidn en campafias y condiciones
climaticas y culturales poco favorables (Garcia-Escudero y col. 1995). Ademas el
aclareo constituye una firme alternativa para corregir en un afio determinado los

excesos de produccion, lo que resulta interesante para zonas viticolas que deben
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ajustar sus rendimientos a las exigencias de una normativa legal, como puede
ocurrir en denominaciones de origen u otras zonas amparadas por figuras de
calidad (Garcia de Lujan 1992). En la mayor parte de los casos, produce una
maduracién mas rapida de la uva y una mejora cualitativa, lo que depende muy

estrechamente del periodo de realizacion del aclareo (Garcia-Escudero 2000).

La época mas efectiva para hacer el aclareo es el envero (Tardaguila y
Bertamini 1993), ya que en ese momento se alcanza la parada vegetativa y los
apices de los paAmpanos no son activos, por tanto los azucares sintetizados por

las hojas se acumularan sélo en los racimos.

También se constata un incremento del pH, del contenido de potasio, de
antocianos y de carga aromatica (Fregoni y Corazzina, 1984). La influencia del
aclareo en el pH del mosto, al igual que en la acidez total, es menor que en la
acumulacion de azucar. Algunos autores constataron que en las experiencias en
las que se mejora la relacidon Superficie Foliar Total /Produccion, muchas de ellas
a través del aclareo de racimos, se obtiene un mayor contenido en antocianos y
fenoles (Jackson y Lombard 1993). Asimismo, se ha encontrado que los mostos
procedentes de la practica del aclareo presentan mayor intensidad colorante
(Puertas y col. 2003). El aclareo interviene en la cinética de la maduracion con
una mejora cualitativa de mostos y vinos en afios y condiciones poco favorables;
cuando se pretenden alcanzar niveles de calidad mas elevados; cuando hay que
cumplir la legislacion respecto a producciones maximas; cuando la poda no ha

sido la adecuada.

El aclareo manual es una operacibn muy costosa en cuanto a tiempo
(aproximadamente 40 horas por hectarea) y mano de obra. Normalmente se
suele realizar eliminando normalmente un minimo del 30 % de la produccion,

dejando el racimo inferior en el brote.

En definitiva, el aclareo supone una mejora cualitativa del vino: aumento del

grado alcohdlico; aumento del nivel de antocianos; preferencia de los catadores

por los vinos procedentes de parcelas sometidas a aclareo.
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8. COMPUESTOS ESTUDIADOS
8.1. Diclofluanida

Es un fungicida empleado para el control de botrytis, mildiu y otros hongos
que atacan a la vid. Actia por contacto foliar con accidn preventiva
multipuntual. Interfiere en el mecanismo respiratorio del hongo. Pertenece a la
familia de los N-trihalometiltio (N-diclorofluorometiltio-N’,N’-dimetil-N-
fenilsulfamida). Comercialmente formulado como WP (polvo mojable) 50% o DP
(polvo para espolvoreo) 3 % denominado Euparen 3. En la Figura 1-25 se
muestra la estructura quimica del compuesto. En cuanto a su persistencia, se
degrada rapidamente y tiene poca movilidad en suelo. El limite maximo de
residuos para vid es de 10 mg kg™ y tiene asignado un plazo de seguridad de 7
a 20 dias segun la formulacién (The Pesticide Manual 1997). Actualmente esta

prohibido su uso en vid en la Unién Europea.

CHg

Cl
Cl S

(6]
[N,
NN
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3

Figura 1-25. Estructura de Diclofluanida

En la bibliografia se encuentran diferentes métodos de analisis para este
compuesto. Mayoritariamente son métodos basados en una extraccion en fase
solida y posterior determinacién por cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masas (Wong y col., 2003) o por cromatografia liquida de alta
resolucién (Rial Otero y col. 2003). Otros métodos utilizan la extraccion liquido-
liquido y posterior determinacion por CG (Navarro y col. 2000), y la SPME con
CG-ECD (Correia y col. 2000).
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8.2. Metalaxil

Es un compuesto fitosanitario de la familia de las fenilamidas (Metil N-
(metoxiacetil)-N-(2,6-xilil)-DL-alaninato). Es empleado para el control del
mildiu, actuando como fungicida sistémico con accién curativa y preventiva.
Inhibe la sintesis proteica del hongo interfiriendo en la sintesis del ADN
ribosomal. Comercialmente se encuentra formulado con otros compuestos como
captan o folpet, como WP o GR (granulos sin cebo) y llamado Ridomil o Milor. No
se acumula en tejidos y suelos. Su estructura quimica se muestra en la Figura I-
26. El LMR permitido en vid es de 2 mg kg'y el plazo de seguridad que tiene
establecido es de 14 a 28 dias segun la dosis y formulacion (The Pesticide
Manual 1997). Dentro del sistema de produccién integrada esta permitido su uso

en uva de vinificacion hasta inicio de envero, aplicAndose junto con folpet,

O,
(0]
O\)J\
N
H3C. f .

Figura 1-26. Estructura de Metalaxil

manconzeb u 6xido de cobre.

o~

CHg

H3C/ CHs
CHs

Su andlisis mayoritario se basa en una previa extraccion liquido-liquido y
determinacién por CG con detectores MS y NPD (Navarro y col. 1999, 2000).
También se han desarrollado métodos con extraccion en fase sélida y

posteriormente CG-MS (Wong y col. 2003).
8.3. Penconazol

Pertenece a la familia de los azoles (1-(2,4-dicloro-B-propilfenetil)-1H-1,2,4-

triazol). Es utilizado para el control de oidio y otros hongos patégenos como
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Ascomycetes y Deuteromycetes actuando de forma sistémica con accién
preventiva y curativa. Inhibe la sintesis de ergosterol de la membrana celular
del hongo frenando su desarrollo. Se encuentra formulado como WP al 10% con
el nombre comercial Topas. Es bastante persistente. La Figura 1-27 muestra su
estructura quimica. El LMR para vid es de 0.2 mg.kg™ y el plazo de seguridad
establecido es de 14 dias (The Pesticide Manual 1997). Esta permitida su
aplicacion hasta el inicio de envero en uva de vinificacion en produccion

integrada.

H3C

Cl

Figura 1-27. Estructura de Penconazol

En la bibliografia revisada se encuentran como métodos de andlisis:
extraccion liquido-liquido (Navarro y col. 1999), extraccion en fase sdélida y CG
(Jiménez y col. 2001), y mas recientemente la extraccion en fase soélida y HPLC
con red de diodos (Millan y col. 2003).

8.4. Pirimetanil

Fungicida empleado fundamentalmente para el control de la podredumbre
gris (Botrytis cinerea) con accion curativa y preventiva. Es sistémico, inhibiendo
las secrecidon de enzimas necesarias para la infeccidon. Pertenece a la familia de

las anilinopirimidinas  (N-(4,6-dimetilpirimidin-2-il)anilina). Se encuentra
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formulado del tipo SC (suspension concentrada) al 40% con el nombre comercial
Scala. No se ha observado acumulaciéon en tejidos y suelos, desaparece o
degrada rapidamente. La estructura quimica se muestra en la Figura 1-28. El
limite maximo de residuos permitido en vid es de 5 mg kg* y el plazo de
seguridad que tiene establecido es de 21 dias (The Pesticide Manual 1997). Esta

permitido su uso en produccion integrada.

H
N CH;

=
"X
CHy

Figura 1-28. Estructura de Pirimetanil

Los métodos de andlisis usados son similares a los citados anteriormente
para los otros compuestos: extraccion liquido-liquido y determinacion por
cromatografia gaseosa (Navarro y col., 1999 y 2000) o por cromatografia liquida
(Rial Otero y col., 2003) y extraccion en fase sélida y CG-MS (Wong y col.,
2003).

8.5. Prohexadiona de Calcio

La produccion de uvas de calidad requiere el control de multiples y variados
parametros. Es por ello, que en lo que se refiere a la vitivinicultura de calidad,
estd aumentando la preocupacion por el control del rendimiento en la
produccién. Hasta el momento, parece innegable que bajos rendimientos de
cosecha pueden proporcionar uvas de mayor calidad que las obtenidas con
mayores rendimientos. En la actualidad, el aclareo de racimos (o vendimia en
verde), como se ha comentado anteriormente en al Apartado 7, es una técnica
ampliamente utilizada para reducir la produccién en cepas vigorosas o en cepas
que no han estado expuestas a condiciones climatoldgicas favorables. El aclareo
de racimos produce un incremento en la Intensidad Colorante (IC), Indice de

Polifenoles Totales (IPT) y antocianos (Garcia Escudero y col. 2004).
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Ya se ha comentado el uso de reguladores de crecimiento como meétodo
alternativo para el control de la producciéon. La prohexadiona de calcio (ProCa)
(3-oxido-4-propionil-5-oxo0-3-ciclohexen-carboxilato, en la Figura 1-29) es un
inhibidor de la biosintesis de las giberelinas con limitada persistencia (Owens y
Stover 1999). ProCa actia bloqueando a dos dioxigenasas oxoglutarato-
dependientes, que catalizan los Ultimos pasos de la ruta biosintética. La 3-8
hydroxilacion de la GA,, (inactiva) pasando a GA; (biolégicamente activa) se
encuentra especialmente inhibida por ProCa, lo que da como resultado una
reduccion del crecimiento longitudinal de los brotes en las plantas (Evans y col.
1999; Graebe 1987). ProCa se aplica facilmente por pulverizacion y no
constituye ningun riesgo aparente para los consumidores o para el
medioambiente (Rademacher y Kober 2003). Se ha comprobado que la
prohexadiona de calcio es captada normalmente y por completo en ocho horas
después de su aplicacion, y que se degrada en plantas con una vida media de
unas pocas semanas y en el suelo con una vida media menor de una semana,
sin que se produzca ningun metabolito toxico (llias y Rajapakse 2005). ProCa se
ha registrado para manzanas como Apogee® (27.5 % ProCa) en EEUU y como
Regalis® (10 % ProCa) en Europa (Miller y Tworkoski 2003) por el fabricante
BASF.

La prohexadiona de calcio se ha aplicado en arboles frutales con resultados
satisfactorios (Basak y Rademacher, 2000; Bazzi y col. 2003; Gosch y col.
2003; Smit y col. 2005). Algunos estudios han revelado que la aplicacion de
prohexadiona de calcio también reduce la incidencia y la severidad del fuego
bacteriano causado por la especie Erwinia amylovora (Fernando and Jones 1999;

Momol y col. 1999), aunque el compuesto no tiene actividad bactericida.

Los primeros estudios que se encuentran acerca de ProCa en vifia fueron
realizados por Lo Giudice y col. (2003, 2004). Estos autores estudiaron el
impacto de la aplicacion de ProCa en cepas vigorosas de Vitis vinifera,
especialmente en variedades Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, Chardonnay

y Seyval.
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— — 1/2 Cat++

OH

Figura 1-29. Estructura de Prohexadiona de calcio

Los compuestos mas importantes para la calidad de las uvas tintas como los
polifenoles (antocianos, flavonoles) se encuentran en los hollejos. Estos
compuestos son responsables del color, astringencia, amargor y cuerpo de los
vinos (Riberau-Gayon y col. 2002). La prohexadiona de calcio produce una
reduccion en el tamafio de la baya. Este hecho conlleva un incremento en la
relacion superficie/volumen, incrementando tedricamente la proporcion de los
precursores de aroma y flavor en el mosto y en el vino, con lo que se aumenta
potencialmente la calidad del vino (Lo Giudice y col 2004). Ademas, una
reduccion en el tamafio de la baya y la produccién de racimos menos compactos
pueden disminuir la incidencia y severidad de Botrytis cinerea y otras
podredumbres del racimo, particularmente en ambientes humedos (Vail y Marois
1991).

En la variedad Cabernet Sauvignon, la reduccién del tamafio y peso de la
baya se relaciond con un incremento en la Intensidad Colorantre (absorbancia a
420 y 520 nm), antocianos totales y polifenoles totales. Los efectos observados
en la composiciéon de las uvas fueron generalmente positivos, pero el efecto en
la calidad y las caracteristicas organolépticas del vino final son todavia

desconocidos (Lo Giudice y col. 2004).
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Las paradas de fermentacion en vinos tintos es un serio problema enoldgico
en la Denominacion de Origen Calificada “Rioja” como muestran las continuas
descalificaciones de vinos, de acuerdo con los datos del Consejo Regulador. Un
factor implicado en este problema es la presencia de residuos de productos

fitosanitarios en las uvas vendimiadas y, por ello, en el mosto a fermentar.

El primer objetivo fundamental de este trabajo es el desarrollo de métodos
analiticos para la determinacion de los fungicidas diclofluanida, metalaxil,
penconazol y pirimetanil en uvas, en mosto y en el vino elaborado. Para

conseguirlo se han planteado otros objetivos que se enumeran a continuacion:

1. Seleccién de las variables del proceso de extraccion liquido-liquido vy

extraccion en fase solida de los compuestos estudiados.

2. Estudio del efecto de la diferente matriz en el tratamiento de muestra y

cuantificacion de los compuestos.
3. Estudio de validacion de los métodos desarrollados.

4. Estudio de la influencia de la aplicacion de productos fitosanitarios
(fungicidas y reguladores de crecimiento) en campo sobre la

fermentacion y en el vino elaborado.

5. Analisis de residuos de productos fitosanitarios en las distintas muestras

enoldgicas.

6. Diferenciacion entre vinos obtenidos con uvas tratadas y uvas sin

tratamiento.
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1. APARATOS E INSTRUMENTOS

A continuacién se detallan cada uno de los aparatos e instrumentos que se

utilizaron en el desarrollo de esta investigacion.

1.1. Cromatégrafo de gases con detector nitrogeno-féosforo (GC-
NPD)

El equipo GC-NPD que se ha utilizado se muestra en la Figura III-1 y consta
de los siguientes elementos:

a) Una linea de gas helio (pureza 99.999 %).
b) Una linea de gas hidrégeno (pureza 99.999 %)
c) Una linea de gas aire comprimido puro sintético (pureza 99.99 %).
d) Un cromatégrafo de gases Agilent Technologies 6890N equipado con:
+ Una columna capilar cromatografica HP5MS con fase estacionaria
5% difenil 95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm d.i. con 0.25
pm de espesor).
» Un inyector automatico Agilent 7683 con carro de muestras para 100
viales de 2 mL.
« Un detector de nitréogeno-fosforo.
e) Un ordenador equipado con el software HP GC Chemstation Rev.
A.08.03 para el control de todos los parametros del cromatdgrafo de
modo automatico.

f) Impresora.

e

Figura III-1: Equipo CG-NPD
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1.2. Cromatégrafo de gases con detector de espectrometria de
masas (CG-MS)

El equipo GC-MS que se ha utilizado se muestra en la Figura III-2 y consta

de los siguientes elementos:

a) Una linea de gas helio (pureza 99.996 %) con filtro.
b) Un cromatografo de gases Agilent Technologies 7890 con detector de
espectrometria de masas MS por impacto eléctréonico EI equipado con:
*« Una columna capilar cromatografica HP5MS con fase estacionaria
5% difenil 95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm d.i. con 0.25
um de espesor).
+ Un detector de espectrometria de masas por impacto electrénico en
modo full scan y SIM.
c) Un ordenador equipado con el software MSD Chemstation Rev.
E.01.01.335 para el control de todos los parametros del cromatdgrafo
de modo automatico.

d) Impresora.

Figura III-2: Equipo CG-MS

1.3. Concentradores

Para concentrar los componentes de las muestras y extractos se ha utilizado

un rotavapor Buchi R-200 (Figura III-3) y un evaporador con corriente de
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nitrégeno Zymark TurboVap® II para la evaporacién de agua y disolventes
organicos (Figura III-4).

Figura III-3: Rotavapor Figura III-4: Concentrador bajo corriente de N,
1.4. Agitadores

El tratamiento de extraccidn liquido-liquido con disolvente organico se llevd a
cabo asistido por agitacién orbital. Los embudos de decantacién se colocan en
agitadores Heidolph RZR 1 con capacidad para 5 embudos.

Para facilitar la disolucion de los analitos en la fortificacion de uvas sin
tratamiento se utilizaron un Vortex Maxi Mix II y un bafio de ultrasonidos
Branson 5510 (en Figura III-5).

1.5. Centrifugas

Para centrifugar las muestras sdlidas de uvas se utilizd la centrifuga Rotina
38 Hettich Zentrifugen y para las muestras liquidas de fermentacién se utilizé el

modelo Sorvall RC6 Plus con capacidad de refrigeracién.
1.6. Balanza analitica

Para pesar los patrones puros y otros reactivos se ha utilizado una balanza
analitica digital Sartorius BL 120S con una precisién de décima de miligramo.
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1.7. Estufas

Para realizar los ensayos de fermentacion a temperatura controlada de 28 °C
se utilizd una incubadora con agitacién y refrigeracion, Innova 4330
(Refrigerated Incubator Shaker). Para secar los filtros con los posos de
levaduras a 28 °C se ha empleado una estufa P Selecta con regulacion digital.

1.8. Aparatos para extraccion

La extraccién de los analitos de diferentes partes de la uva se llevé a cabo
mediante la aplicacién de ultrasonidos en un bafio termostatizado a 20 °C
Branson 5510 Ultrasonics (Barcelona, Espafa). Para la trituracion,
homogeneizacion y extraccién desde las muestras sélidas de uvas se utilizé un
triturador Heidolph SilentCruher M (Scwachbach, Alemania) (Figura III-5).

Para llevar a cabo el proceso de extraccién en fase sélida (SPE), se utilizé un
dispositivo Visiprep SPE a vacio con manoreductor suministrado por Supelco

(Bellefonte, PA, EEUU), con capacidad para procesar 12 tubos simultaneamente

(Figura III-6).

Figura III-5: Bafio de ultrasonidos, vortex y triturador
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Figura III-6: Dispositivo de SPE

2. REACTIVOS Y DISOLUCIONES

Los patrones de los plaguicidas y del patrén interno utilizados (diclofluanida,
metalaxil, pirimetanil, penconazol y metribucina) son suministrados por la casa
comercial Riedel-de-Haén (Seelze, Alemania), con certificacion de pureza >99 %
(grado Pestanal). Los reactivos utilizados, su grado de pureza y la firma

comercial que los suministra se muestran en la Tabla III-1.

Tabla III-1: Reactivos utilizados

Compuesto Grado de pureza Casa comercial
Acetato de etilo 299.8 % Carlo Erba
Acetona 299.8 % Scharlau
Acido tartarico >99.9 % Panreac
Agua Milli Q 22 MQ cm Millipore
Ciclohexano 99.5 % Lab Scan
Cloruro de sodio 99.5 % Carlo Erba
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Cloroformo 299.8 % Merck
Dihidrégenofosfato de potasio 98-100 % Panreac
Etanol 2 99.8 % Scharlau
Hexano 299.5 % Scharlau
Metanol 299.8 % Merck
Metil-isobutilcetona 299.8 % Merck
Sacarosa 2 99.0 % Fluka
Sulfato de amonio 299.9 % Panreac
Sulfato de magnesio 98-100 % Panreac
Sulfato de sodio anhidro =299.0 % Panreac

Se han preparado disoluciones patrén concentradas en metanol de 1000 mg
L' a partir de los compuestos puros para la fortificacién en mosto y vino
sintéticos y reales, asi como en extractos de uva, mosto y vino reales. Para el
estudio del efecto matriz y calibrado de los métodos, se han utilizado
disoluciones mas diluidas de 5, 25 y 100 mg L! en metanol. Todas las

disoluciones se mantuvieron a -20 °C.
3. MUESTRAS SINTETICAS Y REALES

Las disoluciones de mosto y vino sintéticos se prepararon con la composicidn
que se muestra en la Tabla III-2. El contenido de sacarosa en el mosto sintético
esta relacionado con el contenido de alcohol en el vino sintético obtenido como

consecuencia de la fermentacion alcohdlica.

Tabla III-2: Composicidon del mosto y vino sintéticos

Mosto sintético Vino sintético
Sacarosa 202 g L™ Acido tartérico 5 g L™
Dihidrégenofosfato de potasio KH,PO, 5 g L* Etanol 12 % (v/v)
Sulfato de amonio (NH,4),S0,4 2 g L? pH = 3.6
Sulfato de magnesio MgS0, 2 g L
pH = 3.6
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Las disoluciones de mosto real se obtuvieron por estrujado y prensado de
uvas vendimiadas en vifias de la DOCa Rioja que no han sido tratadas con
producto fitosanitario alguno al menos en los diez ultimos afos. El mosto
obtenido contiene 220 g L de azlcares y un pH de 3.35. Las disoluciones de
vino real se obtienen por fermentaciones en el laboratorio del mosto real tras la
inoculacién de levaduras seleccionadas comerciales (VRB Uvaferm, Lallemand,
Australia) con una dosis de 0.3 g L'}, controlando en todo momento la evolucién
del proceso fermentativo. El grado alcohdlico alcanzado fue 12.8 % (v/v) y el pH
fue 3.50.
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1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

La separacion de los fungicidas objeto de estudio se realiza por cromatografia
de gases con detector de nitrégeno-fésforo y una columna capilar HP-5MS (5 %
de fenil metil siloxano entrecruzado) de 30 m de longitud, 0.25 mm de diametro
interno y 0.25 um de espesor de fase estacionaria. Se ha optimizado el proceso
térmico en el horno cromatografico obteniendo una programacion con dos
rampas de temperatura que se detallan a continuacién: la temperatura inicial del
horno es de 80 °C que se mantiene durante 0.9 minutos (actia como trampa
fria para condensar la muestra); la primera rampa es de 70 °C min?! hasta
alcanzar una temperatura de 225 °C que se mantiene en isotermo durante 5
minutos; la sequnda rampa, también de 70 °C min’}, alcanza una temperatura

final de 275 °C que se mantiene en isotermo durante 5 minutos.

El inyector se mantuvo a 200 °C. El gas portador (helio) (99.996 % de

pureza) a un caudal de 1.5 mL min.

La temperatura del detector se fijo en 325 °C. La relacién de flujos para el
detector ha sido 3 mL min?! para H, y 70 mL min? para aire. Como gas de

relleno o “make-up” se ha utilizado helio con un flujo de 3 mL min™?.

La inyeccion ha sido realizada en modo “splitless” (sin division de flujo) con

un tiempo de purga de 0.9 minutos.

La cuantificacion se ha realizado por el método del patréon interno (P.I.)

utilizando metribucina.

Los tiempos de retencidn obtenidos en estas condiciones para los diferentes

compuestos estudiados se muestran en la Tabla IV-1.

Tabla IV-1: Tiempos de retencién de cada analito

Compuesto Tiempo (min)
Pirimetanil 4.19 £ 0.01
Metribucina (P.I.) 4.51 £ 0.01
Metalaxil 4.62 £ 0.02
Diclofluanida 4.89 £ 0.03
Penconazol 5.30 £ 0.02
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La Figura IV-1 representa el cromatograma tipico de separacion de los

fungicidas y el patrén interno metribucina en las condiciones mencionadas.

Pirimetanil

200 1 Penconazol
Metalaxil  piciofluanida

100 - kMetribuc):i@A\ )k

4 4,5 5 55 6
Tiempo (min)

Intensidad (pA)
w
8

Figura IV-1: Cromatograma de separacion (GC-NPD) con la identificacién de

los compuestos

2. SELECCION DE PATRON INTERNO

Para la seleccion del patrén interno de cuantificacién se realizaron estudios
preliminares con dos compuestos, trifenilfosfato y metribucina. Se realizé un
calibrado de los dos compuestos en la mezcla de disolventes hexano/ tolueno en
relacién 1:1 (donde mayor es su solubilidad segun la bibliografia) y con el
método cromatografico descrito. Las caracteristicas analiticas de cada uno de
los productos se muestran en la Tabla IV-2.

El tiempo de retenciéon para trifenilfosfato es 8.31 minutos y para
metribucina es 4.51 minutos. Observando los datos de la tabla, se comprueba
gue metribucina presenta mejor ajuste lineal que trifenilfosfato, asi como mayor

sensibilidad y menor desviacion estandar en las medidas.
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Tabla IV-2: Caracteristicas analiticas de los patrones internos

LD LC
Compuesto Intervalo . . Ecuacién 2 R2 DER® ,%
lineal (pg L'Y) (Mg L?) (Mg L)
P A = 28.573 (+ 4.576) C - 2.5
Trifenilfosfato  28.7 - 11480 12.2 20.6 9.276 (£0.725) 0.9987 (114.8)
I A = 77.980 (+ 0.336)C 1.8
Metribucina 10.2 - 10200 3.8 5.8 ~3.176( 1.237) 0.9999 (102.0)

a A: Area relativa; C: Concentracion
® Calculado a partir de cuatro medidas(n=4). Concentracién (ug L'!) entre paréntesis

Se realizd un estudio de repetibilidad de los dos compuestos objeto de
estudio a tres niveles de concentracion. En la Tabla IV-3 se observa que la
repetibilidad de metribucina es mayor que la de trifenilfosfato en los tres niveles
de concentracién, por tener menores desviaciones en todos los casos. En
funcion de todos estos resultados se escogié6 metribucina como patrén interno
en una concentracién de 1 mg L™, que proporciona una sefial adecuada para

hacer la relacion de areas para los analitos.

Tabla IV-3. Estudio de repetibilidad, expresada como DER (%)

Compuesto DER, %
0.1 mg Lt 0.5mgL* 1.0 mg L?
Trifenilfosfato 8.63 3.80 2.48
Metribucina 3.65 0.43 1.19

3. METODO DE CONFIRMACION

Para la confirmacion de los compuestos objeto de estudio se utilizo la técnica
de cromatografia de gases con deteccion de espectrometria de masas (GC-MS).
El método utilizado presenta las condiciones que a continuacién se describen. El
flujo de gas portador He fue 1.5 mL min' y se utilizd6 una columna capilar
HP5MS (5 % de fenil metil siloxano entrecruzado, de 30 m de longitud, 0.25 mm
de didmetro interno y 0.25 pum de espesor de fase estacionaria). El programa de
temperaturas del horno fue el siguiente: temperatura inicial del horno de 80 °C
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que se mantiene durante 0.9 minutos, rampa de 70 °C min? hasta de 225 °C
gue se mantiene durante 5 minutos; la sequnda rampa, también de 70 °C min’?,
alcanza una temperatura final de 275 °C que se mantiene durante 5 minutos. El
volumen de muestra inyectado es 1 uL en modo splitless con un tiempo de
purga de de 1 minuto. El espectrometro de masas opera en modo de impacto
electrénico (con una energia de ionizacién de 70 eV), con 3.50 minutos de
solvent delay, la temperatura de la interfase se mantiene a 285 °C, y la
temperatura de la fuente de iones se programa a 230 ©°C, el tiempo de
residencia (dwell time) es 100 milisegundos por ion. Se utiliza el modo SIM
(Selected Ion Monitoring). Los iones seleccionados para cada compuesto son:
198, 199, y 200 m/z para pirimetanil; 103, 144, y 198 m/z para metribucina;
132, 160, y 206 m/z para metalaxil; 123, 167, y 224 m/z para diclofluanida;
159, y 248 m/z para penconazol. La confirmacion se basd, ademas del criterio
del tiempo de retencién, en la presencia de los iones seleccionados con
abundancias relativas de las respectivas abundancias en los patrones estandar
(Document N© SANCO/2007/3131). La Figura IV-2 representa el cromatograma
tipico de separacidon de los fungicidas y el patréon interno en las condiciones

mencionadas.
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250000 A
<
Q 200000 -
<
=)
S 150000 |
2 Metribucina Penconazol

; Diclofluanida
100000 { Metalaxil
50000 - L k ft I\
0+ 7 T
4 45 5 55 6 6,5
Tiempo (min)

Figura IV-2: Cromatograma con la identificacion de los compuestos
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1. EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO PARA MOSTOS Y VINOS
1.1. Seleccién de las variables de extraccion

La cantidad extraida para cada compuesto depende de las variables
utilizadas en la extraccion liquido-liquido, tales como tipo y volumen de
disolvente organico, volumen de muestra, tiempo de extraccién por agitacion
orbital y cantidad de sal afiadida para aumentar la fuerza i6nica de la muestra.
El volumen de muestra se considera fijo, 5 mL. El resto de variables se han

estudiado y optimizado de manera univariante.

En base al método utilizado por Sala y col. (1997), se realiza el estudio sobre
muestras de mosto sintético a las que se le han afadido los cuatro fungicidas
objeto del trabajo, en concentraciones iguales o superiores a sus limites

maximos de residuos en uva, tal como se indica a continuacion:

4 Para metalaxil y penconazol se consideran unas concentraciones
de 20 mg L'y 2 mg L™ respectivamente, diez veces superiores a sus LMR

(2mg L'y 0.2 mgL?, respectivamente)

v Para pirimetanil se considera una concentracién de 5 mg L*

similar a su LMR (5 mg L™).

v Para diclofluanida se considera una concentraciéon de 20 mg L1,

correspondiente al doble del LMR (10 mg L™)

Sala y col. proponen unas concentraciones diez veces superiores a los LMR,
pero para pirimetanil y diclofluanida este estudio no se pudo realizar debido a

que estas concentraciones originan una excesiva sefial y saturan el detector.

En la metodologia del estudio se consideran las siguientes condiciones de
partida: un volumen fijo de muestra de 5 mL, 1 g de sal NaCl, 10 mL como
volumen de disolvente organico para cada uno de los ensayados y 15 minutos
como tiempo de extraccion por agitacidon orbital. Para conocer la recuperacion
de los compuestos o rendimiento de extraccidon se prepararon disoluciones

patrén de los fungicidas en la misma concentracion en disolvente organico.
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1.1.1 Tipo de disolvente organico

Hexano, acetato de etilo (AcEt), acetona/diclorometano (1:1), ciclohexano
acetato de etilo/ ciclohexano (1:1), se estudiaron como disolventes organicos de
extraccién basandose en su polaridad. La Tabla V-1 muestra los resultados de
recuperacion con la desviacion estandar relativa (DER) obtenidos en el estudio

realizado por triplicado.

Los rendimientos mas bajos se obtienen con ciclohexano seguido de la
mezcla acetona/diclorometano. Con acetato de etilo y la mezcla acetato de
etilo/ciclohexano los rendimientos son menores que con hexano y con una
mayor dispersién. Los rendimientos de extraccibn con acetato de
etilo/ciclohexano fueron ligeramente mayores que los de acetato de etilo, pero
tiene la caracteristica comun con acetona/diclorometano y ciclohexano de no

extraer uno de los compuestos a estudiar, diclofluanida.

Tabla V-1: Recuperaciones en la extraccidon con distintos disolventes

% RECUPERACION (DER)

Compuesto

Acetato de Acetona/ . AcEt/
Hexano . . Ciclohexano .
Etilo diclorometano Ciclohexano
Pirimetanil 56.9 (1.2) 35.3 (9.2) 26.6 (5.6) 22.7 (9.4) 42.7 (9.1)
Metalaxil 54.7 (0.6) 35.7 (8.7) 28.5 (9.2) 18.7 (8.8) 45.8 (8.2)
Diclofluanida 68.0 (7.0) 20.9 (8.4) N.D. N.D. N.D.
Penconazol 55.0 (2.8) 34.8 (8.9) 29.1 (9.3) 39.2 (9.2) 43.9 (9.7)

N.D.= No detectado. DER = Desviacion Estandar Relativa (n = 3)

En las condiciones anteriormente descritas y en base a los resultados
obtenidos de valores superiores en la recuperacion junto con una buena

repetibilidad en la extraccion, el disolvente seleccionado es hexano.

Dado que los bajos rendimientos observados con una Unica extracciéon, 54.7
y 68.0 %, se realiz6 una segunda extraccion retirando el primer extracto
organico. La recuperacién de los compuestos con los dos extractos es mayor. En
la Tabla V-2 se muestran las recuperaciones obtenidas con dos extracciones de

10 + 10 mL en mosto sintético. Dichas recuperaciones se aproximan al 100 %o,
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por lo que se decidié continuar el estudio de las siguientes variables realizando

una doble extraccién de 10 + 10 mL.

Tabla V-2: % Recuperacion con una extraccion doble

Compuesto % Rec. (DER)

Pirimetanil 98.3 (3.3)
Metalaxil 94.4 (2.1)
Diclofluanida 115.7 (12.5)
Penconazol 91.0 (3.2)

DER = Desviacién Estandar Relativa (n =3)

1.1.2 Volumen de disolvente

Una vez seleccionado el disolvente de extraccion se realizaron extracciones
con volumenes diferentes de hexano manteniendo las demas variables en su

valor inicial.
Los valores de recuperacion obtenidos se muestran en la Tabla V-3.

Tabla V-3: % Recuperacion con diferentes volumenes de disolvente

Vol.disolvente % RECUPERACION (DER)

(mL) Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida  Penconazol
98.4 (5.4)  84.6 (5.6)  26.8(7.1)  86.2 (9.5)

98.1 (8.0) 91.5(7.1)  114.5(16)  91.3 (9.3)

10 98.9 (6.1)  94.8 (4.7) 117.7(8.8) 93.1 (4.8)
0 98.1 (9.4)  83.9(4.5) 83.2(7.0) 87.8 (9.6)

DER = Desviacion Estandar Relativa (n =3)

La observacién de los datos refleja que para pirimetanil, el volumen de
disolvente no parece afectar a la extraccion, obteniendo rendimientos superiores
al 98 %. Metalaxil y penconazol tienen un comportamiento similar, los valores
mayores de recuperacion corresponden a volimenes de 5 y 10 mL, aunque para
un volumen de 10 mL los rendimientos son ligeramente superiores, 94.8 % y

93.1 % para metalaxil y penconazol, respectivamente. Para diclofluanida los
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valores mayores de recuperacion también corresponden a volumenes
intermedios de 5y 10 mL (114.5 y 117.7 %, respectivamente); mientras que

para 2 mL y 20 mL los valores son menores (26.8 y 83 %, respectivamente).

En funcion de los resultados se selecciona un volumen de disolvente de 10

mL para la extraccion liquido-liquido.

1.1.3 Cantidad de sal (NaCl)

La adicion de sal favorece la migracién de los analitos a la fase organica al
aumentar la fuerza i6nica de la fase acuosa y disminuir la solubilidad de los
compuestos orgéanicos en la misma. Se adicionaron cantidades de NaCl de 0.5 g
1.0y 1.5¢.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla V-4. Se observa que la
adicion de sal proporciona valores similares de recuperacion para todos los
fungicidas pirimetanil, metalaxil y penconazol cuando se afiaden 0.5y 1.0 g
(préximos al 100 %) y valores ligeramente inferiores con 1.5 g. Se seleccion6

0.5 g de NaCl como cantidad adecuada.

Tabla V-4: % Recuperacion con diferentes cantidades de sal

g NaCl % RECUPERACION (DER)
Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol
0.5 98.3 (6.6) 99.9 (3.7) 115.8 (9.4) 89.3 (7.1)
1.0 100.5 (6.4) 100.8 (4.9) 119.9 (9.8) 92.8 (3.4)
1.5 93.6 (7.0) 95.9 (6.9) 119.1 (12.1) 82.4 (2.4)

DER = Desviacion Estandar Relativa (n =3)

1.1.4 Tiempo de extracciéon

La extraccion liquido-liquido es asistida con una agitacion orbital, por lo tanto
se estudid la influencia del tiempo de agitaciéon orbital en la extraccién de los
compuestos. Los tiempos estudiados fueron 5, 10, 15, 20 y 30 minutos a una
determinada velocidad de agitacion, manteniendo los valores iniciales del resto
de los parametros, salvo los ya seleccionados (disolvente, cantidad de sal y

doble extraccion).
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En la Tabla V-5 figuran los rendimientos obtenidos junto con las desviaciones
entre paréntesis. Se observa que a partir de un tiempo de 10 minutos de
agitacion se alcanza el maximo rendimiento de extracciéon para pirimetanil,
metalaxil y diclofluanida. La extraccién de penconazol en estas condiciones es
practicamente independiente del tiempo de extraccion. Se selecciona 10

minutos como tiempo de agitacion.

Tabla V-5: % Recuperacion en los diferentes tiempos de agitacion

Tiempo % RECUPERACION (DER)

(min) Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol
5 96.6 (0.7) 99.1 (1.6) _ 118.0 (15.3) 89.6 (3.0)
10 102.0 (5.6) 103.1 (4.1)  118.6 (3.7) 91.9 (2.6)
15 105.0 (11.9) 104.0 (9.4)  100.8 (4.0) 89.9 (9.5)
20 99.8 (4.6)  101.9 (2.7)  103.9 (12.2) 85.3 (4.9)
30 98.9 (3.3)  100.6 (4.0)  88.1 (14.5) 87.1 (3.1)

DER = Desviacién Estandar Relativa (n =3)

Los parametros de extraccion seleccionados como mas idoneos para los

compuestos estudiados se resumen en la Tabla V-6.

Tabla V-6: Variables de extraccidon seleccionadas

Volumen de muestra 5mL
Disolvente Hexano
Tiempo de agitacion 10 min

Cantidad de NacCl 05g¢g

Volumen de disolvente 10 + 10 mL

1.2. Caracteristicas analiticas del método

La Tabla V-7 muestra los intervalos lineales de concentracion de los
fungicidas estudiados tanto en mosto como en vino sintético, los limites de
detecciéon (LD), los limites de cuantificacion (LC), las ecuaciones de las rectas,
los coeficientes de correlacion (R?) y la desviacién estandar relativa (DER) de las
medidas. La calibraciéon se realizé fortificando mosto y vino sintéticos con siete

concentraciones diferentes, con 3 réplicas.
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Tabla V-7: Caracteristicas analiticas del método LLE-GC-NPD en muestras sintéticas

Intervalo lineal

LD

LC

Compuesto Matriz ‘ ‘ ‘ Ecuacion ? R? DER® ,%
P (ng L™ (gL (ng L™ 0
Mosto 1.04- 10240 0.54 1.04 AR = 4.117 (£ 0.036)C-0.034 (£ 0.042) 0.9998 Amwn_.n_.mv
Pirimetanil
Vino 0.89 - 10240 0.46 0.89 AR = 4.130 (£0.028)C-0.0241 (+=0.033) 0.9999 Amm_.owv
_ 6.04
Mosto 3.26 - 9920 1.49 3.26 AR = 1.022 (+0.004)C—-0.008(+0.005) 0.9999 (49.6)
Metalaxil
Vino 2.79 - 9920 1.28 2.79 AR = 1.007(%0.011)C-0.0075 (+0.013) 0.9996 Aw.omwv
_ 3.89
Mosto 11.9 - 9760 5.16 11.9 AR = 1.802 (+0.049)C+0.296(%0.073) 0.994 (976)
Diclofluanida
Vino 4.13 - 9760 1.79 4.13 AR = 2.536(£0.042)C-0.002 (+0.062) 0.9992 Amo.ﬂ“_.mmv
7.04
Mosto 0.79- 10400 0.42 0.79 AR = 2.385 (+0.051)C-0.072 (*+0.060) 0.998 (52.0)
Penconazol
Vino 0.72 - 10400 0.38 0.72 AR = 2.226 (£0.061)C-0.077(£0.072) 0.997 AM.NNMV

3 AR: Area relativa; C: Concentracion
b Calculado a partir de cuatro medidas (n=4). Concentracién (ug L) entre paréntesis
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El limite de deteccidon (LD) y el limite de cuantificacion (LC) se determinaron
inyectando extractos de vinos y mosto sintéticos sin fortificar (n=6) y midiendo
la magnitud del ruido. LD y LC se estimaron como la concentracion obtenida con
el valor medio del ruido mas tres o diez veces la desviacion estandar,
respectivamente (Miller y Miller, 2002). Se encontraron los menores limites para
penconazol, mientras que los mayores limites fueron los correspondientes para

diclofluanida.
1.3. Selectividad

La selectividad se determiné inyectando extracto de mosto y vino sintéticos
no fortificados; se puede deducir de la Figura V-1 que no hay interferencias en
los extractos de mosto y vino sintéticos. Las condiciones propuestas en el
método de trabajo proporcionaron picos cromatograficos definidos y
reproducibles. El ruido fue similar independientemente de la matriz, mosto o

vino.

pa %0 pA 450
400
50 A 350 B
300 300
250 250
00 200
150 5 150

100 4 100

35 4 45 5 55 [ 35 4 45 5 55 6

time (min) time (min)

Figura V-1: Cromatogramas GC-NPD obtenidos después de ELL: (A) Extracto de
mosto sintético fortificado; (B) Extracto de vino sintético fortificado (1000 ug
LY. Identificacion de los picos: 1 Pirimetanil; 2 Metribucina (El); 3 Metalaxil; 4

Diclofluanida; 5 Penconazol
1.4. Recuperacion, precision y exactitud

Para la realizacion del estudio de recuperacion de los compuestos una vez
seleccionadas las variables de la extraccion liquido-liquido, se prepararon
disoluciones de mosto y vino sintéticos en presencia de los fungicidas objeto de
estudio a dos niveles de concentracién, 1 y 5 mg L™ . Se realizaron tres réplicas

para cada nivel de concentracion.
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La exactitud fue determinada como el porcentaje de recuperacién a los dos
niveles de fortificacion mencionados y la precision se evalué en términos de

repetibilidad en los dos niveles de concentracion.

Las recuperaciones medias para pirimetanil, metalaxil y penconazol
encontradas oscilaron desde 88.2 hasta 98.4 %. La Tabla V-8 muestra las
medias de los resultados obtenidos para las dos matrices en los dos niveles de
concentracién. Los resultados muestran que los valores de desviacidon estandar
relativa son menores del 10 %, entre 1.7 y 6.1 %. El ANOVA revela la ausencia
de diferencias significativas (p>0.05) entre los dos tipos de muestra o matriz
para pirimetanil, metalaxil y penconazol. Para diclofluanida los niveles de
recuperacion fueron muy superiores al 100 %, entre 115.5 y 174.9 %, fueron
muy diferentes entre las dos matrices, y los valores de desviacidon estandar

relativa fueron mayores del 10 %.

Tabla V-8: Recuperaciones medias y precision (ambas en porcentaje) a las
concentraciones de 1 y 5 mg L™ después de fortificar las muestras de mosto y

vino sintéticos

RECUPERACION, (DER) (%)

Compuesto
Mosto Vino
Pirimetanil 96.7 (1.7) 98.4 (2.5)
Metalaxil 92.8 (3.6) 93.9 (4.0)
Diclofluanida 119.1 (9.3) 168.3 (12.3)
Penconazol 88.2 (6.1) 89.8 (6.4)

DER = Desviacion Estandar Relativa (n =3)

1.5. Evaluacién del efecto matriz

En la bibliografia consultada se ha encontrado que algunos andlisis de
pesticidas en mostos y vinos mediante cromatografia gaseosa presentan
notables errores por exceso, con recuperaciones muy superiores al 100%
(HajSlova y col. 1998; Erney y col. 1993). Este fendmeno es atribuido al posible

efecto matriz cromatografico; este efecto se explica por una mayor
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transferencia de los analitos desde el inyector a la columna cromatografica
posiblemente como resultado de la presencia en el extracto de sustancias

procedentes de la matriz estudiada (Bernal y col. 1997).

En este trabajo también se puede dar efecto matriz en la eficacia de
extraccion liquido-liquido debido a la diferente composicion de las muestras
objeto de estudio a lo largo del proceso fermentativo, con una disminucién en la
concentraciéon de azucar y un aumento en la de etanol obtenido en el proceso de
fermentacion alcohdlica. El cambio en la composicion de las muestras durante la
fermentacion alcohdlica (transformacién de mosto a vino) hace que sea
necesario realizar el estudio del posible efecto matriz en el proceso de
tratamiento de muestra. Para ello se prepararon disoluciones sintéticas con
diferente composicién en azucar y etanol, simulando diferentes momentos de
una fermentacion. Se afiadieron los fungicidas en dos niveles de concentracion
(1L y 5 mg L") y se aplicoé por triplicado la metodologia desarrollada de

extraccion liquido-liquido. Las recuperaciones se muestran en la Tabla V-9.

Tabla V-9: Recuperaciones de los fungicidas en distintas matrices sintéticas a

dos niveles de concentracion

% RECUPERACION (DER)

%

Etanol  Glucosa Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol
/v) @@L

1 5 1 5 1 5 1 5
mgL* mgL*? mgL? mgL* mgL* mgL®* mgL® mglL?

96.3 96.9 90.5 94.1 155.5 122.8 86.4 89.1

0.0 2000 16 (11) (0.8 (2.9 (3.8 (4.7) (41) (6.0
o 1500 977 975 933 952 1682 1749 882  90.9
: O s @5 (09 (L7) (1.8) (45 (4.6) (L7
60 1000 967 950 932 940 1662 171.9 89.9  92.7
’ ’ (0.9) (0.6) (0.5 (0.8) (89 (6.5 (2.1) 2.7
60 coo 992 974 966 959 1602 1685 90.3  89.4
: : (0.5 (1.0) (1.9) (0.4) (7)) (7.3) (1.9) (0.7)
120 oo 988 972 942 932 1646 1723 896  89.9

27n (@3 (45 @3 (8 (1) (@0 (5.9

DER = Desviacion Estandar Relativa (n =3)
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El ANOVA realizado a los resultados obtenidos (Tabla V-9) muestra que no
existen diferencias significativas (p>0.05) en la extraccién por la diferente
composicion de las muestras en el caso de pirimetanil, metalaxil y penconazol.
Para diclofluanida los rendimientos encontrados son superiores al 120% para
todas las muestras sintéticas, y mayores cuanto mayor es el contenido en
etanol. Por ello, no parece existir efecto matriz para pirimetanil, metalaxil y

penconazol, y si que se observa para diclofluanida.

Con el fin de corroborar la existencia o no del efecto matriz se realizé el
estudio de la respuesta lineal del método en las dos matrices. Las rectas
obtenidas se muestran en las Figura V-2. El efecto matriz se evalué comparando
estadisticamente sus pendientes. En primer lugar se estudié la homogeneidad de
las varianzas de dichas curvas de calibracion mediante un test de la F de Fisher

a un nivel de significacion del 95%. Para probar si es significativa la diferencia

. .2 2 p .
entre dos varianzas muestrales, Ho .0, =0, se calculd el estadistico F:

F =

cal

m|m
NP

donde 1 y 2 se disponen en la ecuaciéon de modo que F sea siempre = 1. El

numero de grados de libertad para el numerador y denominador es n — 2.

Una vez calculados los estadisticos F para las desviaciones de las rectas
obtenidas para las matrices estudiadas se comprob6é que las varianzas de todas
las rectas eran significativamente iguales. A continuacion se realizé un test t-
Student para cada compuesto y matriz (mosto y vino) aplicando las siguientes
ecuaciones para el calculo de la varianza y del estadistico, t¢,.

(nl B 2)5)2//X1 + (nz B 2)S§/x2
n +n,-4

yIx

-122 -




Capitulo V Desarrollo de métodos analiticos

g bl — bz
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2
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Figura V-2: Rectas de calibrado en mosto y vino sintético para cada uno de los

compuestos

Los resultados muestran que no hay diferencias significativas entre las
pendientes en mosto y vino sintético para pirimetanil, metalaxil y penconazol.
Sin embargo, para diclofluanida las pendientes son estadisticamente diferentes.
Por ello, se puede concluir que no existe efecto matriz para los fungicidas
pirimetanil, metalaxil y penconazol, mientras que para diclofluanida ademas de
observarse un efecto matriz cromatografico por alcanzar recuperaciones del
orden o superiores a 120 %, presenta diferencias en la recuperacion en funcién

del tipo de muestra (o matriz) en el que se realice el analisis; ello implica que
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para realizar la determinacion de diclofluanida en estas muestras, asi como en
el proceso de fermentacidon, es necesario realizar un calibrado por adicién
estandar para cada tipo de muestra o un calibrado en extracto de la matriz

objeto de estudio.

El método desarrollado de tratamiento de muestra mediante una extraccion
liquido-liquido con disolvente organico resulta valido para la consecucion de los
objetivos planteados en este estudio. Hay que considerar que para aquellos
compuestos que presentan efecto matriz el trabajo de determinacion se hace
tedioso, por lo cual se plantea para estudios posteriores desarrollar otros
métodos de tratamiento de muestra aplicando la extraccion en fase soélida y

evaluar la posibilidad de eliminar o minimizar el efecto de la matriz.
1.6. Validacion del método en muestras reales

1.6.1 Caracteristicas analiticas del método

Una vez desarrollado y optimizado el método en las matrices de mosto y vino
sintéticos, se procedié a la aplicacion del mismo en las matrices reales. En
primer lugar se realizé el estudio de las caracteristicas analiticas del método en

este tipo de muestras.

La Tabla V-10 muestra los intervalos lineales de concentracion de los
fungicidas estudiados tanto en mosto como en vino reales, los limites de
deteccion (LD), los limites de cuantificacion (LC), las ecuaciones de las rectas,
los coeficientes de correlacién (R?) y la desviacién estandar relativa (DER) de las
medidas. Las curvas de calibrado se obtuvieron fortificando mosto y vino reales

con siete diferentes concentraciones, realizando 3 réplicas de cada una.

El limite de deteccién (LD) y el limite de cuantificacion (LC) se determinaron
inyectando extractos de vinos y mosto sintéticos sin fortificar (n=6) y midiendo
la magnitud del ruido. LD y LC se estimaron como la concentracidon obtenida con
el valor medio del ruido méas tres o diez veces la desviacion estandar,

respectivamente (Miller y Miller, 2002).
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1.6.2 Selectividad

Se evalud la selectividad del método propuesto en muestras de mosto y vinos
reales exentos de fungidas. La Figura V-3 muestra lo cromatogramas obtenidos
de los blancos de mosto y vino reales fortificados. Las condiciones propuestas en
el método de trabajo proporcionaron picos cromatograficos definidos vy
reproducibles. El ruido fue similar independientemente de la matriz, mosto o

vino.
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Figura V-3: Cromatogramas GC-NPD obtenidos después de ELL: (A) Extracto
de mosto real fortificado; (B) Extracto de vino real fortificado (2500 pg L™).
Identificacién de los picos: 1 Pirimetanil; 2 Metribucina (El); 3 Metalaxil; 4

Diclofluanida; 5 Penconazol

1.6.3 Recuperacién, exactitud y precisién

Para la realizacion del estudio de recuperaciéon de los compuestos se
fortificaron muestras de mosto y vino reales exentos de fungicidas con los
compuestos objeto de estudio a dos niveles de concentracién, 1y 5 mg L™ . Se

realizaron tres réplicas para cada nivel de concentracion.

La exactitud fue determinada como el porcentaje de recuperacion, a los dos
niveles de fortificacibn mencionados. La precision se evalué en términos de

repetibilidad en dos distintos niveles de concentracion.

Las recuperaciones medias obtenidas para pirimetanil, metalaxil vy
penconazol fueron entre 86.2 y 100.6 %. La Tabla V-11 muestra las medias de
los resultados obtenidos para las dos matrices en los dos niveles de

concentracion. Los resultados muestran que los valores de desviacion estandar
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relativa son inferiores del 10 %, entre 1.4 y 4.9 %. El ANOVA revela la ausencia
de diferencias significativas (p>0.05) entre los dos tipos de muestra o matriz
para pirimetanil, metalaxil y penconazol. Sin embargo, para diclofluanida los
niveles de recuperacion fueron muy superiores al 120 % (120.0 y 132.9 % para
mosto y vino respectivamente) fueron muy diferentes entre las dos matrices y
con valores de desviacion estandar relativa de 7.0 y 7.5 % para mosto y vino,

respectivamente.

Tabla V-11: Recuperaciones medias y precision (ambas en porcentaje) para las
concentraciones de 1 y 5 mg L™ después de fortificar las muestras de mosto y

vino real

RECUPERACION, (DER) (%)

Compuesto
Mosto Vino
Pirimetanil 86.2 (1.9) 88.0 (1.4)
Metalaxil 98.3 (3.7) 100.6 (3.7)
Diclofluanida 120.0 (7.0) 132.9 (7.5)
Penconazol 78.3 (4.3) 79.4 (4.9

DER = Desviacion Estandar Relativa (n =3)

1.6.4 Evaluacién del efecto matriz en muestras reales

En primer lugar se realizé el estudio del posible efecto de la distinta
composicion de la matriz sobre la extraccién de los compuestos. Para ello se
fortificaron las muestras recogidas a distintos momentos durante la
fermentacion alcohdlica de un mosto real ausentes de fungicidas, con el fin de
tener distinta composicion en azlcar y etanol de forma natural. Se afiadieron los
fungicidas a dos niveles de concentracién (1 y 5 mg L) y se realizaron

extracciones por triplicado. Los resultados se muestran en la Tabla V-12.

El ANOVA realizado demuestra que no existen diferencias significativas
(p>0.05) en las recuperaciones obtenidas por la diferente composicidon de las
muestras estudiadas ni entre los niveles de concentraciéon (1 y 5 mg L ™) en el

caso de los compuestos pirimetanil, metalaxil y penconazol. Diclofluanida

- 127 -




Capitulo V Desarrollo de métodos analiticos

presenta recuperaciones superiores al 120%, y diferentes segun la composicio

de las muestras y los niveles de concentracion.

Tabla V-12: Recuperaciones de los fungicidas en distintas matrices reales a dos

niveles de concentracion

% % RECUPERACION (DER,%)
Azucares
Etanol Lty Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol
v/v) 1 5 1 5 1 5 1 5

mgL? mgL* mgL? mgL? mgL?* mgL?' mgL®* mglL™?
85.0 87.4 98.8 97.9 118.3 121.7 78.5 78.1

0.00 220
(1.3) (3.9 (1.3) (06) (1.2) (35 (3.0) (2.3)
83.5 86.2 98.5 97.8 119.3 1259 80.1 78.7

4.0 146
(22) (3.8) (0.8) (1.4) (3.4) (49 (40 (@27
o o1 84.7 87.1 99.1 98.9 119.9 1280 81.2 81.5
’ (1.6) (1.2) (@5 (1.9 (25 (2.1) (2.4 (1.9
83.8 87.3 101.1 99.1 1242 132.4 81.6 79.9

10.1 34
(3.0) (2.8) (2.2) (1.3) (6.5 (6.4) (2.8 (3.3)
88.9 87.1 101.1 100.1 144.3 131.4 78.4 80.5

11.7 <5

0.9 (0.7) (2.2) (2.6) (1.3) (1.8) (1.6) (1.6)

DER = Desviacion Estandar Relativa (n =3)

Con el fin de corroborar la existencia o no del efecto matriz se realizo el
estudio de la respuesta lineal del método en las dos matrices reales. Las rectas

obtenidas se muestran en las Figura V-4.

Se realiz6 un test t-Student de hipodtesis para la comparacion de las
pendientes de dos lineas de regresion (mosto y vino) obtenidas para cada uno
de los compuestos estudiados, con una significancia del 95 %. Los resultados
muestran que no hay diferencias significativas entre las pendientes en mosto y
vino real para pirimetanil, metalaxil y penconazol. Para diclofluanida resulta que
si existen diferencias significativas entre ambas pendientes. Por ello, se puede
concluir que no existe efecto matriz en el analisis de pirimetanil, metalaxil y
penconazol. Diclofluanida en estas matrices presenta efecto matriz

cromatografico por alcanzar recuperaciones superiores al 120 % y ademas
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presenta diferencias en la recuperacion en funcién del tipo de muestra (o

matriz) en el que se realice el analisis.

Pirimetanil Metalaxil
60 12
50 MOSTO . 10 b
y = 4,6452x - 0,3535 MOSTO
R?= 0,999 y = 1,0625x - 0,1782
© <
L £ e R?=0,9911
3 3
£ £
< <
2 30 > 6
g g
E ° VINO
8 20 B VINO g 4 : y =1,0054x -0.1105
° y = 4,4081x - 0,2423 © R?=0,9933
R?=0,9938
10 2
o o
o 2 a4 6 8 10 12 o 2 4 6 8 10 12
conc (mg L) conc (mg L)
Diclofluanida Penconazol
40 35
35
MOSTO o
2 y =2,9912x - 0,2761 . MOSTO
© R?=0,9989 <5 y = 2,755x - 0,6297
s g 2_
R 3 R®=0,9935
1 € 20
< s
z 2 z
2 &
> 3 15
S < ® VINO
g v VINO g y = 2,6262x - 0,4673
LI y =2,7215x - 0,518 & 10 R = 0,0952
R? = 0,9949
5 M s
o 0
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
conc (mg L) conc (mg L)

Figura V-4: Rectas de calibrado en mosto y vino reales para cada uno de los

compuestos
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2. EXTRACCION EN FASE SOLIDA PARA MOSTOS Y VINOS

2.1. Seleccion de las variables de extraccion

Para el desarrollo del método basado en la extraccion en fase sdlida (solid
phase extraction — SPE) se estudiaron dos tipos de sorbentes o fases,
octadecilsilano 200 mg (LiChrolut RP-18) y poliestireno-divinilbenceno 200 mg
(LiChrolut EN).

La puesta a punto de la metodologia conlleva diferentes etapas:
acondicionado de la fase, introduccion de muestra, secado y limpieza de la fase,
y elusion analitos. La primera de todas ellas es el acondicionado de la fase que
se realiza eluyendo con 5 mL de metanol y seguidamente con 3 mL de agua

ultrapura Milli Q.

El proceso de extraccion se llevd a cabo en muestras de 5 mL de mosto y
vino reales fortificadas a un nivel de concentracién de 600 ug L de cada
fungicida objeto de estudio. Se evalud la influencia de los siguientes aspectos: el
volumen de muestra, la necesidad de una etapa de lavado, la composicién de la
disolucién de lavado, el disolvente organico utilizado como eluyente y de

volumen, el volumen de ruptura. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

El rendimiento de extraccion para cada compuesto se determina por
comparacion con los valores obtenidos con una disolucién patrén de los
fungicidas en metanol a la misma concentracién. La cuantificacion se realiza

utilizando como estandar interno metribucina en concentracién de 1 mg L™.

Con las mejores condiciones encontradas para cada tipo de fase solida,
volumen de muestra, volumen y composicion en la etapa de lavado, eluyente y
volumen de elucién se propuso un método que ha sido validado y caracterizado

para muestras reales de mosto y vino.

2.1.1 Eluyente y volumen de eluyente

El disolvente de elucidon junto con el tipo de fase sélida son esenciales para el

método de extraccion en fase sélida y dependen de la naturaleza quimica de los
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analitos objeto de estudio. Seis disolventes organicos de diferente polaridad
fueron evaluados para poder seleccionar el mas adecuado para el método:
hexano, cloroformo, acetato de etilo, metil-isobutilcetona (MIBK), acetona y
metanol. Muestras de mosto (5 mL) fortificadas a un nivel de 600 pg L™ de cada
uno de los fungicidas fueron analizadas con cada disolvente. La elucion se
realizé con un volumen total de 5 mL estudiando la recuperacion obtenida para
cada fungicida por cada mL de eluyente que se afiadia. Las Tablas V-13 y V-14

muestran las recuperaciones obtenidas para los dos tipos de fases estudiadas.

Tabla V-13: Recuperaciones obtenidas con los diferentes disolventes en la fase

RP-18 para cada mL de eluyente

Fungicida RECUPERACION (%) RP-18
n-hexano metanol Zze;?ﬁg cloroformo acetona MIBK
Pirimetanil R1 0.0 84.2 98.8 69.9 88.0 82.4
R2 22.4 2.8 2.8 12.9 6.2 10.2
R3 2.1 2.6 1.2 3.1 7.5 6.6
R4 0.0 2.8 10.4 1.2 1.2 5.6
R5 0.0 8.6 0.6 1.2 7.6 18.9
total 24.5 101.0 113.8 88.3 110.5 123.7
Metalaxil R1 0.0 99.3 102.5 80.4 82.6 97.2
R2 19.2 2.0 5.3 11.6 7.8 21.9
R3 4.4 4.3 0.0 0.0 22.0 15.9
R4 0.0 3.9 15.4 0.0 1.7 17.0
R5 0.0 11.4 0.0 0.0 5.8 26.9
total 23.6 120.9 123.2 92.0 119.9 178.9
Diclofluanida R1 5.3 125.5 137.4 97.2 132.4 181.9
R2 70.1 3.3 2.7 8.3 6.9 22.5
R3 35.4 2.6 1.5 24.0 3.1 17.2
R4 16.7 9.4 10.1 0.9 0.6 17.1
R5 0.0 8.0 0.9 1.5 2.8 14.9
total 127.5 148.8 152.6 131.9 145.8 253.6
Penconazol  R1 0.0 128.2 111.4 84.6 74.3 107.2
R2 11.1 3.2 3.7 75.9 10.9 11.8
R3 0.0 2.7 1.1 0.0 43.8 4.2
R4 0.0 2.6 21.4 0.0 1.8 2.8
R5 0.0 16.2 0.0 0.0 6.3 4.2
total 11.1 152.9 137.6 160.5 137.1  130.2
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Tabla 1V-14: Recuperaciones obtenidas con los diferentes disolventes en la fase

EN para cada mL de eluyente

Fungicida RECUPERACION (%) EN

n-hexano metanol gge:ifg cloroformo acetona MIBK

Pirimetanil R1 0.9 7.0 54.7 12.5 42.7 82.7
R2 0.0 7.8 18.0 14.9 22.8 23.9

R3 0.0 11.6 6.0 13.3 6.0 12.3

R4 0.0 86.8 2.4 10.1 5.7 8.5

R5 0.0 11.5 2.0 8.9 1.1 6.7
total 0.9 124.7 83.1 59.7 78.3 134.1

Metalaxil R1 5.7 33.3 68.7 44.4 85.5 99.3
R2 0.0 22.7 16.9 20.6 16.8 21.9

R3 0.0 19.7 8.2 12.7 2.9 18.1

R4 0.0 107.3 4.1 5.5 4.8 16.7

R5 0.0 7.4 2.5 8.1 0.0 10.4
total 5.7 190.4 100.4 91.3 110.0 166.4
Diclofluanida  R1 1.4 89.9 99.3 40.5 89.3 179.3
R2 0.9 20.0 18.5 29.9 23.6 74.4

R3 1.7 20.2 4.6 18.8 1.4 37.0

R4 2.1 135.0 1.7 11.3 3.3 28.4

R5 28.8 13.4 0.9 10.7 2.1 27.4
total 34.9 278.5 125.0 111.2 119.7 346.5

Penconazol R1 0.0 28.2 72.3 29.8 75.0 91.9
R2 12.5 18.6 14.8 20.8 22.2 19.8

R3 0.0 15.5 4.4 13.4 6.4 8.4

R4 0.0 133.8 1.9 5.1 3.7 3.2

R5 0.0 8.7 0.0 4.0 2.1 0.0
total 12.5 204.8 93.4 73.1 109.4 123.3

Con n-hexano se obtienen las recuperaciones mas bajas en ambas fases,
inferiores al 12.5 % en la fase EN y al 23.7 % en la fase RP-18, excepto para
diclofluanida. En el resto de disolventes las recuperaciones oscilan entre 59.7 %,
utilizando cloroformo y cartuchos Lichrolut-EN, y 346.4 % utilizando MIBK
también en cartucho Lichrolut-EN. Se observa que con MIBK las recuperaciones
obtenidas son muy superiores al 120 % en todos los casos. Con metanol como
disolvente se obtienen valores elevados comprendidos entre 101.0 y 152.8 %

para la fase RP-18 con la mayor recuperacion en el primer mililitro de eluyente.
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Para la fase EN los valores oscilan entre 124.7 y 278.5 % con la mayor

recuperacion en el cuarto mililitro de extraccion.

Para acetato de etilo y acetona con la fase RP-18 ya en el primer mililitro de
elucién se obtienen recuperaciones comprendidas entre un 74.3 % y un 137.4 %
respecto al total de los 5 mL que varia entre un 110.5 % y un 152.6 %.
Respecto a la fase EN, con estos mismos disolventes, las recuperaciones oscilan
entre 42.7 % y 99.3 % en el primer mililitro, y entre 78.3 y 125 % en el total de
los 5 mL. Por estas razones se seleccionaron ambos disolventes para continuar
el estudio de optimizacion del método. Dado que la mayor recuperacién con
estos eluyentes se obtiene ya en el primer mililitro y para el cuarto mililitro
afadido la recuperacion es superior al 97 %, se considerd un volumen total de 4
mL como volumen de elucidon. Con el fin de garantizar la completa elucién se

realizaron dos etapas de elucion con 2 mL de disolvente organico (2 mL +2 mL).

2.1.2 Etapa de lavado

Los cartuchos se lavaron con una disolucién mezcla de agua/metanol y para
comprobar la influencia de esta etapa se estudiaron diferentes relaciones de
agua/metanol en la disoluciéon. 5 mL de muestra fortificada con los fungicidas en
una concentracion de 600 ug L™ se hacen pasar a través de los cartuchos. Para
este estudio se trabaja con dos muestras de diferente matriz: matriz acuosa de
mosto y matriz hidroalcohdlica de vino. De esta forma se puede observar la
existencia o no del efecto que la presencia de alcohol en la matriz y en la mezcla

de lavado tendria en la eficacia de extraccion.

La disolucién de lavado est4 formada por diferentes relaciones agua/metanol
desde sd6lo agua a sélo metanol (10/0; 9/1; 7/3; 5/5; 3/7; 0/10). En las Tablas
V-15 y V-16 se muestran las recuperaciones obtenidas para los fungicidas
utilizando 4 mL (2+2 mL) de los eluyentes, acetato de etilo y acetona, y 2 mL
como volumen de lavado de la mezcla seleccionada para cada una de las fases

solidas estudiadas en matrices mosto y vino.

En la fase RP-18 y en ambos disolventes de elucidn se observa que para

relaciones en las cuales la proporcion de metanol es mayor a la del agua el
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rendimiento disminuye fuertemente. Al aumentar la proporcion de metanol, se
pierde cantidad de los fungicidas objeto de estudio en el lavado al ser éstos mas
solubles en este disolvente (The Pesticide Manual, 1997). En el resto de
relaciones (10/0, 9/1, 7/3) los rendimientos de extraccién son superiores al 85.0

% para los cuatro fungicidas y en ambas matrices.

En la fase EN el efecto de la presencia del metanol en la mezcla de lavado es
menos acusado y solo cuando la relacion es elevada (3/7 y 0/10) disminuye la
recuperacion. En el resto de relaciones los rendimientos de extraccion son

superiores al 60.0 % para los cuatro fungicidas y en ambas matrices.

Se observa un efecto mas acusado entre mosto y vino cuando el eluyente
es acetona, y en especial cuando la fase es LiChrolut EN. Se selecciona a partir

de esta etapa acetato de etilo como eluyente.

Tabla V—15: Recuperaciones con distintos lavados para RP-18

LAVADO % RECUPERACION RP-18
Relacion Pirimetanil Metalaxil
agua / Matriz
metanol Acetato de etilo Acetona Acetato de etilo Acetona
. Mosto 97.2 94.4 100.5 107.4
Sin lavado .
Vino 101.6 88.8 102.1 95.1
Mosto 86.2 92.6 120.9 117.8
10/0
Vino 86.3 114.4 97.6 106.5
o/1 Mosto 86.3 87.6 104.0 116.9
Vino 88.3 83.8 103.9 91.7
2/3 Mosto 89.7 86.5 112.2 110.9
Vino 86.6 86.6 101.3 93.6
5/5 Mosto 72.9 81.9 99.8 107.5
Vino 79.7 80.6 117.0 97.8
3/7 Mosto 57.1 47.3 11.9 4.6
Vino 57.5 43.5 17.6 4.8
Mosto 16.8 12.5 8.9 29.9
0/10
Vino 14.3 4.5 6.1 1.5
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LAVADO % RECUPERACION RP-18
Relacion Diclofluanida Penconazol
agua / Matriz . .
metanol Acetato de etilo Acetona Acetato de etilo Acetona
. Mosto 109.0 112.3 115.5 128.6
Sin lavado .
Vino 94.1 94.5 105.0 106.8
10/0 Mosto 113.6 93.0 101.4 115.2
Vino 103.0 102.4 93.8 114.0
o/1 Mosto 100.3 89.9 98.4 114.4
Vino 104.0 91.0 97.0 89.1
2/3 Mosto 106.4 92.2 111.5 114.5
Vino 104.9 97.5 96.7 93.0
5/5 Mosto 96.2 90.7 92.9 109.2
Vino 120.8 110.5 113.9 107.4
/7 Mosto 42.7 25.0 79.3 75.2
Vino 40.5 20.1 74.9 59.2
Mosto 24.9 6.7 31.5 55.7
0/10 ]
Vino 10.4 4.3 15.5 6.2

Tabla 1V—16: Recuperaciones con distintos lavados para la fase EN

LAVADO % RECUPERACION EN
Relacion Pirimetanil Metalaxil
agua / Matriz I A
metanol Acetato de etilo Acetona Acetato de etilo Acetona
. Mosto 81.5 80.1 99.1 105.6
Sin lavado ]
Vino 79.3 82.8 102.1 95.1
Mosto 69.3 83.1 75.7 117.8
10/0
Vino 76.9 81.3 96.1 81.8
o/l Mosto 65.8 85.1 78.0 121.2
Vino 83.5 79.7 102.2 79.2
213 Mosto 91.7 94.1 97.3 125.9
Vino 81.3 89.1 96.2 94.7
5/5 Mosto 58.4 74.9 107.3 127.7
Vino 61.6 74.1 96.7 106.4
3/7 Mosto 77.2 88.0 106.7 120.0
Vino 75.1 83.5 86.0 66.8
Mosto 50.5 61.5 30.8 43.9
0/10 ]
Vino 50.4 56.6 27.1 28.2
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LAVADO % RECUPERACION EN
Relacién agua / Diclofluanida Penconazol
metanol Acetato de etilo Acetona Acetato de etilo Acetona
i Mosto 114.9 118.7 117.0 113.3
Sin lavado ]
Vino 120.1 112.2 110.0 117.8
Mosto 91.7 93.5 72.4 96.7
10/0 )
Vino 108.8 104.3 90.6 85.9
o/ Mosto 91.3 94.6 72.4 99.2
Vino 111.3 99.9 98.7 77.3
7/3 Mosto 102.0 102.1 92.8 102.2
Vino 107.8 110.4 89.1 95.4
5/5 Mosto 83.6 95.0 90.5 92.7
Vino 104.9 109.7 84.6 97.8
3/7 Mosto 98.7 95.6 107.5 95.3
Vino 98.5 92.6 83.2 65.9
Mosto 46.8 49.8 54.9 66.7
0/10 ]
Vino 43.5 47.0 36.2 38.4

A continuacion se llevé a cabo un estudio con diferentes volumenes de lavado
utilizando las mejores relaciones agua/metanol en cada fase, 9/1 para RP-18 y
7/3 para EN. La Tabla V-17 recoge las recuperaciones obtenidas al realizar

lavados con 1, 2y 5 mL.

Tabla V-17: Recuperaciones con distintos volimenes del lavado seleccionado

para cada fase

Agua / metanol Agua / metanol

RP-18

Compuesto  Matriz (9/1) EN (7/3)
1mL 2 mL 5 mL 1 mL 2 mL 5mL
. . Mosto 91.5 97.7 90.9 66.8 68.1 70.5
Pirimetanil .
Vino 89.4 96.2 90.7 71.0 72.4 73.2
. Mosto 105.4 106.5 108.7 94.3 97.7 100.2
Metalaxil ]
Vino 98.5 104.8 104.3 82.5 81.4 86.0
. . Mosto 92.7 94.7 93.0 69.3 68.3 75.9
Diclofluanida
Vino 93.8 96.2 89.0 72.4 74.3 75.1
Mosto 96.4 98.3 94.5 89.9 88.9 88.5
Penconazol .
Vino 103.0 95.8 98.0 77.8 77.1 77.0
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En la fase RP-18, las recuperaciones fueron mayores al 94.7 % y similares en

las dos matrices para todos los compuestos.

La fase de ODS proporciona mejores resultados de extraccién y con menores
diferencias entre las dos matrices que la fase EN. Se escogio6 la fase RP-18 como
la mejor opcion para desarrollar el método de extraccion en fase sélida. La etapa
de lavado consistié en pasar a continuacion de la muestra 2 mL de una mezcla

de agua/metanol (9/1).

2.1.3 Volumen de ruptura

Un ensayo para la determinaciéon del volumen de ruptura se realiz6 de
acuerdo al procedimiento descrito por Hennio (2000). Consiste en ir
incrementando el volumen de muestra que se pasa a través del cartucho, de tal
manera que las concentraciones de las disoluciones deben ser tales que la

cantidad a retener en el cartucho sea siempre la misma.

Mientras no se produzca la ruptura la cantidad retenida con el paso de la
muestra permanece constante hasta que se produce la ruptura, momento en

que la cantidad extraida se reduce por ser eluida parte de ella con la muestra.

El ensayo se llevd a cabo con muestras fortificadas con 1 pg de cada
fungicida. Debido a la diferente composicién de las muestras, disolucién acuosa
(mosto) y disolucidon hidroalcohdlica (vino) el estudio se realiza con ambas
matrices. El volumen de muestra se modificé para determinar el volumen de
ruptura de cada compuesto desde 1 hasta 150 mL. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla V-18 tanto para matriz mosto como para vino. Las
recuperaciones obtenidas para los volimenes de 1 a 10 mL estan entre 93.4 %
y 107.5 % y se pueden considerar constantes para todos los fungicidas. Para
pirimetanil, el rendimiento es constante hasta 50 mL. En 150 mL se produce la
ruptura. Para el resto de compuestos, a partir de 10 mL, las recuperaciones
comienzan a disminuir. En ninguno de los plaguicidas estudiados aparecen
diferencias significativas en el comportamiento entre la matriz mosto y vino en

el margen de volimenes estudiados. De acuerdo con este hecho, 5 mL se fijo
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como un volumen de muestra apropiado para la SPE con fase RP-18 para todos

los fungicidas considerados, porque la ruptura no se produce a este valor.

Tabla V-18: Recuperaciones (DER, %) en el ensayo de volumen de ruptura

Volumen Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol

(mL) Mosto Vino Mosto Vino Mosto Vino Mosto Vino
104.5 103.4 104.2 96.7 105.8 99.9 106.0 101.7

! (05 (1.2) (3.0) (85 (3.2) (1.2) (6.1  (10.9)
5 99.1  102.2  97.7 94.3 97.7 95.0 95.7 98.0
(3.0) (23) (155 (4.8) (2.3) (3.1 (3.6) (8.8
5 98.4 96.7  105.8 105.2  93.4 95.2 96.9 99.3
22) (35 (1.9) (22 (0.9 (3.1 (1.8) (7.8
10 107.5 105.9 105.8 102.3 103.3 100.2 103.6 101.3
(0.8) (1.6 (23) (47 (@5 (13 (.7 (6.7)
o5 94.3 93.0 95.6 98.5 87.9 88.3 95.4 90.1
0.8) (1.1) (6.6) (9.2 (25 (1.4 (7.00 (7.1
50 98.2 99.0 88.5 65.3 78.3 88.7 83.5 86.2
0.2)  (3.2) (1.6 (23) (25  (1.2)  (9:2) (1.9
150 86.2 80.4 84.1 58.7 771 77.3 67.1 73.6

(1.4) (1.7) (0.6) (3.9 (4.2) (0.8) (5.3) (3.5

2.2. Validacion del método

2.2.1 Selectividad

La selectividad fue comprobada inyectando extractos de muestras de mosto y
vino reales sin fortificar. Se puede deducir de las Figuras V-5 que no existen
interferencias en los extractos de un mosto real y un vino real obtenidos de uvas
tintas. Las condiciones propuestas generan picos cromatograficos estrechos y

reproducibles.

pA
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pA

45 5 55 6 65 7 45 5 55 . 6 65 7

Figura V-5: Cromatogramas GC-NPD de extractos obtenidos después de SPE-
C18 de (A) mosto no fortificado; (B) mosto fortificado (600 ug L™). (C) vino no
fortificado; (D) vino fortificado (600 pg L™). Identificacion de picos: 1

Pirimetanil; 2 Metribucina (SI); 3 Metalaxil; 4 Diclofluanida; 5 Penconazol

En la Figura V-6, se muestran los cromatogramas para el método GC-MS,
que permite la confirmacién de los fungicidas con buena resolucién y no muestra

picos interferentes.

90000 90000
80000 1 80000 1
70000 A 70000 B
60000 60000
[ @
3 8
§ so00 § 000
S 40000 2 4 5 S 40000 2 4 5
2 32
30000 < 30000
8 3
20000 20000
10000 JL 10000 JL
0 0
4 45 5 55 6 65 7 4 45 5 55 6 65 7
time (min) time (min)

Figura V-6: Cromatogramas GC-MS obtenidos después de SPE-C18 de (A)
mosto fortificado (600 yg L™); (B) vino fortificado (600 g L™). Identificacion de
picos: 1 Pirimetanil; 2 Metribucina (SI); 3 Metalaxil; 4 Diclofluanida; 5

Penconazol
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2.2.2 Calibracién, linealidad, limites de deteccidn y cuantificacion

Con el objetivo de estimar la linealidad de las rectas de calibrado y reducir los
errores cuantitativos procedentes del efecto matriz se pueden utilizar diferentes
meétodos, como adicidon estandar o calibrado externo con los patrones disueltos
en un extracto de una muestra no fortificada. Sin embargo, en este estudio se
utilizé una calibraciéon en extracto de matriz (“matrix matched calibration”) con

patrén interno (Sanz-Asensio y col. 1999; Bernal y col. 1997).

Una calibracion en matriz consiste en obtener extractos de muestras de
mosto y vino reales procedentes de uvas sin tratar, que son fortificados con
cantidades variables de los fungicidas (0.01 a 10.0 mg L™). Las rectas de
calibrado para los fungicidas fueron realizadas representando el area relativa
con respecto al patréon interno metribucina frente a la concentracion de analito
usando un total de siete extractos de mosto y vino exentos de fungicidas. Los
parametros de regresion lineal, coeficientes de correlacién (r) de las rectas y
repetibilidad de las &reas relativas de los picos para la determinacion de los

fungicidas en las muestras de mosto y vino real se presentan en la Tabla V-19.

El limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LC) se determinaron
inyectando un nUumero de extractos de muestras reales de mosto y vino no
fortificadas (n=6) y midiendo la magnitud del ruido de fondo de las respuesta
analitica. LD y LC se estimaron como las concentraciones obtenidas con el valor
medio del ruido méas tres veces o diez veces su desviacion estandar,
respectivamente (Miller y Miller 2002; Nozal y col. 2005). Los limites de
deteccidn y cuantificacion mas bajos corresponden a pirimetanil, 0.08 y 0.09 ug
LY, mientras que los limites superiores se encuentran para metalaxil, 7.66 y
9.34 pug L™

Se realiz6 un calibrado en extracto (“matrix matched”) para el método de
confirmacién GC-MS. En el rango de 0.01 a 10.00 mg L™ en extractos de mosto
y vino, se obtuvo también una excelente linealidad (coeficientes de correlacion >
0.9995). El método de GC-MS mostro limites de deteccidon entre 0.02 y 1.07 ug
L, y de cuantificacién entre 0.05 y 3.58 pg L™ en mosto y vino, para todos los

compuestos.
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2.2.3 Recuperacion, exactitud y precision

Considerando el criterio de aceptabilidad de obtener recuperaciones entre 70
y 120 % con precisiones (expresadas como desviacion estandar relativa) del 20
% (Documento N° SANCO/2007/3131), el método analitico desarrollado
presenta recuperaciones y precisiones (repetibilidad) dentro del rango de
aceptabilidad. La repetibilidad expresa la precision bajo las mismas condiciones
de trabajo en un corto intervalo de tiempo. La repetibilidad se expresa como una
estimacion de la desviacion estandar relativa (DER) de un nimero de muestras

estadisticamente significante.

Se prepararon por triplicado muestras de mosto y vino fortificadas con tres
niveles de concentracién para cada pesticida: 0.1, 1.0 y 5.0 mg L™*. Se
realizaron tres determinaciones para una misma muestra real de mosto y vino
fortificada. Los resultados muestran que la desviacion estandar relativa fue
menor de 10 %, entre 0.5y 9.2 % (Tabla V-20).

Tabla 1V-20: Recuperaciones (DER, %) obtenidas en los tres niveles de

fortificacion

Fungicida 0.1mglL™ 1.0mglL™ 50mglL™
Mosto Vino Mosto Vino Mosto Vino
pirimetanil 100.0 99.9 96.6 94.6 98.7 95.5
(2.3) (2.5) (1.3) (1.9 (0.5) 2.1
Metalaxil 106.6 105. 9 105.7 105.9 105.0 103.8
(4.5) 4.3) (2.2) (3.1 (5.4) (3.6)
Diclofluanida 93.4 95.2 90.1 92.2 91.4 91.3
(2.4) (2.6) (1.3) (1.6) (2.2) (1.8)
Penconazol 98.3 98.6 94.2 98.4 98.2 101.0
(9.2) (8.4) (7.4) (2.2) (7.4) (5.3)

La recuperacion y exactitud se determinaron en muestras reales fortificadas
de mosto y vino a los tres niveles de concentraciéon mencionados anteriormente.
Las recuperaciones medias estan en un rango entre 90,1 y 106.6 %. La Tabla V-
21 muestra las medias de los resultados obtenidos en los dos tipos de matriz y
niveles. El analisis de la varianza realizado con los datos revel6 la ausencia de
diferencias significativas (p>0.05) entre los niveles ensayados de fortificacion y

entre los dos tipos de muestra o matriz.
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Tabla 1V-21: Recuperacion media en las dos matrices. Recuperacion media
total (DER, %)

Fungicida Mosto Vino Todos
Pirimetanil 98.4 (1.7) 96.7 (2.9) 97.6 (2.4)

Metalaxil 105.8 (0.8) 105.2 (1.1) 105.5 (1.0)
Diclofluanida 93.4 (2.4) 95.2 (2.6) 92.3 (2.0)
Penconazol 96.9 (2.4) 99.3 (1.4) 98.1 (2.2)

2.3. Evaluacion del efecto matriz

El cambio en la composicién de las muestras durante la fermentacion
alcohdlica hace necesario realizar un estudio del posible efecto matriz en el
proceso de tratamiento de las muestras. Se ha estudiado el posible efecto de
este cambio en el proceso de extraccion en fase sélida. Para ello, se estudid la
respuesta lineal del método en las matrices: extractos de mosto y vino, y
disolvente acetato de etilo. La similitud en las rectas de calibrado en las matrices
indicaria que no existe efecto matriz en la extraccion de los compuestos ni en la

respuesta del detector. Las rectas obtenidas se muestran en las Figura V-7.

Se realizé un test t-Student de hipoétesis para la comparacion dos a dos de las
pendientes de las lineas de regresiéon obtenidas para cada uno de los fungicidas
estudiados, con un nivel de significacion del 95 %. Los resultados muestran que
no hay diferencias significativas entre las rectas de calibrado en mosto y vino
para pirimetanil, metalaxil, diclofluanida y penconazol. Se puede concluir que no

hay efecto matriz en el andlisis de estos compuestos en mosto y vino.

Pirimetanil Metalaxil

1 AcEt 40 vwo |~ ’
y = 1,5716x - 0,026 y =0,4234x + 0,0109
R? = 0,9999 R? = 0,9999

y MOSTO
g y = 0,4169x + 0,0112
R? = 0,9999

10 MOSTO
y = 1,5663x - 0,046
8 R? =0,9999

area relativa media
area relativa media

AcEt
y = 0,4156x + 0,0157
R? = 0,9999

VINO
y = 1,5419x - 0,0063
2 R? = 0,9997 05

0 2 a 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12

conc (mg LY conc (mg LY
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Diclofluanida Penconazol

» 12 AcEt
AcEt y = 1,144x - 0,0487
2
y=1,181x + 0,0039 10 R? = 0,9997
R®=0,9999

MOSTO
y = 1,125x - 0,0402;
R? = 0,9999

MOSTO
y =1,1798x - 0,0128
R? = 0,9999

area relativa media
éarea relativa media

VINO VINO
2 y = 1,1652x + 0,0025 y =1,1178x - 0,0135
R? = 0,9992 R? = 0,9995

0 2 4 6 8 10 12 0 2 a 6 8 10 12 14

conc (mg LY conc (mg LY

Figura 1V-7: Rectas de calibrado en acetato de etilo, y en extractos de mosto y

vino reales para cada uno de los compuestos

3. COMPARACION DE METODOS DE EXTRACCION EN MATRICES
REALES

Una vez validados los métodos de extraccibn para muestras reales, a
continuacion se comparan los dos métodos, extraccion liquido-liquido (LLE) y
extraccion en fase sdlida (SPE). En las siguientes Figuras V-8 y V-9 se
representan las recuperaciones medias obtenidas con los dos métodos de
extraccion, para todos los niveles de concentracion, y para cada uno de los

compuestos fitosanitarios estudiados en matriz mosto y matriz vino.

Mosto Real

140

120 A

100

80 - OLLE

60 - 0O SPE

40 1 -

% Recuperacion

20 A

Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol

Figura 1V-8: Recuperaciones medias obtenidas para cada compuesto en mosto

real con los dos métodos de extraccion
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Vino Real

160
140 %
120 |
100 | L
80 |
60 |
40 |
20 |

0 T T
Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol

OLLE
O SPE

% Recuperacion

Figura IV-9: Recuperaciones medias obtenidas para cada compuesto en mosto

real con los dos métodos de extraccion

Para pirimetanil se aprecian desviaciones similares entre los dos métodos,
pero en el caso de la SPE se obtienen mayores rendimientos de extraccion.
Se obtuvieron recuperaciones ligeramente superiores y desviaciones

ligeramente inferiores para metalaxil en el caso de SPE.

Para diclofluanida, los porcentajes de recuperaciéon obtenidos con LLE son
muy superiores al 100 %. Estos errores por exceso se deben al efecto de la
matriz cromatografico. Ademas, las recuperaciones son muy diferentes en las
dos matrices objeto de estudio, lo que indica que la extraccién depende de la
composicion de la matriz. Este efecto no se observa con SPE, siendo un método

mas preciso y con rendimientos superiores al 90 %.

En el caso de penconazol, con SPE se obtienen recuperaciones mayores y

mayores reproducibilidad.

No se observa efecto matriz para los fungicidas pirimetanil, metalaxil,
diclofluanida y penconazol con SPE. Diclofluanida presenta un marcado efecto

matriz con LLE.

Los valores de recuperacion se muestran en la Tabla V-22.
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Tabla V-22: Recuperacion media (DER, %) en las dos matrices

LLE SPE
Fungicida
Mosto Vino Mosto Vino
Pirimetanil 86.2 (1.9) 88.0 (1.4) 98.4 (1.7) 96.7 (2.9)
Metalaxil 98.3 (3.7) 100.6 (3.7) 105.8 (0.8) 105.2 (1.1)
Diclofluanida 120.0 (7.0) 137.8 (8.6) 93.4 (2.4) 95.2 (2.6)
Penconazol 78.3 (4.3) 79.4 (4.9 96.9 (2.4) 99.3 (1.4)

La extracciéon en fase sélida asegura la extraccién practicamente cuantitativa
de los compuestos con recuperaciones mayores a 93.4%), habiendo evitado el

efecto matriz para diclofluanida.

En cuanto a limites de cuantificacion y sensibilidad, los dos métodos

presentan caracteristicas similares.

También se puede realizar una comparacion en funcién de ventajas e
inconvenientes operacionales, que en muchos casos son cuestiones muy
influyentes y decisivas. El método de extraccidon liquido-liquido presenta
ventajas como la utilizacion de material convencional, pero tiene como
inconvenientes el consumo elevado de disolventes organicos y que el proceso
resulta largo y tedioso. El método de extraccion en fase sélida presenta ventajas
como ahorro de tiempo, reducciéon en el uso de disolventes, eliminacién de
emulsiones y un alto potencial para la automatizaciéon. Como inconveniente se

encuentra la necesidad de un material especifico.

Con todo ello, se puede concluir que el método de extraccién en fase soélida
con cartuchos de octadecilsilano es el mas adecuado para el andlisis de los

fungicidas estudiados en muestras reales de vinificacion.

Los limites de deteccion y cuantificacion para cada matriz analizada se
comparan con los LMRs establecidos por la Union Europea, US Environmental
Protection Agency (EPA) y Codex Alimentarius (Espafia), en la Tabla V-23. Cabe
destacar que estos valores estan referidos al fruto de la vid y no a los productos

mosto o vino. Considerando estos valores los limites de cuantificacién obtenidos
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estan muy por debajo de los Lars, siendo el método es adecuado para

determinar estos fungicidas en mosto y en vino.

Tabla 1V-23: Valores de los Limites Maximos de Residuos (LMRs) en uvas

(ug g™ de varias agencias

LMR

Compuesto Legislacion LMR Union LMR EPA
= Europea
Espafiola
Pirimetanil 5 5 5
Metalaxil 1 1 2
Diclofluanida 10 10 n.d.
Penconazol 0.2 0.2 n.d.

n.d. = no definido
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4. EXTRACCION SOLIDO - LIQUIDO PARA UVAS

Con el fin de determinar y cuantificar los residuos de los fungicidas objeto de
estudio en uvas de vinificacion, a continuacion se procede a desarrollar una
metodologia analitica para la extraccidon de los compuestos en diferentes partes
o fracciones de la uva, superficie exterior, piel (u hollejo) y pulpa. Esta
metodologia servira para el andlisis de muestras de uvas tratadas en campo
(Capitulo VI de esta memoria) asi como para la realizacién de un estudio en el
laboratorio sobre la distribucion y la retencion de los compuestos objeto de

estudio en las uvas.
4.1. Procedimiento de extraccion

Se han propuesto tres procedimientos de extraccibn considerando

concentraciones residuales de fungicidas en tres partes del fruto:

a) Superficie o parte exterior del fruto. Se pueden encontrar los residuos

de plaguicidas retenidos por adsorcion sobre la piel.

b) Hollejo. Se encuentran aquellos residuos de plaguicidas retenidos por

absorcion sobre la piel de la uva.

c) Pulpa, donde pueden aparecer residuos por penetraciéon al interior del

fruto.

Durante los afios 2005 y 2006 se vendimiaron racimos de uvas de la
variedad Tempranillo en la zona viticola de Rioja Baja, sobre los cuales no se
habia realizado aplicacion de producto fitosanitario alguno y que se consideran
uvas testigo o control para poder realizar los estudios analiticos de los
compuestos. Los granos de uvas seleccionados en cada racimo (parte superior,
media e inferior) fueron congelados a —20 °C en botes de 150 mL con 75 granos

en cada bote.

Antes de la utilizacidon de las uvas, los botes fueron mantenidos en frigorifico
a 4 ©°C durante 24 horas para la descongelaciéon de las uvas. Para su
manipulaciéon se mantienen durante una hora a temperatura ambiente. Las uvas

se pesaron y se procesaron seguln los métodos que se explican a continuacion.
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4.1.1 Lavado de la superficie (método 1)

La recuperacion de los residuos en la parte exterior o superficie de la baya se
lleva a cabo por una simple disoluciéon de los mismos en agua mediante lavado
con agua corriente. 50 mL de agua corriente se afiadieron a 25 g de uvas en un
vaso de precipitados de 250 mL de volumen, cubriéndolos completamente para
disolver el posible residuo de fungicida que queda en la superficie o parte
exterior de la baya. El vaso se mantuvo en un bafio de ultrasonidos durante 30
minutos de agitacion a temperatura ambiente. Para asegurar la completa
disolucién de los fungicidas de la parte exterior se realizaron cuatro lavados
sucesivos de uvas tratadas. El analisis cromatografico posterior no mostré sefal
alguna a partir del segundo lavado. El método propuesto supone un lavado con
50 mL de agua del grifo. El agua se concentré hasta 5 mL en rotavapor para un
posterior analisis por extraccion en fase sélida (SPE), método desarrollado en el

Apartado 2 de este Capitulo.

4.1.2 Extraccién de fungicidas retenidos en el hollejo (método 2)

Los residuos que han sido retenidos por el hollejo se recuperan mediante una
extraccion con disolvente organico. Una vez lavadas las bayas y retirada el agua
de lavado, se dejan secar sobre papel de filtro a temperatura ambiente durante
10 minutos. Las uvas lavadas y secas se introducen con 50 mL de acetato de
etilo en un vaso de precipitados de 250 mL. El vaso se introduce en el bafio de
ultrasonidos durante un tiempo de 30 minutos. Para asegurar la completa
extraccion en la piel, se realizaron cuatro extracciones consecutivas de uvas
tratadas, con 50 mL de disolvente y 30 minutos en bafio de ultrasonidos. Los
extractos fueron inyectados en el cromatografo de gases. No se observé ninguna
sefial a partir de la tercera extraccion. El método propuesto para los hollejos
supone dos extracciones con 50 mL de acetato de etilo durante 30 minutos en
ultrasonidos para cada extraccion. Los dos extractos se combinan, se secan con
Na,S0O4 anhidro y se filtran a través de lana de vidrio para ser concentrados bajo
corriente de nitrégeno en Turbo Vap® hasta 5 mL, y posteriormente ser

analizados por cromatografia de gases.
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4.1.3 Extraccién de fungicidas en la baya

Después de haber eliminado los residuos presentes en la piel, tanto por
disolucién como por extraccion, se recuperan aquellos que han sido retenidos en
el interior de la baya, en la pulpa, mediante una extraccion con disolventes
organicos. 25 mL de acetato de etilo se afiadieron a los 25 g de uvas secadas en
papel de filtro durante 10 minutos a temperatura ambiente, después de retirar
el acetato de etilo para la extraccidon sobre los hollejos. Las uvas se estrujaron
durante 2 minutos con un homogeneizador Heidolph® Silent Crusher y después
se centrifugd a 6000 rpm durante 15 minutos. Para asegurar la completa
extraccion, se realizaron tres extracciones consecutivas de uvas tratadas, con 25
mL de disolvente de 2 minutos con homogeneizador. Los extractos fueron
inyectados en el cromatégrafo de gases. No se observé ninguna sefial a partir de
la segunda extracciéon. ElI método propuesto para los hollejos supone una
extraccion con 25 mL de acetato de etilo durante 2 minutos con
homogeneizador. La fase liquida fue secada con sulfato de sodio anhidro y
filtrada por lana de vidrio. El extracto se concentro hasta 5 mL bajo corriente de
nitrégeno en Turbo Vap® y posteriormente se analizaron por cromatografia de

gases.

4.2. Validacion de los métodos

4.2.1 Selectividad

La selectividad del método se determind inyectando extractos de uvas (no
tratadas) fortificados con los fungicidas objeto de estudio. La Figura V-10
muestra que no hay interferencias en los extractos obtenidos de uvas tintas en
un cromatograma GC-NPD. Las condiciones propuestas proporcionan picos
cromatograficos estrechos y reproducibles. En la Figura V-11 se muestra un
cromatograma GC-MS, que permite la confirmaciéon de los fungicidas con buena
resolucién y sin la presencia de picos interferentes también en extractos de uva

tinta.
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Figura V-10: Cromatograma GC-NPD de un extracto fortificado de uvas tintas
(0.25 mg kg™). Identificacién de los picos: 1 Pirimetanil; 2 Metribucina (SI); 3

Metalaxil; 4 Diclofluanida; 5 Penconazol
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Figura V-11: Cromatograma GC-MS de de un extracto fortificado de uvas tintas
(0.25 mg kg™). Identificacién de los picos: 1 Pirimetanil; 2 Metribucina (SI); 3

Metalaxil; 4 Diclofluanida; 5 Penconazol

4.2.2 Calibracioén, linealidad, limites de deteccién y cuantificacion

Diferentes métodos se pueden utilizar para estimar la linealidad de las rectas
de calibrado y reducir los errores cuantitativos causados por el efecto matriz
(Documento N© SANCO/2007/3131). Las disoluciones estandar de calibrado se
prepararon en tres matrices diferentes: en los extractos obtenidos por SPE del
agua de lavado de uvas sin tratar; en los extractos de disolvente acetato de etilo

de uvas sin tratar; y los estandares para la pulpa se obtuvieron adicionando
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disoluciones patrén de fungicida a extractos de uvas trituradas sin tratar. Esto

es lo que se llama una matrix-matched calibration.

Las rectas de calibrado se realizaron utilizando siete diferentes
concentraciones de cada analito, con tres replicas para cada punto y se
analizaron por GC-NPD. La linealidad se estimé por un andlisis de regresion
lineal y el método de minimos cuadrados. Las rectas de calibrado para los
fungicidas se realizaron representando el area relativa respecto al estandar
interno metribucina frente a la concentracion de analito. Se obtuvo una buena
linealidad para todos los compuestos en todo el rango de concentraciones
estudiadas con coeficientes de correlacion superiores a 0.997. El limite de
deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LC) se determinaron inyectando un
numero de extractos de uvas no tratadas (n=6) y midiendo la magnitud del
ruido de fondo de la respuesta analitica. LD y LC se estimaron como las
concentraciones obtenidas con el valor medio del ruido mas tres veces o diez
veces su desviacion estandar, respectivamente. La Tabla V-24 resume los
parametros estadisticos obtenidos con la regresion lineal y las repetibilidades de
las areas de pico para cada uno de los compuestos en cada uno de los métodos
de calibrado. El extremo inferior del intervalo lineal corresponde al limite de

cuantificacion.

Para el método de confirmacién CG-MS se realizaron los mismos calibrados
en las tres matrices. Se obtuvo también una excelente linealidad con
coeficientes de correlacion superiores a 0.9997. El método de confirmacién GC-
MS mostré unos LD y LC en uvas por debajo de 0.41 y 1.36 ug kg?,
respectivamente para todos los fungicidas, valores considerablemente por

debajo de los LMRs legislados.
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4.2.3 Recuperacioén, precisién y exactitud

Como se ha comentado en el Apartado 2.2.3 del Capitulo V, se consideran los
criterios establecidos por el Documento SANCO para el andlisis de pesticidas.
(Menkinssoglu-Spiroudi y Fotopoulou 2004; Documento N° SANCO/2007/3131).
Los métodos analiticos desarrollados en este estudio presentan recuperaciones y
precisiones (repetibilidad) dentro del rango de aceptabilidad. La repetibilidad
expresa la precision bajo las mismas condiciones de trabajo dentro de un corto

intervalo de tiempo.

La utilizacién de SPE en el método 1, disolucidon de fungicidas presentes en la
parte exterior de la baya tras el lavado en agua corriente, presenté
recuperaciones mayores del 90.1% en los tres niveles de fortificacion (0.1, 1.0y
5.0 mg L) con repetibilidades menores del 7.0 % (expresadas como Desviacion
Estandar Relativa). El andlisis de la varianza (ANOVA) realizado con los datos
mostré la ausencia de diferencias significativas entre los tres niveles de
concentracion. En la Tabla V-25 se muestran las recuperaciones encontradas

para tres niveles de fortificacion de los fungicidas en el agua de lavado.

Tabla V-25: Recuperaciones medias y precision (repetibilidad expresada como

DER, % entre paréntesis) en el agua de lavado en tres niveles de (n=3)

Nivel de fortificacién en agua corriente

Compuesto
0.1mgL? 1.0mglL™? 5.0mgL™?
Pirimetanil 93.2 (7.0) 91.2 (1.8) 95.3 (2.3)
Metalaxil 94.3 (4.9) 90.1 (3.7) 93.7 (1.5)
Diclofluanida 93.9 (5.5) 92.4 (2.4) 91.8 (3.6)
Penconazol 91.8 (4.3) 93.5 (5.9) 94.6 (2.7)

En el método 3, extraccion de los fungicidas en la pulpa, las muestras de
uvas tintas Tempranillo no tratadas (25 g) fueron fortificadas con tres

concentraciones diferentes de los pesticidas (20, 200 y 1000 pg kg?) vy

- 154 -




Capitulo V Desarrollo de métodos analiticos

analizadas por triplicado. Las muestras fortificadas se dejaron durante una hora
antes de la extraccion para permitir que la disolucion de fortificacion penetrara
en dichas muestras. La recuperacion y la exactitud del método se determinaron
en uvas no tratadas fortificadas con los tres niveles de concentracion
mencionados anteriormente. La Tabla V-26 muestra las recuperaciones medias
obtenidas en el método 3. Los valores de recuperacion para todos los fungicidas
fueron superiores a 70%, entre 70.9 y 108.4 %, y las Desviaciones Estandar
Relativas estaban por debajo de 10%, entre 2.1 y 9.5%. El analisis de la
varianza (ANOVA) realizado con los datos muestra que no existen diferencias

significativas (p<0.05) entre los tres niveles de concentracion estudiados.

Tabla V-26: Recuperaciones medias y precision (repetibilidad expresada como

DER, % entre paréntesis) en uvas en tres niveles de (n=3)

Nivel de fortificacidon en uvas

Compuesto
20 pg kg™? 200 ug kg™ 1000 pg kg™?
Pirimetanil 91.9 (9.1) 87.8 (4.5) 90.9 (6.9)
Metalaxil 105.0 (4.3) 108.4 (4.7) 104.4 (6.9)
Diclofluanida 74.3 (2.1) 72.7 (4.2) 70.9 (9.5)
Penconazol 84.3 (4.5) 83.6 (2.3) 84.0 (6.3)

4.2.4 Evaluacién del efecto matriz

Para determinar si existe una respuesta diferente entre los estandares en los
diferentes extractos (matrix-matched) se realiz6 un test t de Student para
comparar las pendientes de las lineas de regresion obtenidas para cada
compuesto y para cada matriz. Los resultados de este test confirmaron que
todas las pendientes fueron significativamente diferentes (con un nivel de

confianza del 95%).

La Tabla V-24 también muestra la importancia del efecto de la matriz de la
pulpa en la respuesta cromatografica de los fungicidas. Ademas, la

determinacion de residuos por el uso de una calibracion en matriz (matrix-
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matched calibration) estd recomendada por Quality control procedures of
de Ne
SANCO/2007/3131). En la Figura V-12 se muestran las rectas obtenidas para los

pesticide residues analysis la  Uniébn Europea (Document

cuatro compuestos por los tres métodos y para cada una de las matrices.
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Figura V-12: Rectas de calibrado en acetato de etilo, y en extractos de mosto y

vino reales para cada uno de los compuestos
4.3 Estudio de retencidén de los fungicidas en uvas tintas

La retencion de los fungicidas se estudié sumergiendo 25 g de uvas enteras
en 50 mL de disoluciones acuosas fortificadas con tres concentraciones
diferentes de los compuestos a estudiar (1.0, 5.0 y 10.0 mg L%, que
corresponden a 2.0, 10.0 y 20.0 ug g%, respectivamente). Estas concentraciones
son similares o superiores a los LMRs fijados por la Unién Europea. Los
diferentes ensayos se mantuvieron en la oscuridad a 4 °C durante 1, 3, 7, 13 y

21 dias (el plazo de seguridad mas largo para todos los compuestos). Se
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realizaron tres réplicas de cada ensayo. La cantidad de residuos presentes en las
uvas enteras fue determinada por la metodologia desarrollada (métodos 1, 2, y
3) en el Apartado 4.1 de este Capitulo. La cantidad total retenida se calculd
como la suma de los resultados de la aplicacion de los tres métodos. Por ultimo,
se calculé el porcentaje de retencion de cada compuesto en relaciéon a su
concentraciéon en la disolucion acuosa. La Tabla V-27 muestra los resultados de
cada compuesto para cada una de las concentraciones y cada uno de los

periodos de tiempo en que han estado en contacto las uvas.

Tabla V-27: Residuos (ug g1) y porcentaje de retencién en uvas que han
estado en contacto 1, 3, 7, 13 y 21 dias con disoluciones de fungicidas de tres

concentraciones (2, 10 y 20 ug g

PIRIMETANIL
2ug gt 10 g g+ 20 yg g
Dias Hg g* Hg g™ Hg g™
(DER,%) & (DER, %) i (DER,%) &
0.43 (6.2) 21.6 1.82 (2.2) 18.2 3.36 (2.8) 15.8
0.56 (5.3) 28.1 2.46 (7.6) 24.6 4.47 (6.4) 22.9
0.96 (2.5) 48.1 4.49 (7.0) 44.9 8.48 (2.6) 42.4
13 1.14 (4.9) 57.1 5.47 (3.8) 54.8 10.7 (5.2) 53.6
21 1.44 (6.2) 72.3 7.14 (7.7) 71.4 14.7 (2.8) 735
METALAXIL
2pg gt 10 g g™ 20 pg g™
Dias Mg g Hg gt Mg g™
% % %
(DER,%) (DER, %) (DER,%)
0.23(9.9) 11.4 0.92 (2.4) 9.2 1.44 (1.8) 7.2
0.34 (8.2) 16.8 1.57 (4.6) 15.7 3.10 (3.4) 15.5
0.55 (10) 27.8 2.89 (4.6) 28.9 6.43 (1.8) 32.2
13 1.08 (5.2) 53.8 5.29 (9.3) 52.9 11.3 (1.7) 56.7
21 1.78 (3.9) 89.0 8.50 (5.8) 85.0 17.9 (5.8) 89.5
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DICLOFLUANIDA

2pg gt 10pgg* 20 pg g*
Dias Mg g Hg g™t Hg g™
% % %
(DER, %) (DER,%) (DER, %)
0.18 (1.9) 9.2 1.55 (1.1) 155 2.96 (2.1) 14.8
3 0.22 (8.4) 11.2 1.72 (3.9) 17.2 3.14 (6.0) 15.7
0.31(2.3) 155 2.07 (5.0) 20.7 3.50 (3.6) 17.5
13 0.41 (7.5) 20.4 2.33(5.4) 233 4.17 (4.5) 20.8
21 0.54 (10) 27.1 2.69 (9.6) 26.9 5.07 (4.1) 25.3
PENCONAZOL
2pg g™ 10pg g™ 20 pg g*
Dias yg g* pg gt Mg g*
% % %
(DER, %) (DER,%) (DER, %)
0.54 (5.0) 27.1 2.00 (3.8) 20.0 3.32(43) 175
3 0.73 (4.8) 36.7 2.97 (6.6) 29.7 6.21 (4.8) 31.1
1.12 (5.1) 56.5 4.91(6.9) 49.1 12.0 (6.2) 60.1
13 1.16 (3.3) 58.1 5.66 (8.3) 56.5 12.7 (7.3) 63.4
21 1.22 (3.0) 61.0 6.65 (8.8) 66.5 13.6 (3.0) 68.1

La cantidad retenida de los fungicidas en las uvas aumenté con el incremento
de la concentracion inicial de las disoluciones para cada uno de los tiempos
estudiados. La cantidad retenida es mayor cuanto mayor es el tiempo de
contacto. Sin embargo, el porcentaje de retencidon encontrado no dependi6 de la
concentracion inicial de fungicida en contacto con las uvas para un mismo
tiempo. Metalaxil fue el compuesto que presenté un mayor porcentaje de

retencion, seguido de pirimetanil, penconzol y diclofluanida, en este orden.

Para averiguar la cinética de retenciéon de los fungicidas en cada
concentraciéon estudiada, los datos experimentales se han ajustado al siguiente
modelo matematico (Fernandez et al. 2005):

Ci=Co e (D)
Ln Cy = LnCqy — kt (2)
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En la ecuacién (1) C; (ug g™*) es la concentracién de residuos a un tiempo t
(dias), Co (ug g™) es la concentracion teérica inicial de residuos a tiempo t = 0,
k es la constante de retencidon de los fungicidas, y t es el tiempo que las uvas
han estado en contacto con las disoluciones. En este tipo de analisis, una
cinética de primer orden, permite conocer el comportamiento de los residuos de
fungicidas durante el tiempo, al mostrar la correlacién entre los residuos
retenidos y el tiempo. Es también posible estudiar si la correlacién existente
entre las variables es mas o menos significante desde el punto de vista

estadistico. La siguiente ecuacion se usa para este fin (Miller y Miller 2002):

t=rVm-=2)/V@-r?(@3)
En la ecuacion (3), r representa el coeficiente de correlaciéon y (n - 2) los
grados de libertad. Esta ecuacion permite obtener un valor de distribucion t de
Student que se puede comparar con los valores de t tabulados. Los resultados

del ajuste se presentan en la Tabla V-28.

Tabla 1V-28: Parametros estadisticos derivados del ajuste lineal de los datos

para la retencién de los fungicidas en uvas durante el tiempo

Concentracion Pirimetanil Metalaxil
(Mg g™ r k t r k t
2 0.906 0.058 3.696* 0.988 0.101 11.31*
10 0.908 0.065 3.747* 0.966 0.108 6.526*
20 0.923 0.070 4.158* 0.938 0.121 4.685*
Concentracion Diclofluanida Penconazol
(Mg g™ r k t r k t
2 0.969 0.033 6.807* 0.757 0.046 2.009
10 0.962 0.027 6.105* 0.852 0.054 2.827
20 0.999 0.027 39.69* 0.731 0.060 1.854

2 r = coeficiente de correlacién ; k = constante de velocidad de retencién (dias™); t = valor
calculado de t de distribucién Student para p < 0.05 ; significacion de la correlacidon entre

variables * p < 0.05

Como se puede observar en estos datos, existe correlacion lineal entre Ln C,
y el tiempo para pirimetanil, metalaxil y diclofluanida con coeficientes de

correlacion r > 0.906 considerando todos los tiempos del ensayo. Penconazol
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mostrd coeficientes de correlacion r < 0.852, sin embargo, este compuesto

presentd un comportamiento lineal desde el dia 1 al 7.

El test de t de Student realizado para comparar las pendientes obtenidas en
la aplicacion de la ecuacién (2) (valores de k) reveld que no existen diferencias a
un nivel de confianza del 95 % para los tres niveles de concentracion

estudiados.

En relacién con los valores de las constantes, podemos establecer una
velocidad de retencion para los fungicidas en uvas, que seria la siguiente:

metalaxil > pirimetanil > diclofluanida.

4.4. Estudio de distribucién de los fungicidas en uvas tintas

La cantidad de residuos en las tres partes de la uva (superficie, piel y pulpa)
fue determinada usando los métodos propuestos y se calcul6é el porcentaje de
distribucién en relacion con el total de residuos absorbidos. La Figura V-13
muestra la distribuciéon de los residuos en las diferentes partes de la uva durante
el tiempo de contacto con las tres concentraciones estudiadas. El mayor
contenido se encontré en piel para todos los compuestos, independientemente
de la concentracion de fungicida en contacto con las uvas, con > 66.3 % de los
residuos para todos los fungicidas. En la pulpa, la cantidad de residuos
encontrada vario entre 3.5 y 31.0 %. En la Figura V-13 se puede observar que
el porcentaje de residuos en superficie y hollejo disminuye cone | tiempo,
mientras que aumenta el porcentaje en pulpa para todos los compuestos

estudiados.
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Figura V-13: Distribucion de los fungicidas en la superficie, piel y pulpa en uvas
en contacto con disoluciones (2 yg g, 10 yg g™, 20 yg g ™) durante 1, 3, 7, 13
y 21 dias
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Se realizdé un estudio de penetracién en pulpa calculando la relaciéon entre las
concentraciones en piel y pulpa (Q) para todos los ensayos. No se encontraron
diferencias significativas a un nivel de confianza del 95 % entre las
concentraciones a un mismo tiempo de contacto. La penetracién no dependi6 de
la concentracion inicial de la disolucion. Los valores medios para las tres
concentraciones se muestran en la Tabla V-29. Penconazol y diclofluanida
presentaron los mayores valores de Q. Metalaxil y pirimethanil presentaron un
comportamiento similar pero diferente al de los anteriores compuestos. El
andlisis estadistico realizado para todos los tiempos revel6 que los valores Q
para pirimetanil y metalaxil no difieren (al 95 % de nivel de confianza) de 7 a 21
dias. Diclofluanida no presentd diferencias significativas en los valores de Q
desde 1 a 7 dias. Para penconazol se encontraron los mayores valores de Q para

el mayor tiempo de contacto.

Tabla V-29: Valores medios (Q+ DE*) de la relacion de concentraciones entre

pulpa y piel durante el tiempo

Dias Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol
1 0.056 + 0.006* 0.057 + 0.002% 0.175 + 0.025% 0.157 + 0.015%
3 0.123 £ 0.011° 0.078 +0.003" 0.202 + 0.021*  0.169 + 0.010°
7 0.162 + 0.006°  0.117 +0.010° 0.226 + 0.012*  0.215 + 0.011°
13 0.184 + 0.031° 0.119 + 0.014° 0.254 + 0.021° 0.273 + 0.022°
21 0.220 + 0.028° 0.142 £ 0.006° 0.312 £ 0.023° 0.410 + 0.045°
“n=9

abcd | atras diferentes en la misma columna significan diferencias significativas (p <0.05)
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1. FERMENTACIONES EN LABORATORIO DE MOSTO SINTETICO
EN PRESENCIA DE PIRIMETANIL

1.1. Introduccién

En este apartado se expone la cuantificacion de pirimetanil en muestras
sintéticas de fermentacion. Los ensayos se realizaron con diferentes dosis de
fungicida (2.5 y 5.0 mg L ™) y con dos cepas de levaduras. La levadura L1 es una
cepa de Saccharomyces cerevisiae sensible al producto y la levadura L2,
desarrollada por el centro de Investigacion y Desarrollo Agrario - CIDA, es una

cepa resistente (Gracia y col. 2002).

Con el fin de controlar el estudio se prepararon muestras testigo tanto para
el control de pirimetanil como para el control de los azlcares. Para ello se
prepararon muestras de mosto sintético con presencia de pirimetanil y en
ausencia de levaduras, obteniendo el testigo para el control del fungicida. Por
otro lado se prepararon muestras de mosto testigo en presencia de levaduras y
en ausencia de pirimetanil, obteniendo el control de los azucares en el proceso
fermentativo. La determinacion de los residuos de pirimetanil se realizé por el
método de extraccion liquido-liquido desarrollado en el Capitulo V de esta

memoria.
1.2. Preparacion y toma de muestras

Los ensayos de fermentacion se han realizado sobre mosto sintético estéril al
que se le adicionan diferentes dosis de fungicida y se le hace fermentar con dos
cepas de levaduras. Un esquema de este ensayo asi como de las muestras
obtenidas, se refleja en la Figura VI-1. A diferentes alicuotas de 2000 mL de
mosto sintético esterilizado en autoclave se les adicion6 la dosis del fungicida
pirimetanil correspondiente al limite maximo de residuos (LMR = 5.0 mg L)
(muestras 3, 4 y 5) y a la mitad de éste, 2.5 mg L™ (muestras 6, 7 y 8). Se
inoculd la levadura L1 a los matraces de fermentaciéon 1, 4y 7, y la levadura L2
a los otros matraces 2, 5y 8. Se inoculé una poblacién de levaduras de 10 para

cada matraz y levadura. Se realizaron dos repeticiones para cada ensayo, Ay B.
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Las muestras testigo o control para la evolucion en el contenido de
pirimetanil y en el contenido de azlcar corresponden a:

- Muestras del fungicida en mosto sintético que no se sometieron a
fermentacion y mantenidas a 28 ©C (muestras 3A y 3B para la
concentracién de 5.0 mg L™; muestras 6A y 6B para la concentracion
de 2.5 mg L™).

- Muestras de mosto sintético sin fungicida que se fermentaron con
ambas levaduras y permitieron el control del grado de fermentacion

(muestras 1A y 1B para levadura L1; muestras 2A y 2B para la L2).

La fermentacion alcohdlica se llevd a cabo a una temperatura controlada de
28 ©C durante 7 dias. El muestreo se realizé regularmente tomando un volumen
de 30 mL en los dieciséis matraces del ensayo a las O h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h,
96 h y 168 h una vez iniciada la fermentacion. Estas muestras se centrifugaron
a 3000 r.p.m. a 3 °C durante 10 minutos para eliminar las levaduras. El control

de la fermentacion alcohodlica se realiz6 midiendo tanto el contenido en azlcar

como el °Brix.

Mosto sintético

Testigo sin Pirimetanil Pirimetanil

producto 5.0 mg L1 2.5mgL?
g Be —
HEOERONONONONNONONNO
®
>
: L A1 B
* J\3A 3B 5A | 5B 6A | 6B 8A | 8B
©
= 1A | 1B 2A | 2B 4A | 4B 7A | 7B

Figura VI -1: Esquema del ensayo de fermentacion
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1.3. Efecto de la fermentacion alcohdlica sobre el contenido de

pirimetanil

1.3.1 Contenido de 5 mg L™ en pirimetanil (LMR)

En la Tabla VI-1 se recoge el contenido de pirimetanil encontrado en el mosto
testigo y en los mostos sintéticos fermentados con levaduras L1 y L2 a los que
se adiciond una concentraciéon de 5.0 mg L™ correspondiente al limite maximo

de residuos para dicho fungicida.

Tabla VI-1: Contenido en pirimetanil en las muestras testigo y

fermentadas (FOH) con su desviacion (n = 4)

Tiempo (h) Testigo (mgL?*) FOHL1(mgL?') FOHL2 (mglL™?)

0 5.86 =+ 0.14 5.86 =+ 0.14 5.86 =+ 0.14
12 5.78 =+ 0.24 5.53 = 0.49 4.78 = 0.07
24 5.73 £ 0.40 5.17 £ 0.12 4.40 = 0.31
48 530 +0.11 4.37 =+ 0.37 3.67 = 0.19
72 5.45 + 0.64 5.08 = 0.27 3.41 = 0.09
96 5.20 = 0.92 4.60 = 0.29 3.26 = 0.22
168 5.09 =+ 0.51 4.52 +£0.15 3.30 £ 0.31

La Figura VI-2 muestra la evoluciéon de la concentracion de pirimetanil en las
muestras sometidas a fermentacion, observando una evolucién similar entre
ambas levaduras y obteniendo una mayor disminuciéon en la concentraciéon con
la levadura L2. A partir de un determinado tiempo de fermentacion,
aproximadamente 96 horas, practicamente no hay variacion en la concentracion
y permanece constante en valor de 4.60 mg L™t y 3.26 mg L™ para las levaduras
L1 y L2, respectivamente. La diferente evolucién de las muestras inoculadas
frente a la testigo induce a pensar que el pirimetanil estd afectado por otro/ s
proceso/s distinto/s a la posible degradacion producida por el medio y la
temperatura. Es el efecto de la presencia de levaduras que podrian adsorber y
metabolizar el compuesto; es decir, el proceso fermentativo afecta al contenido
de pirimetanil para esta concentracion determinada y de forma diferente segun

el tipo de levadura utilizada para la fermentacion.
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Pirimetanil (LMR)

C(mgL?Y

—e— Testigo
1,00 —=—L1
L2

0,00

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
tiempo (h)

Figura VI-2: Evolucion de pirimetanil en muestras testigo y fermentadas

El porcentaje de disminucion de pirimetanil en el testigo al final del proceso
es 13.1 %. Esto puede ser debido a una degradacién en el medio (pH=3.5)
hacia otros compuestos, no encontrados en este estudio, unido al efecto de la

temperatura de fermentaciéon. (Cabras y col. 1999; The Pesticide Manual).

Para el mismo proceso, en las muestras fermentadas con la levadura L1, la
concentracion disminuye un 21.4 %, mientras que con la levadura L2 se produce
un descenso de 43.6 %. Globalmente, en las muestras inoculadas con la
levadura L2 el descenso es mas pronunciado desde el inicio de la fermentacion
que en el mosto inoculado con levadura L1. Por otra parte, el compuesto
pirimetanil presente en el mosto puede ser eliminado por una fijacion del mismo
en las paredes de las levaduras (Cabras y col. 1999). Este hecho hace necesario
un posterior analisis de los posos (pellets) obtenidos en la centrifugacion de las

muestras que contienen los restos de levaduras.

1.3.2 Contenido de 2.5 mg L™ en pirimetanil (LMR / 2)

En la Tabla VI-2 se muestran los resultados del contenido de pirimetanil
encontrado en los mostos sintéticos fermentados con levaduras L1 y L2 asi como

en el testigo cuando se ha adicionado una de fungicida de 2.5 mg L*
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concentraciéon correspondiente a la mitad del limite maximo de residuos para

pirimetanil en uvas de vinificacion.

Tabla VI-2: Contenido en pirimetanil en las muestras testigo y

fermentadas (FOH) con su desviacion (n = 4)

Tiempo (h) Testigo(mgL?) FOHL1(mgL?' FOHL2 (mgL™)

0 2.65 = 0.30 2.65 = 0.30 2.65 = 0.30
12 2.31 +0.41 2.18 = 0.06 2.46 = 0.52
24 2.57 = 0.03 2.42 = 0.07 1.87 £ 0.14
48 2.44 = 0.01 2.26 £ 0.11 1.97 = 0.03
72 2.38 = 0.25 2.13 = 0.06 1.87 = 0.04
96 2.39 = 0.01 2.15 + 0.05 1.89 = 0.14
168 2.31 +£0.12 1.99 = 0.07 1.69 = 0.12

La Figura VI-3 muestra la evolucién de la concentracion de pirimetanil en las
muestras estudiadas en el proceso. Se observa una evolucidon similar entre
ambas levaduras obteniendo una mayor disminucién en la concentraciéon para la
levadura L2. La diferente evolucion de las muestras inoculadas frente a la
testigo induce pensar que el pirimetanil, de forma similar al caso anterior, esta
afectado por otro proceso ademas de la posible degradaciéon producida por el
medio y la temperatura. La presencia de levaduras pueden producir la absorcion
y la metabolizacion del compuesto también a esta concentracion; es decir, el
proceso fermentativo afecta al contenido de pirimetanil para esta concentracion

y de forma diferente segun el tipo de levadura utilizada para la fermentacion.

El porcentaje de disminucion de la concentracién de pirimetanil al final del
proceso es 12.8 % en las muestras testigo lo cual puede ser debido a una

degradacién en la matriz mosto.

Para el mismo proceso, el porcentaje de disminucidn en las muestras
sometidas a fermentacion con la levadura L1 es del 24.9 % y con la levadura L2

es de 36.2 %.
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Pirimetanil (LMR / 2)
3,500
3,000
2500 | A—~u_
\ )| .
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Figura VI1-3: Evolucion de pirimetanil en muestras testigo y fermentadas

1.3.3 Estudio cinético de la disipacién de los residuos

La fermentacion alcohdlica afecta al contenido de pirimetanil en ambas

concentraciones estudiadas.

La velocidad con la que se produce la disipacion de estos residuos se puede
calcular ajustando los datos al siguiente modelo matematico (Fernandez y col.

2005; Gupta y col. 2008):

Ci=Coe® (1)
Ln C; = LnCy — kt (2)

En las ecuaciones (1) y (2), C; es la concentraciéon de residuos en cada
momento del experimento, C, es la concentracion inicial, t es el tiempo y k es la
constante de decaimiento del fungicida estudiado que corresponde a la
pendiente de la recta. El valor de esta constante representa la tendencia de los
residuos del fungicida a ser reducidos en mayor o menor grado durante el
proceso de vinificacion dependiendo de factores como degradacidon o adsorcion

en levaduras.

Con los datos obtenidos de la concentracion de pirimetanil se realizé un
estudio de la cinética de las fermentaciones para evaluar la velocidad de

disipacion de dichos residuos mediante la determinacion de k. Para ello se
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representé el Ln[Pirimetanil] frente al tiempo para cada uno de los ensayos. Este
tipo de ajuste permite conocer el comportamiento de los residuos de fungicidas
durante el tiempo, al mostrar la correlacion que existe entre la concentracion de
pirimetanil y el tiempo. No obstante, es necesario estudiar si dichos coeficientes
de correlacidon son realmente significativos. Para ello, se emplea un contraste
estadistico adecuado teniendo en cuenta el nUmero de puntos usados para su

calculo. El método mas simple es calcular un valor de t segun la siguiente

ecuacion:
t=irvm-2)/v@-r» @

En la ecuacién (3), r representa el coeficiente de correlacién y (n - 2) los
grados de libertad. El valor de t calculado se compara con el valor tabulado al
nivel de significacion deseado, utilizando un contraste t de dos colas y (n-2)
grados de libertad. Si el valor de t calculado es mayor que el valor tabulado
existe una correlacion significativa entre las variables (Miller y Miller 2002). Los

resultados del ajuste se muestran en la Tabla VI-3.

Tabla VI1-3: Parametros estadisticos derivados del ajuste lineal de los datos

para la disipacion de pirimetanil durante el tiempo de fermentacion en cada

ensayo
5.0mgL™? 25mglL?
Muestra
r Kk t r k t
Testigo 0.9065 0.0009 4.801* 0.9122 0.0008 4.452*
L1 0.9122 0.0014 4.977* 0.9529 0.0016 6.282*
L2 0.8760 0.0035 4.062* 0.9062 0.0026 4.286*

@ r = coeficiente de correlacion ; k = constante de velocidad de dispacion (horas™); t =
valor calculado de t de distribucién Student para p < 0.05 ; significacion de la correlaciéon

entre variables * p < 0.05

Los valores calculados para el parametro t son mayores que el valor t
tabulado (t = 2.571) lo que indica que existe una correlaciéon significativa entre

la concentracion de pirimetanil y el tiempo.
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Se compararon los valores de k (pendientes de las rectas) de todas las
muestras mediante un contraste t de Student. Se observa que en las muestras
correspondientes a 5.0 mg L' de pirimetanil, k es significativamente mayor
(mayor velocidad de disipacién) para la fermentacion con la levadura L2,

mientras que no existen diferencias entre las muestras testigo y las muestras
fermentadas con la levadura L1. Con respecto a las muestras de 2.5 mg L™, se

comprueba que las constantes k son significativamente diferentes para todas las
muestras, mostrando también una mayor velocidad de disipacién en las

muestras fermentadas con la levadura L2.

1.3.4 Analisis de residuos en levaduras

Para comprobar si existe retencion de pirimetanil por parte de las levaduras
se analizaron los pellets (posos) obtenidos de la centrifugacion de las muestras
sometidas a fermentacion. Se realiz6 un ensayo de fermentaciéon con una
concentracién de 5 mg L™ (LMR) en pirimetanil, para poder apreciar de un modo
mas claro la existencia o no de residuos en los posos, dado que la disminucion
de pirimetanil es mayor cuanto mayor es la concentracion. Los restos solidos de
la fermentacion se filtraron a vacio con filtros de nylon de 0.45 pm. Los filtros se
secan durante 12 horas a 28 °C en estufa. El método aplicado es una extraccion
con hexano, similar a la desarrollada en el Capitulo V de esta memoria. El

ensayo se realizé por duplicado y los resultados se muestran en la Tabla VI-4.

Tabla VI-4: Contenido de pirimetanil (% m/m) en los restos de levaduras

réplica 12h 24h 48h 72h 96h 168h

A np np 0.89 0.70 0.94 0.95
L1

B np 0.70 0.61 0.60 0.97 np

A 1.01 0.72 091 0.99 1.16 0.51
L2

B np 1.09 0.94 0.79 0.82 0.88

np = no se han encontrado posos
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Con los resultados expuestos en la tabla se puede indicar que se encuentra
pirimetanil en los posos a partir de las 24 horas en la fermentacién con levadura
L1 y a partir de las 12 horas de fermentacién con levadura L2. No se observan
diferencias en el contenido de pirimetanil retenido en los posos durante los dias
de fermentacién, ni entre levaduras. Este contenido es cercano al 1 % del

encontrado en las muestras.

1.4. Efecto del contenido de pirimetanil sobre la fermentaciéon

alcohodlica

La influencia del fungicida pirimetanil sobre la fermentacion alcohdlica a dos
diferentes concentraciones iniciales se estudia determinando la cantidad de
azucares (°Brix) a lo largo del proceso. En este estudio, las muestras testigo
corresponden a la fermentacion de mosto sintético con levadura L1 y levadura

L2 sin adicion de pirimetanil. Los ensayos se realizan por duplicado.

La Figura VI-4 representa los resultados del contenido en azucar
(expresados en porcentaje respecto al contenido inicial) obtenidos para cada
muestra del proceso de fermentaciéon con la levadura L1, mosto sintético
(testigo) y mosto sintético con la adicion de pirimetanil en dos concentraciones,
25y50mglL™

La disminucion en el testigo es de un 99.7 % respecto al contenido inicial;
mientras que para las muestras de 2.5 mg L 'y 5.0 mg L en pirimetanil
disminuyen en un 97.9 % y en un 95.7 %, respectivamente. La ausencia de
diferencias indica que pirimetanil no afecta al consumo del azlcar por parte de

las levaduras.

Para las muestras testigo y para aquellas que tienen presencia de plaguicida
se observa una evolucion similar hasta las 72 horas de fermentacion. A partir de
este tiempo las fermentaciones en aquellas muestras con el fungicida presentan
un desarrollo mas lento, tanto mas cuanto mayor es la concentracion de

pirimetanil.
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Levadural
100 "\L\Rﬂ
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5.0 mg L
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Figura VI-4: Evolucion de la fermentacion para las distintas muestras

La Figura VI-5 representa los resultados del contenido de azucar obtenidos
para cada muestra del proceso de fermentacion con la levadura L2, mosto
sintético (testigo) y mosto sintético al que se adiciona pirimetanil en dos
concentraciones (2.5 y 5.0 mg L™). Se expresan en porcentaje respecto al

contenido inicial.

Levadura 2
100 \
-'<
80 s
——testigo
—=-25mg L]
5 604 R 5.0 mg L
S E—
N
©
S 40
20 |
0 ' ' ' ' ' ‘ ‘ —
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tiempo (horas)

Figura VI-5: Evolucion de la fermentacion de las diferentes muestras

- 176 -




Capitulo VI Estudios de fermentaciones

La disminucion en el testigo de la levadura L2 es de 99.8 % respecto al
contenido inicial; para las muestras que contienen pirimetanil esta disminucion
es de 97.6 % para 2.5 mg L'y de 97.3 % para 5.0 mg L. No existen

diferencias en el consumo de azUcares por la adicién de pirimetanil.

La evolucion con la levadura L2 es mas rapida en las muestras con
pirimetanil que en la testigo en el primer tramo entre 0 y 24/48 horas, etapa
que marca la evolucion posterior. A partir de este momento, el proceso

fermentativo para las muestras testigo se lleva a cabo de un modo mas rapido.

Comparando las fermentaciones realizadas por las dos levaduras se observa
una disminucidn mas acusada en el caso de la levadura L2 con respecto a la
levadura L1, tanto en las muestras testigo como en las muestras con pirimetanil,
aunque el final del proceso se alcanza en el mismo periodo de tiempo (168

horas).

2. FERMENTACIONES EN LABORATORIO DE MOSTO REAL EN
PRESENCIA DE PIRIMETANIL

2.1. Introduccion

En este apartado se expone la cuantificacion de pirimetanil en muestras
reales de fermentacidon. Los ensayos se realizaron con la dosis de compuesto
correspondiente al LMR (5.0 mg L™), debido a que en el ensayo previo sobre
mostos sintéticos se comprobd el efecto negativo de esta concentracion. El
proceso de fermentacion se llevo a cabo con las dos levaduras estudiadas en el

apartado anterior.

El ensayo realizado fue similar al llevado a cabo para mosto sintético, con

muestras testigo para el control de pirimetanil y de los azlcares.

La cuantificacidon de pirimetanil en el ensayo de fermentacion que se expone,
se realiz6 empleando el método de extraccion liquido-liquido validado para

muestras reales de vinificacion en el Capitulo V, apartado 1.6 de esta memoria.
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2.2. Preparaciéon y toma de muestras

Los ensayos de fermentaciéon se han realizado sobre mosto real estéril
procedente de cepas que no han sido tratadas con pesticidas. A éste mosto se le
adicion6 una dosis de pirimetanil correspondiente al limite maximo de residuos,
5 mg Ly se le hace fermentar con dos cepas de levaduras. Un esquema de

este ensayo se refleja en la Figura VI-6.

Mosto sintético

Testigo sin Pirimetanil

producto 5.0 mg Lt
IR — T
OO NONONO
s
: L L

3A | 3B 5A | 5B

g
= 1A | 1B 2A | 2B 4A | 4B

Figura VI-6: Esquema del ensayo de fermentacion

A diferentes alicuotas de 2000 mL de mosto real esterilizado en autoclave
se les adicioné las dosis del fungicida pirimetanil de 5 mg L™ (muestras 3, 4 y
5). Se inoculd la levadura L1 a dos matraces de fermentacion 1 y 4 y la levadura
L2 a los otros dos 2 y 5. Se inoculd una poblacién de levaduras de 10* para cada
matraz y levadura. Se hicieron dos repeticiones para cada ensayo, A y B. Las

muestras testigo o control para la evoluciéon del contenido de pirimetanil y en el

contenido de azucar corresponden a:
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- Muestras del fungicida en mostos reales no sometidos a
fermentacion y mantenidas a 28 °C (muestras 3A y 3B).

- Muestras de mosto real en ausencia del fungicida y sometidas a
fermentacion con ambas levaduras (muestras 1A y 1B para levadura

L1; muestras 2A y 2B para la L2).

La fermentacion alcohdlica se llevoé a cabo a una temperatura controlada de
28 ©C durante 7 dias. El muestreo se realizé regularmente tomando un volumen
de 30 mL en los diez matraces del ensayo a las O h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h
y 168 h una vez iniciada la fermentacion. Estas muestras se centrifugaron a
3000 r.p.m. a 3 °C para eliminar las levaduras presentes. El control de la
fermentaciéon alcohdlica se realizé midiendo el contenido en azlcar como grado

Brix.

2.3. Efecto de la fermentacion alcohdlica sobre el contenido de

pirimetanil

2.3.1 Contenido de 5.0 mg L en pirimetanil

En la Tabla VI-5 se recoge el contenido de pirimetanil encontrado en el
testigo y en los mostos fermentados con levaduras L1 y L2, a los que se adiciond

una concentracién correspondiente al limite maximo de residuos (5.0 mg L™).

Tabla VI-5: Contenido en pirimetanil en las muestras testigo y fermentadas

(FOH) con su desviacion (n = 4)

Tiempo (h) Testigo (mgL?) FOHL1(mgL? FOHL2 (mglL™)

0 4.74 + 0.02 4.74 + 0.02 4.74 + 0.02
12 4.35 + 0,26 4.29 +0.17 4.18 + 0.06
24 4.50 + 0.60 4.01 +0.37 4.23 +0.37
48 3.79 £ 0.37 3.56 + 0.95 3.55 + 0.28
72 3.65 + 0.15 3.07 £ 0.51 3.12 + 0.55
96 3.11 + 0.46 3.07 +0.28 2.79 + 0.30
168 3.37 £ 0.15 3.01+0.21 2.67 + 0.05
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La Figura VI-7 muestra la evolucién de la concentracion de pirimetanil en las
muestras sometidas a fermentacion. La fermentacion alcohdlica afecta al
contenido de pirimetanil en ambas levaduras estudiadas. Al final del proceso
fermentativo, el porcentaje de disminucion de pirimetanil en el testigo es de un
28.9 9%. La reducciéon en la concentracion inicial de 36.5 % y 43.7 %
respectivamente con las levaduras L1 y L2, que respecto al testigo corresponde

a un descenso de 7.6 % y 14.8 % respectivamente.

Pirimetanil 5.0 mg L™t
6,000

5,000 4

4,000 4

a
E %
o 4
£ 3,000
(8]

2,000 1 —e— Testigo

s L1
1,000 - L2
0,000 T T T T
0 50 100 150 200 250

tiempo (horas)

Figura VI-7: Evoluciéon de pirimetanil en muestras testigo y fermentadas

2.3.2 Estudio cinético de la disipacién de los residuos

La velocidad con la que se produce la disipacion de estos residuos se puede
calcular ajustando los datos al modelo matematico de cinética de primer orden

explicado en el apartado 1.3.3 de este Capitulo.

Con los datos obtenidos de la concentracion de pirimetanil se realizé un
estudio de la cinética de las fermentaciones para evaluar la velocidad de
disipacién de dichos residuos mediante la determinaciéon de k. Para ello se
representd el Ln[Pirimetanil] frente al tiempo para cada uno de los ensayos. Se

realiz6 el contrate estadistico t para comprobar la significacion de los
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coeficientes de correlacion r. Los resultados del ajuste se muestran en la Tabla
VI1-6.

Tabla VI1-6: Parametros estadisticos derivados del ajuste lineal de los datos

para la disipacion de pirimetanil durante el tiempo de fermentaciéon en cada

ensayo
Muestra 5mgL?
r k t
Testigo 0.8128 0.0023 3.120*
L1 0.8549 0.0027 3.684*
L2 0.8659 0.0035 3.871*

@ r = coeficiente de correlacién ; k = constante de velocidad de disipacion (horas™); t =
valor calculado de t de distribucién Student para p < 0.05 ; significaciéon de la correlacién

entre variables * p < 0.05

Los valores calculados para el parametro t son mayores que el valor t
tabulado (t = 2.571) lo que indica que existe una correlacién significativa entre

la concentracion de pirimetanil y el tiempo.

Se compararon los valores de k (pendientes de las rectas) de todas las
muestras mediante un contraste t de Student. Se observa que k es
significativamente mayor (mayor velocidad de disipacion) para el ensayo con la
levadura L2, mientras que no existen diferencias entre las muestras testigo y las

muestras fermentadas con la levadura L1.

2.3.3 Andlisis de residuos en levaduras

Para comprobar si existe retencion de pirimetanil por parte de las levaduras
se analizaron los posos obtenidos en la centrifugacion de las muestras sometidas
a fermentacion para estudiar los posibles residuos de fungicida. Los restos
solidos de la fermentacion se filtraron a vacio con filtros de nylon de 0.45 pm.
Los filtros se secan durante 12 horas a 28 ©C en estufa. El método de extraccion
aplicado es una extracciéon con hexano al igual que en el apartado 1.3.4. El

ensayo se realiz6 por duplicado y los resultados se muestran en la Tabla VI-7.

- 181 -




Capitulo VI Estudios de fermentaciones

Tabla VI1-7: Contenido de pirimetanil (% m/m) en los restos de levaduras

réplica 12h 24h 48h 72h 96h 168h

A 1.02 0.98 0.76 1.60 1.31 0.82
L1

B 1.10 1.27 0.94 0.34 221 2.20

A 1.25 1.34 144 143 1.46 1.20
L2

B 0.99 1.02 181 130 2.16 1.72

Con los resultados expuestos en la tabla se puede indicar que se encuentra
pirimetanil en los restos a partir de las 12 horas en las fermentaciones con las
dos levaduras estudiadas. El contenido de pirimetanil retenido en los posos es
similar y parece aumentar ligeramente a lo largo del proceso fermentativo con
ambas levaduras, alcanzando el maximo a las 96 horas. Este contenido esta por

debajo del 2.5 % del encontrado en las muestras.

2.4. Efecto del contenido de pirimetanil sobre la fermentaciéon

alcoholica.

La influencia del fungicida pirimetanil sobre la fermentacién alcohdlica se
estudia determinando la cantidad de azUcares (°Brix) a lo largo del proceso. En
este estudio, las muestras testigo corresponden a la fermentacion de mosto real

sin adicién de pirimetanil. Los ensayos se realizan por duplicado.

La Figura VI-8 representa los resultados del contenido en azucar
(expresados en porcentaje respecto al contenido inicial) obtenidos para cada
muestra del proceso de fermentacion con L1, mosto real (muestra testigo) y

mosto real en presencia de pirimetanil (5.0 mg L™).

Para las muestras testigo y para aquellas que tienen presencia de plaguicida
se alcanza la estabilizacion a un tiempo de 168 horas del comienzo de la

fermentacion. La evolucidon del proceso es similar para el testigo y la muestra
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con pirimetanil, reduciéndose la cantidad de azlucar al mismo valor de

porcentaje.

LevaduralLl
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80 -
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—e— testigo

—=—50mg L[]

% azlcar

40 |
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Figura VI1-8: Evolucion de la fermentacion para las distintas muestras

La Figura VI-9 representa los resultados del contenido de azUcar (expresados
en porcentaje respecto al contenido inicial) obtenidos para cada muestra del

proceso de fermentacién con L2.
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Figura VI-9: Evolucién de la fermentacion para las diferentes muestras
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La disminuciéon en el contenido de azlcar de las muestras testigo y de las
muestras con pirimetanil es la misma al final del proceso, siendo la evolucion de
ambas similar.Tanto para las muestras testigo como para aquellas con presencia
de pirimetanil la estabilizacion en la disminucién de azucar se alcanza a las 192

horas.

A la vista de estos resultados se puede concluir que el pirimetanil con el nivel
del LMR (5.0 mg L™ no tiene un efecto significativo sobre el proceso de

fermentacion realizado por las dos cepas de levadura estudiadas.
3. FERMENTACIONES EN BODEGA
3.1. Introduccién

En este apartado se aborda el estudio del tratamiento en campo y la
influencia sobre la fermentacion del compuesto fitosanitario: pirimetanil,
fungicida bien conocido por los buenos resultados obtenidos en el control de
Botrytis en la vid y estudiado en el laboratorio en los apartados anteriores de
este Capitulo. Asimismo, se estudio la evolucion de la cantidad de fungicida a lo

largo de todo el proceso de elaboracion, desde la uva hasta el vino embotellado.

La investigacion se desarrollé durante los afios 2004, 2005 y 2006. En el afo
2004 se aplicé pirimetanil en uvas de la variedad Tempranillo, en la dosis y
épocas recomendadas (Buenas Practicas Agricolas, BPAs) sobre parcelas de
Rioja Alta (Briones) y se determind su influencia sobre la fermentacion con dos
tipos de levaduras comerciales y sobre las propiedades organolépticas del vino

elaborado en la bodega experimental de la Universidad de La Rioja.

En los afios 2005 y 2006 se llevaron a cabo los ensayos en uvas variedad
Tempranillo en Briones (Rioja Alta) con pirimetanil en la época y dosis
recomendadas. Con el fin de observar el efecto de una aplicacion indiscriminada
sobre el proceso fermentativo, se aplicod pirimetanil a una parcela de Tempranillo

en Aldeanueva de Ebro (Rioja Baja) en la dosis recomendada, pero fuera del
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plazo de seguridad (siete dias antes de la vendimia). Es lo que se denomina

como Criticas Practicas Agricolas (CPAs).

Para tener informacion sobre el efecto que las distintas préacticas enolégicas
en bodega pudieran tener sobre el contenido del fungicida pirimetanil en las
matrices, la cantidad de pirimetanil a lo largo de las etapas del proceso de
elaboracion, desde las uvas hasta el vino final, se ha determinado mediante los
métodos analiticos desarrollados en el Capitulo V para cada uno de los afios de

estudio.

3.2. Proceso de vinificacion y toma de muestras. Determinacion

de parametros enolégicos convencionales

Las uvas procedentes de cepas tratadas se vinificaron en la bodega
experimental de la Universidad de La Rioja. El esquema del proceso de
elaboracion de vino tinto se muestra en la Figura VI-10. El proceso de
vinificacion fue el tradicional o clasico en Denominacién de Origen Calificada
Rioja.

Para la elaboracion de vino tinto, la uva tinta se vendimié en cajas (Foto 1).
A través de una cinta transportadora (Foto 2), la uva se pasé a la despalilladora-
estrujadora (Foto 3) y la pasta fue conducida mediante bomba peristaltica a los
depodsitos de fermentacion de acero inoxidable (Foto 4). Se afadié anhidrido

sulfuroso en una cantidad de 5 g hL™.

Se inocularon los depdsitos con las levaduras seleccionadas para el estudio
(30 g hL™)). Una vez acabada la fermentacion alcohélica, comprobando que los
azucares residuales eran inferiores a 5 g L™ en todos los depdsitos, se procedié
al descube y el vino yema obtenido se llevd a otros depdésitos o lecheras para
llevar a cabo la fermentacion malolactica sembrando las bacterias lacticas (1 g
hL™). Una vez finalizadas las fermentaciones se tomaron muestras para realizar
los correspondientes analisis y los vinos obtenidos se conservaron en camara de

frio (4°C) para una ligera clarificacion y preservacion frente a posibles
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alteraciones hasta el momento del embotellado en que se corrigié el anhidrido

sulfuroso libre a 30 mg L™,

Durante todo el proceso desde la vendimia hasta el vino final se
determinaron los parametros enolégicos convencionales (densidad, temperatura,
grado alcohdlico, pH, azlcares reductores, acidez total, acidez volatil, anhidrido
sulfuroso libre y total) de acuerdo con las préacticas oficiales de la OIV. El acido
L - mélico se determind por el método enziméatico propuesto en los métodos

oficiales de analisis de la AOAC.

La enzima lacassa se analizé por el método descrito por Dubordieu y col.
(1984). Riberéau-Gayon y col. (2002a) establecen una relacion entre la tasa de
putrefaccion determinada por apreciacion visual y la actividad de la lacassa de
las uvas, medida por la oxidacion de la siringaldazina por el método de
Dubourdieu. La Intensidad de Color o Indice de Color (IC) se estimé como la
suma de las absorbancias a 420, 520 y 620 nm, mientras que la Tonalidad se
calculé como la relacion entre las absorbancias a 420 y 520 nm. El indice de

Polifenoles Totales (IPT) se estim6 como la absorbancia a 280 nm.

Foto 1: Vendimia en cajas Foto 2: Cinta transportadora
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Foto 3: Despalilladora-estrujadora Foto 4: Depdsitos de fermentacion

3.3. Analisis sensorial

Aproximadamente tres meses después de acabado el proceso de elaboracion,
se realizaron los andlisis sensoriales en la sala de analisis sensorial de la
Universidad de La Rioja (Foto 5). Los andlisis organolépticos fueron realizados
por un panel de expertos pertenecientes a la Asociacién de Enélogos de La Rioja

junto con egresados de la Licenciatura de Enologia en la Universidad de La Rioja.

Los vinos elaborados con uvas tratadas proceden del ensayo que cumple la
normativa de seguridad, es decir, el fungicida ha sido aplicado a la dosis y

épocas recomendadas (BPASs).

En la primera sesion el objetivo de la evaluacion sensorial consistio en
averiguar si el vino elaborado con uvas procedentes de cepas tratadas era
diferente de manera significativa con respecto al control. Debido a que esto se
corresponde con una aplicacion cléasica de un test de discriminacion, se escogio
un test Duo-Trio (Meilgard y col. 2007). A los expertos se les presentaron tres
muestras, una de ellas identificada como control o referencia. De las otras dos,
una era idéntica al control. A los panelistas se les pidié que escribieran cual de
las dos muestras consideran similar al control. La pregunta planteada fue “;Qué

muestra es la misma que el control (o referencia)?”, se utilizé un test binomial
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de una cola. Para la discriminacion, los panelistas consideraron las percepciones
visuales (apariencia), olfativas (aromas y retronasal) y gustativas (sabores,

tacto y postgusto).

En la segunda sesiéon, se realiz6 un analisis descriptivo sobre los mismos
vinos. A los catadores se les proporcioné una ficha de cata con una lista de
términos y atributos para apariencia, aroma, sabor, tacto (o textura) y
postgusto (Figura VI-11). Los panelistas eligieron los términos que para ellos
caracterizaban los distintos vinos. Se trata de un test descriptivo simple
conocido como frecuencia de citacion (McCloskey y col 1996). Con el fin de
identificar diferencias estadisticas, se llevé a cabo un andlisis chi-cuadrado (x?)
con la media de las frecuencias de citacién para cada término o atributo en las
dos muestras. Recientemente, se ha comprobado que el método de frecuencia
de citacion es una herramienta satisfactoria alternativa al analisis descriptivo

convencional (Campo y col. 2008).

VINO TINTO |n°de catador: | |n° de test: | fecha:

1. FASE VISUAL

1.1.Capa ] [ Baja___ | [ Media ] [ Alta |

[1.2_Color | [ Violaceo | [ Parpura_ ] [ Cereza__| [ Picota_ | [ Granate [ Rubi ]

Teja [__Negruzco Observaciones: ]

2.FASE OLFATIVA

2.1.Intensidad Baja | Media Alta

2.2. Aromas [ Frutal | | Floral | [ Vvegetal ] [Especiado | [ Anima ] [Balsamico]
| _De madera_| [ Quimico ] [observaciones: |

[2.3_Calidad | | __Franco ] | Sucio | Complejo [Simple

3. FASE GUSTATIVA

3.1. Sabores Equilibrados No equilibrados [observaciones: |

3.2. Tacto Suave |Astringente Ligero |Untuoso

3.3. Postgusto Frutal | [Floral | Vegetal [Especiado Animal Balsamico
De madera |Qu|'rr|ico | |c : |

[3:4.Persistencia [Persistente ] [No persistente |

Figura VI-11: Ficha de cata para vino tinto
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Foto 5: Disposicion de la sala de analisis sensorial

3.4. Vinificacion de uvas variedad Tempranillo afio 2004

3.4.1 Tratamiento y elaboracién

Las cepas variedad Tempranillo procedentes de la misma parcela en la zona
de La Rioja Alta fueron tratadas con Scala® (37.4% Pirimetanil) en las épocas
correspondientes a final de floracién y envero (7/07/04 y 1/09/04), a una dosis
recomendada por el fabricante de 2 L ha™. Se dejaron un naimero de filas sin
tratar con el fin de tener un testigo de la parcela. El tratamiento se realiz6
mediante un atomizador HARDI (Dinamarca) con capacidad de 2000 L. Durante
el tiempo que durdé el experimento las condiciones metereoldgicas fueron
registradas en la estacion agroclimatica San Vicente de la Sonsierra (La Rioja).
Las lluvias totales fueron 112 mm en 35 dias de lluvia, y las temperatura medias

maxima y minima fueron 26.3 y 12.7 ©C respectivamente.

La uva tinta variedad Tempranillo se vendimié en cajas el dia 11/10/04,
recogiéndose aproximadamente 200 kg de uva para el tratamiento y otros 200
kg sin tratamiento alguno. La pasta procedente de la despalilladora-estrujadora

se encub6 en depdsitos de fermentacion de acero inoxidable de 50 L. Se afiadi6
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anhidrido sulfuroso en una cantidad de 50 mg L. La elaboracién se realizé por

triplicado tanto para el testigo-control como para cada uno de los tratamientos.

El dia 12/10/04 se inocul6é con la levadura D254 y con la cepa estudiada
anteriormente VRB y denominada L2 en las anteriores estudios (Lalvin Selection
ICV, Lallemand) de la cepa Saccharomyces cerevisiae. Los depoésitos fueron
bazuqueados dos veces por dia hasta la finalizacion de la fermentacion
alcohdlica al cabo de 10 dias. Al dia siguiente se procedi6 al descube y el vino
yema obtenido se llevé a depdsitos de acero inoxidable de 15 L de capacidad.
Posteriormente se llevdo a cabo la fermentacion malolactica sembrando las
bacterias lacticas MBR Alpha Oenococcus oeni (Lallemand). A los 23 dias se dio

por finalizada la fermentacion malolactica en todos los depésitos.

3.4.2 Evolucién de la fermentacién y parametros de vinificacion

La Figura VI-12 muestra la evolucién en el contenido de azlcar durante la
fermentacion alcohdlica con la cepa de levaduras D254, se observa una mayor
disminucion de azucar en las fermentaciones de los mostos de uvas tratadas con

respecto al control.

D254 Saccharomyces cerevisiae
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60 - - .
—s— Pirimetanil
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Figura VI-12: Evolucion de la fermentacion con la cepa D254
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A partir de las 92 horas siguen una misma tendencia con valores similares en
el % azlcar que queda en el mosto. La fermentacion durd 10 dias tanto para el
testigo como para las uvas procedentes de cepas tratadas con pirimetanil. La
fermentacibn malolactica tuvo una duracion de 23 dias para ambos
tratamientos, alcanzandose una cantidad de acido malico inferior a 0.35 g Lt en

todos los depdsitos.

En la fermentacién alcohdlica con la levadura VRB (Figura VI-13), la
disminucion en el contenido de azlcar es superior para las uvas procedentes de
cepas tratadas que en las uvas testigo. Después de 165 horas y hasta el final del
proceso, la fermentacion presentd una evolucion similar en ambos casos, testigo
y pirimetanil. El proceso de fermentacién alcohdlica tuvo una duracion de 10
dias, tanto para el vino testigo como para el vino procedente con uvas tratadas
con pirimetanil. La fermentacion malolactica se dio por finalizada en 23 dias,
observandose una cantidad de Acido malico inferior a 0.35 g L™ en todos los

vinos.

VRB Saccharomyces cerevisiae
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Figura VI-13: Evolucién de la fermentacién con la cepa VRB

En las Tablas VI-8 y VI-9 se resumen los valores encontrados para los
diferentes parametros estudiados en las muestras tomadas tanto en las uvas

como en el vino elaborado para cada uno de los tratamientos.
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En los parametros referentes a la uva o mosto estrujado (Tabla VI-8), se
observaron unos valores ligeramente superiores para grado Brix en el mosto
procedente de cepas tratadas con pirimetanil respecto al control o testigo. Para
el pH no se encontraron diferencias en los valores entre las uvas tratadas y sin
tratar. La acidez total fue inferior en el caso de los mostos tratados. Cabe
destacar los bajos valores encontrados en la determinacion de la lacassa, debido
al buen estado sanitario de la uva, encontrandose valores inferiores en el caso
de las uvas tratadas con antibotritico. La tasa de incidencia de podredumbre

corresponderia a menos de 1 % para ambos tipos de uvas.

Tabla VI1-8: Parametros enoldgicos de las uvas vendimiadas

Lacassa
(nmol mL™)

Testigo 20.6 £ 0.1 3.49 +0.04 6.67 = 0.12 0.231 = 0.025
Pirimetanil 21.2 0.1 3.44 = 0.05 5.97 = 0.09 0.037 = 0.010

Muestras ©Brix pH Acidez Total @

@ Acidez Total expresada como g L™ de &cido tartarico

En el caso de la fermentacion con la levadura D254 (Tabla VI-9), se alcanzé
una mayor graduacion alcohdlica y acidez total en los vinos testigo que en los
vinos precedentes de cepas tratadas con pirimetanil. No se encontraron
diferencias en los valores de pH y los valores alcanzados de acidez volatil son los
normales para vinos sin alteraciones microbianas. Los valores de IPT e IC son
ligeramente inferiores para los vinos de pirimetanil, no encontrandose
diferencias en la tonalidad o matiz. Respecto a la fermentacidon con la levadura
VRB, los valores de grado alcohdlico y acidez total encontrados en los vinos
procedentes de uvas tratadas fueron inferiores que los correspondientes a los
vinos sin tratamiento. Para los valores de pH no se encontraron diferencias en
ambos tipos de vinos. El Indice de Polifenoles Totales (IPT) y el indice de Color
(IC) presentaron valores ligeramente inferiores en los vinos de pirimetanil

respecto a vinos testigos. La tonalidad fue mayor en los vinos tratados.

Las fermentaciones se vieron afectadas por la aplicacion del producto,
alcanzando un grado alcohélico menor que el testigo en la misma proporcion y
de forma independiente a la levadura inoculada. Ambas levaduras mostraron

similar poder fermentativo. La diferencias entre vinos testigo y pirimetanil para
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acidez total, IPT, IC y tonalidad fueron mayores en los vinos de fermentacion

con la cepa VRB, mientras que el valor de pH no se vio afectado en ningln caso.

Tabla VI-9: Parametros enoldgicos de los vinos elaborados

CEPA D254
Muestras Etanol pH Acidez Total ® Acidez Volatil P
/v)
Testigo 12.8+ 0.4 3.65+0.04 5.92 £ 0.21 0.30 = 0.03
Pirimetanil 10.5+ 0.3 3.63+0.04 5.25 + 0.15 0.37 + 0.08
Muestras IPT IC Tonalidad

Testigo 42.6 =+ 2.9 12.8 =+ 0.4 0.42 = 0.01
Pirimetanil 37.1+1.7 10.4 + 0.4 0.41 = 0.01

CEPA VRB
Muestras Etanol pH Acidez Total 2 Acidez Volatil P
v/v)
Testigo 12.7 £ 0.1 3.58 £ 0.05 5.85 + 0.18 0.25 + 0.02
Pirimetanil 10.3 + 0.4 3.60 = 0.08 5.08 = 0.07 0.26 = 0.01
Muestras IPT I1C Tonalidad

Testigo 38.1+1.0 145+ 25 0.43 +£0.01
Pirimetanil 27.1 = 0.8 95+1.1 0.51 = 0.01

@ Acidez Total expresada como g L™ de acido tartarico
b Acidez Volatil expresada como g L™ de acido acético

3.4.3 Andlisis de residuos de pirimetanil

Durante el proceso de elaboracion se tomaron sucesivas muestras en
diferentes etapas en las que se realizé una determinacion del producto por el

método de extraccion liquido-liquido desarrollado en el Capitulo V (Apartado 1).

La Tabla VI-10 muestra las concentraciones determinadas de pirimetanil
durante las distintas etapas del proceso de vinificacién con la levadura D254. En

el estrujado, la concentracion fue analizada en el liquido sobrenadante (mosto).

Durante la fermentacién alcohdlica, la concentracion residual de pirimetanil al
final del proceso descendi6 un 69.2 % de la concentracion inicial en el mosto. En

el descube, la concentracion aumenté en el vino debido a un proceso de
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extraccion de residuos de pirimetanil desde las lias producidas durante la
fermentacion. En el vino embotellado, la presencia de pirimetanil disminuyo6

desde la fermentaciéon malolactica.

Tabla VI-10: Concentracién de residuos de pirimetanil durante el proceso de

vinificacion con la levadura D254 con su desviacion (n=9)

Tiempo Muestra Concentracion (ug L™)
0 horas Estrujado 54.3 + 3.36
92 horas Fermentacion alcohdlica 11.6 = 0.09
121 horas Fermentacion alcohdlica 9.65 = 0.52
144 horas Fermentacioén alcohdlica 21.4 + 0.94
187 horas Fermentacion alcohdlica 5.02 =+ 0.43
235 horas Descube 16.7 = 0.18
30 dias Fermentacién malolactica 19.5 + 0.47
45 dias Botella 3.95 + 0.08

En la Tabla VI-11 se muestran los valores de concentraciéon de pirimetanil
determinados en el proceso de vinificacion con la levadura VRB. En la primera
toma de muestra se produjo un descenso mayor comparada con el proceso de la
levadura D254. Al final de al fermentacion alcohdlica, la concentracion de los
residuos de pirimetanil descendié un 72.8 %. En el vino embotellado los
residuos de pirimetanil se encontraron por debajo del LC (1.04 pg L™). El

comportamiento de los residuos fue similar en ambas levaduras.

Tabla VI-11: Concentracién de residuos de pirimetanil durante el proceso de

vinificacion con la levadura VRB con su desviacion (n=9)

Tiempo Muestra Concentracion (ug L™)
0 horas Estrujado 52.9+0.84
92 horas Fermentacion alcohdlica 3.53 +£0.15
121 horas Fermentacion alcohélica 6.79 = 0.41
144 horas Fermentacioén alcohdlica 15.4 + 0.49
187 horas Fermentacion alcohdlica 4.49 +0.21
235 horas Descube 14.4 + 0.28
30 dias Fermentacion malolactica 16.5 + 0.37
45 dias Botella <LC

LC =1.04 pg L*

- 195 -




Capitulo VI Estudios de fermentaciones

3.4.4 Andlisis sensorial

El test Duo-Trio realizado para comprobar si los vinos procedentes de
distintas uvas pueden diferenciarse, demostr6 que los vinos elaborados no
difieren entre si a un nivel de significacién del 5%. El nUmero de respuestas
correctas y totales fueron 10/25 en el caso de los vinos elaborados con la cepa
D254 y 12/25 para los correspondientes a la cepa VRB. El numero de respuestas
correctas que debian darse para que las muestras difieran en un nivel de
significacidon superior al 5% es 18. No se estimd conveniente realizar un analisis

descriptivo debido a al poca diferenciacién encontrada en el test.

3.5. Vinificacion de uvas variedad Tempranillo afio 2005

3.5.1 Tratamiento y elaboracién

Las cepas variedad Tempranillo procedentes de la misma parcela en la zona
de La Rioja Alta fueron tratadas con Scala® (37.4% Pirimetanil) en las épocas
correspondientes a final de floracion y envero, a la dosis recomendada por los
fabricantes de 2 L ha™ (ensayo de Buenas Practica Agricolas o BPAs). Durante el
tiempo que duré el experimento las condiciones metereoldgicas fueron
registradas en la estacion agroclimatica de San Vicente de la Sonsierra (La
Rioja). Las lluvias totales fueron 32.0 mm en 15 dias de lluvia, y las

temperatura medias maxima y minima fueron 27.7 y 10.1 ©C respectivamente.

En otra parcela, situada en la zona de Aldeanueva de Ebro en Rioja Baja,
cepas de la variedad Tempranillo, fueron tratadas con el producto Scala® (37.4
% pirimetanil) siete dias antes de la fecha programada de vendimia en la dosis
de aplicacién recomendada por el fabricante de 2 L ha' (ensayo de Criticas
Practicas Agricolas o CPAs). Durante el tiempo que durd el experimento las
condiciones metereoldgicas fueron registradas en la estacidon agrocliméatica de
Aldeanueva de Ebro (La Rioja). No se registraron lluvias y las temperatura

medias maxima y minima fueron 20.3 y 13.4 ©C respectivamente.
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Los tratamientos se realizaron mediante un atomizador HARDI (Dinamarca)
con capacidad de 2000 L. Se dejaron un nimero de filas sin tratar con el fin de

tener un control o testigo de la parcela.

La uva se vendimié en cajas el dia 7/10/05, recogiéndose aproximadamente
200 kg de uva para el tratamiento y otros 200 kg sin tratamiento alguno. La
pasta procedente de la despalilladora-estrujadora fue conducida mediante
bomba peristaltica a los depdsitos de fermentacion de 50 L. La elaboracion se
realizd por triplicado tanto para el testigo-control como para cada uno de los

tratamientos.

Los depdsitos fueron inoculados con la levadura VRB Uvaferm (Lallemand)
de la cepa Saccharomyces cerevisiae neutra, autdctona de La Rioja. Se
selecciond esta levadura debido a los buenos resultados de fermentacion y a la
mayor disipacion de residuos observada en laboratorio y en bodega el afio
anterior. Los depoésitos fueron bazuqueados dos veces por dia. Las
fermentaciones finalizaron a los 11 dias en el ensayo de BPAs y al cabo de 13
dias para el ensayo de CPAs. Al dia siguiente se procedié al descube y el vino
yema obtenido se llevé a depdsitos de 15 L. Posteriormente se llevd a cabo la
fermentacion malolactica sembrando bacterias lacticas MBR Alpha Oenococcus
oeni. Al cabo de 52 dias y 46 dias respectivamente para los ensayos de BPAs y
CPAs se dio por finalizada la fermentacién malolactica. Una vez finalizadas las
fermentaciones se tomaron muestras para realizar los correspondientes analisis
y acondicionar el vino obtenido para resguardarlo de futuras alteraciones hasta

ser embotellado.

3.5.2 Evolucién de la fermentacion y parametros de vinificacion

1) BPA

En las Tablas VI-12 y VI-13 se resumen los valores encontrados para los
diferentes parametros estudiados en las muestras tomadas tanto al inicio como
al final de la fermentacién para cada uno de los tratamientos realizados en el

ensayo de BPA.
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Tabla VI-12: Parametros enolégicos de las uvas vendimiadas (BPA)

Lacassa
(nmol mL™)

Testigo 22.2+ 0.1 3.55+0.02 4.65 + 0.08 0.046 = 0.014
Pirimetanil 21.0+ 0.1 3.46 = 0.02 4.39 = 0.05 nd

Muestras ©Brix pH Acidez Total @

2 Acidez Total expresada como g L™ de &acido tartarico
nd = no detectado

Tabla VI-13: Parametros enoldgicos de los vinos elaborados (BPA)

Etanol

Muestras pH Acidez Total 2 Acidez Volatil P
w/v)
Testigo 13.4 £ 0.1 3.72 £ 0.02 4.74 £ 0.18 0.37 £ 0.01
Pirimetanil 12.7 £ 0.1 3.61 = 0.02 4.72 £ 0.15 0.40 = 0.05
Muestras IPT 1C Tonalidad

Testigo 39.5+1.3 12.6 = 0.4 0.59 + 0.03
Pirimetanil  45.7 +£ 2.9 146 1.1 0.58 + 0.03

@ Acidez Total expresada como g L™ de acido tartarico
b Acidez Volatil expresada como g L™ de acido acético

En la elaboracién de las uvas tratadas con pirimetanil se observaron unos
valores ligeramente inferiores para °Brix, pH y acidez total respecto al control.
No se encontraron diferencias en la acidez total de los vinos, mientras que el pH
fue inferior en los vinos procedentes de uvas tratadas. Cabe destacar los bajos
valores encontrados en la determinacién de la lacassa, debido al buen estado

sanitario de la uva.

El grado alcohdlico alcanzado fue inferior que al de los vinos sin tratamiento.
El indice de Polifenoles Totales (IPT) y el indice de Color (IC) presentaron
valores superiores a los del testigo. Para la tonalidad no se encontraron

diferencias en los valores entre las uvas tratadas y sin tratar.

La Figura VI-14 muestra la evolucion en el contenido de azucar durante la
fermentacion alcohdlica. Se observa una disminucién similar entre los mostos de
uvas tratadas y el control, llevandose a cabo en el mismo periodo de tiempo (10
dias). La fermentacion malolactica tuvo una duracion de 22 dias en todos los

depésitos, alcanzandose una cantidad de &cido malico inferior a 0.04 g L™.
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Figura VI-14: Evolucion de la fermentacion de las diferentes muestras (BPA)

1) CPA

En las Tablas VI-14 y VI-15 se recogen los parametros de vinificacion mas
importantes para cada una de las muestras en el ensayo de CPA. En la
elaboracion de las uvas tratadas con pirimetanil se observaron unos valores
superiores para © Brix, y acidez total en mosto respecto al control, mientras que
el pH encontrado en las uvas tratadas con pirimetanil fue inferior respecto al
control. En la determinacién de laccasa, no se encontré cantidad alguna debido

al buen estado sanitario de la uva.

El grado alcohdlico y la acidez total fueron superiores en vinos procedentes
de uvas tratadas con pirimetanil, mientras que le pH encontrado fue inferior en
estos vinos. El indice de Polifenoles Totales (IPT) y el Indice de Color (IC) no
presentaron valores diferentes para ambos vinos. La tonalidad fue inferior en el

caso de la elaboracion con pirimetanil.

Tabla VI1-14: ParAmetros enoldgicos de las uvas vendimiadas(CPA)

. . Lacassa
o a
Muestras Brix pPH Acidez Total (nmol mL'l)
Testigo 25.6 £ 0.2 3.69+0.01 3.82 =+ 0.10 nd
Pirimetanil 26.8+ 0.2 3.52 +0.01 4.08 + 0.05 nd

@ Acidez Total expresada como g L™ de &cido tartarico
nd = no detectado
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Tabla VI-15: Parametros enoldgicos de los vinos elaborados(CPA)

Muestras Etanol pH Acidez Total 2 Acidez Volatil P
v/v)
Testigo 14.3+0.2 3.92+0.01 4.89 +0.03 0.24 = 0.02
Pirimetanil 14.8 + 0.1 3.74 +0.03 5.28 + 0.22 0.14 + 0.02
Muestras IPT IC Tonalidad

Testigo 64.5 + 3.0 19.9 + 0.7 0.62 = 0.01
Pirimetanil  68.0 + 4.6 19.0 + 0.7 0.55 + 0.02

@ Acidez Total expresada como g L™ de &cido tartarico
b Acidez Volatil expresada como g L™ de acido acético

En la Figura VI-15 se muestra la evolucion de la fermentacion segun el
contenido de azucar en los diferentes tratamientos del ensayo de CPA. Se
observa una disminucion similar en las fermentaciones de mosto de uvas
tratadas siete dias antes de la vendimia con respecto a las uvas control. El final
de la fermentacion se produce en el mismo tiempo, 13 dias. La fermentacion
malolactica se dio por concluida en 43 dias para todos los vinos, alcanzandose
una cantidad de acido malico inferior a 0.1 g L™ en los depésitos control,
mientras que en los vinos de uvas tratadas el contenido en acido malico fue

superior a 0.2 g L™
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Figura VI-15: Evolucion de la fermentacion de las diferentes muestras (CPA)
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3.5.3 Andlisis de residuos de pirimetanil

El analisis de residuos conlleva la determinacion de pirimetanil en diferentes
muestras, comenzando con el grano de uva y finalizando en el vino embotellado.
En el momento de vendimia se muestrearon racimos de uvas de las cuales se
seleccionan 75 granos de partes diferentes de los racimos (parte superior, media
e inferior) Las uvas se mantienen a —20 °C hasta ser analizadas. Las uvas se
analizaron segun el método analitico desarrollado en el Capitulo V (Apartado 4),
considerando concentraciones residuales en la superficie exterior del grano, en
el hollejo y en la pulpa.

Durante la vinificacion se tomaron muestras en diferentes etapas en las que
se realiz6 una determinaciéon del producto mediante extraccion en fase sélida,

meétodo desarrollado en el Capitulo V (Apartado 2).

La Tabla VI-16 muestra las concentraciones determinadas de pirimetanil en
las tres partes del grano de uva para los dos ensayos. En el ensayo de BPA, la
cantidad total de residuos en uva fue 0.123 mg kg™, inferior al limite maximo de
residuos (LMR = 5 mg kg™). Los residuos se encontraron principalmente en el
hollejo, con un 68.3 % frente a un 13.8 % en la pulpa y 17.9 % en la superficie
externa de la piel. En el ensayo de CPAs, la cantidad total en la uva fue 1.315
mg kg™. Los residuos se encontraron principalmente en el hollejo, con un 73.5
% frente a un 16.3 % en la pulpa y un 10.2 % en la superficie. Esta distribucion
concuerda con los estudios de movilidad y penetracion realizados en laboratorio

expuestos en el Capitulo V (Apartado 4).

Tabla VI-16: Concentraciéon de residuos de pirimetanil en las uvas con su

desviacion estandar (n=3)

Uva Concentracion BPA (mg kg™?) Concentraciéon CPA (mg kg™)

Superficie 0.022 += 0.003 0.134 = 0.011
Hollejo 0.084 = 0.002 0.968 = 0.058
Pulpa 0.017 = 0.002 0.213 + 0.009

En la Tabla VI-17 se presentan las concentraciones de pirimetanil durante las
distintas etapas del proceso de vinificacién en el ensayo de BPA. En el estrujado,
la concentracion fue analizada en el liquido sobrenadante (mosto). La

concentracion residual de pirimetanil permanece constante durante todo el
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proceso de fermentacién alcohdlica y fermentacion malolactica hasta el
embotellado. La cantidad de fungicida desciende un 41.9 % desde el descube
hasta el final de la fermentacion malolactica. En el vino embotellado los residuos

estaban por debajo del limite de deteccién.

Tabla V1-17: Concentracion de residuos de pirimetanil durante el proceso de

fermentacion alcohdlica (BPA) con su desviacion estandar (n=9)

Tiempo Muestra Concentraciéon (ug L™)
0 horas Estrujado 88.7 £ 1.3
24 horas Fermentaciéon alcohdlica 89.2+0.4
66 horas Fermentacion alcohdlica 88.1 +1.2
90 horas Fermentacion alcohdlica 89.2 + 0.3
120 horas Fermentacién alcohdlica 89.5 + 0.7
142 horas Fermentacion alcohdlica 93.9 + 2.7
238 horas Descube 91.2 + 3.7
35 dias Fermentacion malolactica 53.2+ 1.8
62 dias Fermentacion malolactica (fin) 524+ 3.4
67 dias Botella <LD

LD = 0.54 pg L™*

La Tabla VI-18 muestra las concentraciones obtanidas de pirimetanil durante
las distintas etapas del proceso de vinificacion en el ensayo de CPA. En el

estrujado, la concentracion fue analizada en el liquido sobrenadante (mosto).

Tabla V1-18: Concentraciéon de residuos de pirimetanil durante el proceso de

fermentacion alcoholica (CPA) con su desviacion estandar (n=9)

Tiempo Muestra Concentracion (mg L™)
0 horas Estrujado 1.04 + 0.07
24 horas Fermentacioén alcohdlica 0.49 + 0.03
48 horas Fermentacion alcohdlica 0.43 =+ 0.04
90 horas Fermentacioén alcohélica 0.49 + 0.03
114 horas Fermentacion alcohdlica 0.67 = 0.04
144 horas Fermentacién alcohdlica 0.66 = 0.01
166 horas Fermentacion alcohélica 0.69 = 0.03
336 horas Descube 0.49 = 0.03
36 dias Fermentacion malolactica 0.56 + 0.03
57 dias Fermentacién malolactica 0.52 £ 0.05
67 dias Botella 67 dias 0.51 + 0.03

A las 24 horas del inicio del proceso fermentativo, la concentracion disminuye

un 52.3 %. Un aumento en la cantidad de pirimetanil se observd a las 114
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horas. Este hecho fue debido a una solubilizacién del compuesto producido por
los procesos de maceracion en medio hidroalcohdlico y practicas enoldgicas
como el bazuqueo. Al finalizar la fermentacion alcohdlica la concentracion
disminuye un 47.1 % respecto al contenido inicial. Durante la fermentacion
malolactica la concentracidn permanece constante e inferior a la encontrada en
la etapa anterior. La cantidad de fungicida disminuyé en el vino final

embotellado un 50.1 % respecto de la concentracion inicial en el mosto.

3.5.4 Andlisis sensorial

El test Duo-Trio realizado para determinar si los vinos procedentes de uvas
de distintos tratamientos pueden diferenciarse, demostré que los vinos
elaborados con uvas tratadas con pirimetanil y sin tratamiento no difieren entre
si a un nivel de significacion del 5%. El niumero de respuestas correctas fue 32,
entre un total de 55 respuestas, frente a 33 respuestas correctas para un nivel

de significacion del 5 %.

A continuacion se realizé un analisis descriptivo de los tres tipos de vino. Se
comentaron las caracteristicas de la fase visual, fase olfativa y fase gustativa. En
las Figuras VI-16, VI-17 y VI-18 se observan los diagramas de este andlisis

sensorial mostrando la frecuencia de citaciéon dentro de un maximo de 55.

Fase visual: se observé que los vinos de uvas tratadas con pirimetanil
presentaron mayor capa (p<<0.05) y mayor componente violaceo (p<0.05) en el

color que el vino control.

Baja CAPA Violaceo COLOR
25
20
15

10

30 Negruzco.

—e— Control

—— Control
Cereza —s— Pirimetanil

Alta Media i Picota

—s=— Pirimetanil Teja

Granate

Figura VI-16: Fase visual
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Fase olfativa: los vinos elaborados con uvas tratadas obtuvieron una
intensidad aromatica mas baja (p<0.05) que el control, observandose una
calidad aromética mas limpia y franca en el caso del pirimetanil (p<0.05). Los
dos vinos presentaron un caracter frutal y vegetal similar (p>0.05), con cierto

matiz quimico.

Baja INTENSIDAD Y CALIDAD AROMAS

Frutal

—— Control —e— Control
—e=— Pirimetanil —e=— Pirimetanil

Vegetal
Complejo

Animal

Figura VI-17: Fase olfativa

Fase gustativa: los sabores se encontraron mas equilibrados en los vinos que
proceden de uvas tratadas (p<0.05). Todos poseen un tacto suave y ligero, son
similares en cuanto a persistencia en boca y el postgusto en ambos es

marcadamente frutal y algo vegetal (p>0.05).

SABORES Y TACTO POSTGUSTO

Equilibrados
30

No equilibrados

Madera
Suave

Vegetal

—— Control
rimetanil

Balsamico

Animal
Ligero

Figura VI-18: Fase gustativa

3.6. Vinificacidn de uvas variedad Tempranillo afio 2006

3.6.1 Tratamiento y elaboracién

Las cepas variedad Tempranillo procedentes de la misma parcela en la zona

de La Rioja Alta fueron tratadas con Scala® (37.4% Pirimetanil) en las épocas
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correspondientes a final de floracion y envero, a la dosis recomendada por el
fabricante de 2 L ha™'. Durante el tiempo que duré el experimento las
condiciones metereoldgicas fueron registradas en la estaciéon agroclimatica de
San Vicente de la Sonsierra (La Rioja). Las lluvias totales fueron 67.2 mm en 19
dias de lluvia, y las temperatura medias maxima y minima fueron 26.6 y 12.8

©C respectivamente.

Cepas de la variedad Tempranillo de la misma parcela situadas en la zona de
Aldeanueva de Ebro en La Rioja Baja fueron tratadas con el producto Scala®
(37.4 % pirimetanil) siete dias antes de la fecha programada de vendimia en la
dosis de aplicacién recomendada por los fabricantes (2 L ha™). Durante el
experimento las condiciones metereolégicas fueron registradas en la estacion
agroclimatica de Aldeanueva de Ebro (La Rioja). Las lluvias totales fueron 2.4
mm en 2 dias de lluvia, y las temperatura medias maxima y minima fueron 20.4

y 14.8 ©C respectivamente.

El tratamiento se realiz6 mediante un atomizador HARDI (Dinamarca) con
capacidad de 2000 L. Se dejaron un nimero de filas sin tratar con el fin de tener

un control o testigo de la parcela.

La uva se vendimioé en cajas el dia 10/10/06, recogiéndose aproximadamente
200 kg de uva para el tratamiento y otros 200 kg sin tratamiento alguno. La
pasta procedente de la despalilladora-estrujadora fue conducida mediante
bomba peristéltica a los depoésitos de fermentacion de acero inoxidable de 50 L.
La elaboracion se realiz6 por triplicado tanto para el testigo-control como para el

tratamiento.

Los depdsitos fueron inoculados con la levadura VRB Uvaferm (Lallemand) de
la cepa Saccharomyces cerevisiae neutra, autdctona de La Rioja. Se selecciond
esta levadura debido a los buenos resultados de fermentacion y a la mayor
disipacion de residuos observada en laboratorio y en bodega afios anteriores.
Los depoésitos fueron bazuqueados dos veces por dia. Las fermentaciones
finalizaron a los 12 dias para los dos ensayos, BPA y CPA. Al dia siguiente se
procedié al descube y el vino yema obtenido se llevé a depésitos de 15 L.

Posteriormente se llevé a cabo la fermentacién malolactica sembrando bacterias
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lacticas MBR Alpha Oenococcus oeni. Al cabo de 34 dias y 32 dias
respectivamente para los ensayos de BPA y CPA se dio por finalizada la
fermentacion malolactica. Una vez finalizadas las fermentaciones se tomaron
muestras para realizar los correspondientes analisis y acondicionar el vino

obtenido para resguardarlo de futuras alteraciones hasta ser embotellado.

3.6.2 Evolucién de la fermentacidon y parametros de vinificacion

1) BPA

En las Tablas VI-19 y VI-20 se resumen los valores encontrados para los
diferentes pardmetros estudiados en las muestras tomadas tanto al inicio como
al final de la fermentacion para el control y el tratamiento con pirimetanil en el

ensayo de BPA.

Tabla VI-19: Parametros enolégicos de las uvas vendimiadas (BPA)

Lacassa
(nmol mL™)

Testigo 25.0+ 0.2 3.68 +0.02 4.28 + 0.02 0.507 = 0.009
Pirimetanil 22.8+ 0.1 3.55+0.01 4.35 + 0.03 0.048 = 0.006

Muestras © Brix pH Acidez Total 2

2 Acidez Total expresada como g L™ de &acido tartarico

Tabla VI-20: Pardmetros enoldgicos de los vinos elaborados (BPA)

Etanol

Muestras pH Acidez Total ® Acidez Volatil P
v/v)
Testigo 13.4 £ 0.8 3.89 +0.03 4.06 = 0.03 0.21 + 0.03
Pirimetanil 13.6 1.4 3.69 = 0.01 5.07 = 0.13 0.19 = 0.06
Muestras IPT IC Tonalidad

Testigo 47.6 = 3.2 15.7 1.1 0.73 = 0.01
Pirimetanil 37.9 +2.2 12.6 + 1.8 0.72 = 0.01

@ Acidez Total expresada como g L™ de &cido tartarico

b Acidez Volatil expresada como g L™ de acido acético
En la elaboracion de las uvas tratadas con Pirimetanil se observaron unos
valores inferiores para © Brix y pH. La acidez total fue superior en los mostos
procedentes de uvas tratadas. Los bajos valores encontrados en la

determinacion de la lacassa se debieron al buen estado sanitario de la uva,
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aunque se detectaron valores mas bajos en las uvas tratadas con pirimetanil
(ver Tabla VI-20).

En los vinos elaborados con la aplicacién de pirimetanil, el pH fue inferior y la
acidez total fue superior a los vinos testigo, mientras que no se encontraron
diferencias en la graduacidon alcohdlica alcanzada. La acidez total revela la
ausencia de alteraciones o picados. El indice de Polifenoles Totales (IPT)
observado en los vinos procedentes de uvas tratadas con pirimetanil fue muy
inferior al correspondiente a los vinos control o testigo. Para la tonalidad y el
indice de Color (IC) no se encontraron diferencias en los valores entre los

distintos vinos.

La Figura VI-19 muestra la evolucién en el contenido de azlcar durante la
fermentacion alcohdlica para el ensayo de BPA. Se observé una gran variabilidad
entre las réplicas. Se aprecian diferencias en la evolucion del contenido de
azucar, siendo superiores los valores correspondientes a las uvas tratadas con
pirimetanil respecto a las del testigo; al final del proceso ambas fermentaciones
se igualaron, llevandose a cabo en el mismo periodo de tiempo (12 dias). La
fermentacion malolactica tuvo una duracion de 34 dias en todos los depdsitos,

alcanzandose una cantidad de acido malico inferior a 0.30 g L.
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Figura VI-19: Evolucién de la fermentacién de las diferentes muestras (BPA)
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11) CPA

En las Tablas VI-21 y VI-22 se recogen los parametros de vinificacion

convencionales para cada una de las muestras para el ensato de CPA.

Tabla VI1-21: Parametros enoldgicos de las uvas vendimiadas (CPA)

Lacassa
(nmol mL™)

Testigo 20.2 + 0.2 3.58 x0.01 4.42 +0.01 0.092 = 0.014
Pirimetanil 19.2 0.1 3.32 +0.01 5.36 + 0.02 0.046 = 0.010

Muestras © Brix pH Acidez Total #

2 Acidez Total expresada como g L™ de &acido tartarico

Tabla VI1-22: ParAmetros enoldgicos de los vinos elaborados (CPA)

Etanol

Muestras pH Acidez Total 2 Acidez Volatil P
v/v)
Testigo 12.2 + 0.4 3.89+0.01 5.51+0.30 0.34 = 0.06
Pirimetanil 12.0 + 0.2 3.61 +0.01 5.77 + 0.42 0.38 = 0.05
Muestras IPT IC Tonalidad

Testigo 43.5 + 3.3 14421 0.64 = 0.01
Pirimetanil  39.5 + 4.7 11.8 + 1.6 0.57 + 0.01

@ Acidez Total expresada como g L™ de &cido tartarico

b Acidez Volatil expresada como g L™ de acido acético
En la elaboracién de las uvas tratadas con pirimetanil se observaron unos
valores inferiores para grado Brix y pH respecto al control, mientras que la
acidez total encontrado en las uvas tratadas con pirimetanil es superior respecto

al control.

El grado alcohdlico fue similar para el control y pirimetanil. La acidez total no
presentd diferencias en ambos vinos, mientras que el pH fue inferior para los
vinos de uvas tratadas. El IPT y el IC fueron similares para ambos vinos, y la
tonalidad para la elaboraciéon de uvas tratadas con pirimetanil presentaron
valores inferiores a los del control. Los valores de acidez volatil no revelan la
presencia de alteraciones. En la determinaciéon de lacassa, los valores
encontrados fueron muy bajos debido al buen estado sanitario de la uva, siendo

inferiores los correspondientes a las uvas tratadas con pirimetanil.
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En la Figura VI-20 se muestra la evoluciéon de la fermentacion de las

diferentes muestras, segun el contenido de azucar para el ensayo de CPA.

100

80 -

601 —e— Testigo

—a— Pirimetanil

% Azucar

40 1

20 -

0 T T T 7 T
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (horas)

Figura VI-20: Evoluciéon de la fermentacion de las diferentes muestras (CPA)

Se observé una mayor disminuciéon en el caso de las uvas testigo con
respecto a las uvas tratadas con pirimetanil hasta las 168 horas, momento en el
que las dos fermentaciones siguieron la misma evolucidon con similares valores
de % azucar. El final de la fermentacion se produce en el mismo periodo de
tiempo para ambas, 12 dias. La fermentacion malolactica se dio por concluida en
32 dias para todos los vinos, alcanzandose una cantidad de acido malico menor

de 0.05 g L™ en todos los depésitos.

3.6.3 Andlisis de residuos de pirimetanil

En el momento de vendimia se muestrearon distintos racimos. Se escogieron
75 granos de partes diferentes de los racimos (parte superior, media e inferior),
guardandose a —20 ©C para su posterior analisis. Las uvas se analizaron segun el
método descrito en el Capitulo V (Apartado 4), considerando concentraciones

residuales en la superficie exterior del grano, en el hollejo y en la pulpa.
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Durante el proceso de elaboraciéon se tomaron sucesivas muestras en
diferentes etapas en las que se realizé la determinacién del producto por el

método de extraccion en fase sélida desarrollado en el Capitulo V.

La Tabla VI-23 muestra las concentraciones determinadas de pirimetanil en
las tres partes del grano de uva. En el ensayo de BPA, los residuos totales
encontrados en el momento de la vendimia fueron 0.022 mg kg™. Esta cantidad
estd muy por debajo del Limite Maximo de Residuos (5 mg kg™?). La mayor
proporcién de estos residuos se encontrd en la piel u hollejo (68.2 %), mientras
que en la superficie externa se encontraron el 18. 2 %. Se observé una
penetracion en la pulpa de un 13.6% de los residuos. En el ensayo de CPA, la
cantidad total de residuos en el momento de la vendimia fueron 3.78 mg kg™.
Un 78.2 % se estos residuos se encontraron en la piel. La distribucidon concuerda

con los estudios de movilidad expuestos en el Capitulo V.

Tabla VI1-23: Concentracién de residuos de pirimetanil en uvas con su

desviacion estandar (n=3)

Uva Concentracién BPA (mg kg™) Concentracién CPA (mg kg™)

Superficie 0.004 = 0.001 0.443 = 0.030
Hollejo 0.015 += 0.001 2.955 + 0.333
Pulpa 0.003 = 0.001 0.382 + 0.032

La Tabla VI-24 muestra las concentraciones determinadas de pirimetanil

durante las distintas etapas del proceso de vinificacién en el ensayo de BPA.

Tabla V1-24: Concentraciéon de residuos de pirimetanil durante el proceso de

fermentacion alcoholica (BPA) con su desviacion estandar (n=9)

Tiempo Muestra Concentraciéon (ug L™)
0 horas Estrujado 220+ 1

72 horas Fermentacioén alcohélica <LD

96 horas Fermentacion alcohdlica <LD

114 horas Fermentacioén alcohdlica <LD

192 horas Fermentacion alcohdlica <LD

312 horas Descube <LD

48 dias Fermentacion malolactica <LD

60 dias Botella <LD

LD =0.54 ug L*
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En el estrujado, la concentracion fue analizada en el liquido sobrenadante
(mosto). La cantidad de pirimetanil encontrada en este mosto fue 22.0 ug L™ y
disminuyd en las siguientes 72 horas de fermentacion hasta niveles por debajo

del limite de deteccién (0.54 ug L™).
En la Tabla VI-25 se muestran las concentraciones de pirimetanil
determinadas durante el proceso de vinificacion en el ensayo de CPA.

Tabla VI1-25: Concentracion de residuos de pirimetanil durante el proceso de

fermentacion alcoholica (CPA) con su desviacion estandar (n=9)

Tiempo Muestra Concentracion (mg L™)
0 horas Estrujado 10.69 + 0.77
72 horas Fermentacién alcohdlica 2.69 = 0.06
120 horas Fermentacion alcohdlica 3.72 +£0.14
196 horas Fermentacién alcohdlica 4.05 + 0.08
288 horas Descube 4.19 £ 0.24
36 dias Fermentacién malolactica 2.66 =+ 0.12
44 dias Fermentacién malolactica 3.03 £ 0.06
58 dias Botella 2.36 £ 0.11

La concentracién de pirimetanil en el estrujado es de 10.69 mg L y este
nivel disminuyé aproximadamente 75 % en la siguiente toma de muestra (72
horas). Se observé un aumento en la concentracidon a las 120 horas. Este hecho
fue debido a una solubilizacion del compuesto producido por los procesos de
maceracion en medio hidroalcohdlico y practicas enoldgicas como el bazuqueo.
Después de 120 horas, la concentracion permanecié constante hasta el final de
la fermentacién, disminuyendo un 60.8 % de la concentracién inicial en mosto.
La cantidad de fungicida disminuyé un 71.6 % al final de la fermentacion
malolactica y en el vino final embotellado el descenso fue de un 78 % respecto

de la concentracion inicial en el mosto.

3.6.4 Andlisis sensorial

El test Duo-Trio realizado para comprobar si los vinos procedentes de
distintas uvas pueden diferenciarse, demostré6 que los vinos elaborados no
difieren entre si a un nivel de significacion del 5%. El nUmero de respuestas

correctas y totales fueron 12/30. El nimero de respuestas correctas que debian
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darse para que las muestras difieran en un nivel de significacion superior al 5%
es 20. Dada la ausencia de significacion no se consideré oportuno realizar un

andlisis descriptivo.

4. FERMENTACIONES DE UVAS PROCEDENTES DE CEPAS
TRATADAS CON PROHEXADIONA DE CALCIO

4.1. Introduccion

El objetivo de este trabajo consiste en el estudio de los efectos del regulador
de crecimiento Prohexadiona de Calcio en la produccion de cepas variedad
Tempranillo, asi como su influencia en la vinificacion de las uvas procedentes de

las cepas tratadas y en las propiedades organolépticas de los vinos elaborados.

El estudio se realiz6 durante dos afios consecutivos en la misma parcela de
La Rioja Alta (Briones). La Prohexadiona de Calcio (ProCa) es un regulador de
crecimiento que puede ser una opcién en la vitivinicultura de calidad. No existen
trabajos previos acerca de la aplicacion de este producto en vifias de Europa ni
en variedad Tempranillo. Los estudios realizados sobre otras variedades en
Estados Unidos (Cabernet Sauvignon, Syrah) no han demostrado mejoras
organolépticas en los vinos elaborados con uvas procedentes de cepas tratadas

con ProCa.

El método de elaboracion fue el tradicional descrito en el apartado 3.2 de
este Capitulo asi como la determinacién de los parametros enoldgicos
convencionales. El analisis sensorial también se realiz6 del mismo modo que en
las anteriores vinificaciones de este Capitulo (Apartado 3.3). En este apartado
también se incluy6 la determinacion de las coordenadas de color, debido a la
posible influencia de la aplicacion de Prohexadiona de calcio. Para la
determinacién de las coordenadas de color se ha tenido la inestimable
colaboracion del grupo de color de la Universidad de La Rioja que tiene
desarrollado un software propio que calcula las coordenadas de color de los
vinos en el espacio ClELab utilizando el iluminante D65 y el observador CIE

1964, siguiendo para ello el método recomendado por la OIV. A partir del
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espectro de transmitancia entre 320-720 nm se calcularon las coordenadas
ClELab: a* (tonalidad que va de verde al rojo), b* (tonalidad que va del amarillo
al azul) y L* (expresa la claridad y tiene una graduacién entre el blanco y el

negro) a partir de los valores triestimulo X, Yy Z.

4.2. Vinificacion de uvas variedad Tempranillo (afio 2004)

4.2.1 Tratamiento y Elaboracién

La aplicacion de Prohexadiona de Calcio sobre una parcela de vifiedo de
variedad Tempranillo en Briones (Rioja Alta), de 13 afios de edad que
presentaba unas condiciones de cultivo uniformes en lo que refiere a plantas,
crecimiento y desarrollo vegetativo, marco y distancia entre cepas, método de
cultivo, abonados, riegos, etc. El sistema de conduccion fue espaldera con

posicionamiento vertical de los brotes. Las cepas fueron podadas a 12 yemas.

ProCa se aplicé como Regalis® (BASF, Alemania) en una sola dosis 3 kg ha™
en el periodo vegetativo de prefloracion (BBCH 57) en la fecha 12/06/04. El
tratamiento se llevé a cabo mediante pulverizacion con un atomizador HARDI
(Dinamarca), sobre las dos caras de la cubierta vegetal, empapando
completamente todos los brotes. La aplicacion se realizé en el momento en que
no habia prediccion de lluvia en un minimo de 24 horas. Se dejaron un ndmero
de filas sin tratar con el fin de tener un control o testigo de la parcela. Durante
el experimento las condiciones metereoldgicas fueron registradas en la estacion
agroclimética de San Vicente de la Sonsierra (La Rioja). Las lluvias totales
fueron 112 mm en 35 dias de lluvia, y las temperatura medias maxima y minima

fueron 26.3 y 12.7 °C respectivamente.

La uva se vendimio en cajas el 11/10/04 cosechando aproximadamente 300
kg de uva con tratamiento y otros 300 kg sin tratamiento. La pasta fue
conducida mediante bomba peristaltica a los depésitos de fermentacion de acero

inoxidable de 100 L.
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El 12/10/04 se inocularon los depdsitos con la cepa neutra de Saccharomyces
cerevisiae VRB Uvaferm (Lallemand), autdoctona de La Rioja. Los depdsitos
fueron remontados dos veces por dia. Una vez finalizada la fermentacion
alcohdlica (22/10/04) se procedi6 al descube y el vino yema obtenido se llevé a
depdsitos de 50 L. Posteriormente se llevo a cabo la fermentacion malolactica
sembrando las bacterias lacticas MBR Alpha Oenococcus oeni el 26/10/04. La
fermentacion malolactica se dio por finalizada el 18/11/04.

Con el fin de evaluar el tamafio de la baya, se colocaron 100 granos en
bandejas perforadas con agujeros de distinto diametro (18, 16, 14, 12 y 10
mm). De este modo, las bayas fueron atravesando las distintas bandejas desde
la de mayor diametro hasta la de menor, contabilizando la proporciéon de uvas
retenidas en cada bandeja. A continuacién, las bayas fueron estrujadas y se
separd el soélido del liquido. Se midid la relacion peso del sélido/volumen de

mosto.

4.2.2 Efectos en campo

Se observo un efecto positivo en el estado sanitario de las uvas vendimiadas
tratadas con el regulador de crecimiento Prohexadiona de calcio. En la Tabla VI-
26 se muestran algunos parametros relacionados con el rendimiento de

produccion.

Tabla V1-26: Valores de distintos pardmetros de rendimiento de produccion

Muestras Tamario de baya®
10-12 mm 12-14mm 14-16mm 16-18 mm
Testigo 8.1+0.3 543 x7.2 31.8+7.5 57x1.1
ProCa 24.2 £ 2.3 57.5%+ 4.6 15.1 + 2.7 3.2+x15

2 9% de bayas para cada diametro

Muestras Peso medio de baya (g) 26 Sélido/liquido
Testigo 2.38 +£ 0.06 423+ 2.4
ProCa 1.78 = 0.03 57.1 + 4.3

La reduccion media que se observa en el peso medio de baya procedente de
cepas tratadas con ProCa indica una reducciéon en el rendimiento de cosecha del
25 %. La presencia de hombros en los racimos se redujo un 90 %, es decir, en

10 racimos observados, pasaron de 10 a 1. El tamafio de las bayas procedentes
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de las cepas tratadas fue significativamente diferente al tamafio de baya de las
cepas control. Los racimos de vifias tratadas presentan un mayor numero de
bayas de menor tamafio (10-12 mm de didmetro) y un menor nidmero de bayas
con diametro 14-18 mm. La relacién sélido/liquido fue significativamente mayor
en las uvas tratadas. El peso medio de baya fue significativamente menor en las

uvas tratadas.

En la Figura VI-21 se observan las diferencias entre los racimos de las cepas

control y los procedentes de cepas tratadas con ProCa.

Figura V-21: Racimos procedentes de A) cepas sin tratar; y B) cepas tratadas

con ProCa

4.2.3 Evolucion de la fermentacidon y parametros de vinificacién

En las Tabla VI-27 y VI-28 se muestran los valores encontrados para
diferentes parametros tanto al inicio como al final de la fermentacion para cada
uno de los depdésitos. EI mosto procedente de uvas tratadas presentd valores

superiores para grado Brix, pH y acidez total.
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Tabla VI-27: Parametros enolégicos de las uvas vendimiadas

Lacassa
(nmol mL™)
Testigo 20.6 £ 0.2 3.49+0.01 4.35 + 0.02 0.231 = 0.014

ProCa 24.4 + 0.1 3.78 +0.01 5.34 = 0.01 0.046 = 0.010

Muestras © Brix pH Acidez Total 2

2 Acidez Total expresada como g L™ de &acido tartarico

Tabla VI1-28: Parametros enoldgicos de las vinos elaborados

Muestras Etanol pH Acidez Total 2 Acidez Volatil °
v/v)
Testigo 13.0+ 0.4 3.68+0.01 4.12+0.11 0.21 = 0.01
ProCa 13.8+ 0.3 4.04+0.04 4.72 + 0.09 0.21 = 0.01
Muestras IPT IC Tonalidad
Testigo 44.3 + 3.3 12.7 £ 0.9 0.42 £ 0.01
ProCa 61.6 + 0.6 14.6 +0.4 0.54 + 0.02

2 Acidez Total expresada como g L™ de &acido tartarico
b Acidez Volatil expresada como g L™ de acido acético

El vino producido con uvas tratadas proporcioné un mayor grado alcohdlico.
Los valores de acidez volatil del vino fueron normales para vinos sin
alteraciones. El Indice de Color (IC), el Indice de Polifenoles Totales (IPT), pH y
la acidez total fueron superiores para los vinos obtenidos con uvas tratadas. La
tonalidad presenté un valor inferior en los vinos “ProCa”. Cabe destacar los
bajos valores encontrados en la determinacién de la lacassa, debido al buen
estado sanitario de la uva. La tasa de incidencia de podredumbre corresponderia

a menos de 1 % para ambos tipos de uvas.

Respecto al proceso fermentativo de las uvas tratadas, existen diferencias
respecto al control sin tratar al producirse de un modo mas rapido y alcanzando
en menor tiempo el final de la fermentacidon. La Figura VI-22 muestra la
evolucidon segun el tanto por ciento de azucares. La fermentacion maloléctica

tuvo una duracién de 23 dias, no encontradndose malico con el método utilizado.
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Figura VI-22: Evolucion de la fermentacion de las diferentes muestras

4.2.4 Coordenadas de color

En la Tabla VI-29 se muestran las coordenadas ClELab para los distintos
vinos. La coordenada L* o claridad presenta diferencias significativas entre el
testigo y los vinos procedentes de uvas tratadas con Prohexadiona de calcio.
Estos uUltimos vinos son méas oscuros o tienen mas capa que el testigo. Respecto
a la coordenada a*, que es la componente roja, se puede afirmar que los vinos
de ProCa tienen valores superiores al testigo. Para la coordenada b*, que va
desde el amarillo (valores positivos) al azul (valores negativos), los vinos
procedentes de uvas tratadas presentan tonalidades mas azules, presentandose

mas violaceos.

Tabla VI1-29: Coordenadas CIELab para las distintas muestras

Muestras L> a* b*
Testigo 85.0 + 1.8 25.40 + 1.47 -0.44 +1.72
ProCa 77.4 0.7 32.74 = 1.51 -4.72 +0.29

4.2.5 Andlisis sensorial

El test Duo-Trio realizado para comprobar si los vinos procedentes de
distintas uvas pueden diferenciarse, demostré6 que los vinos elaborados no
difieren entre si a un nivel de significaciéon del 5%. El nUmero de respuestas

correctas y totales fueron 17 y 25 y el nimero critico de respuestas para
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significacion es 18. Se realizé un analisis descriptivo de los dos tipos de vino y
se matizaron las caracteristicas de la fase visual, olfativa y gustativa. En las
Figuras VI-23, VI-24 y VI-25 se muestran los diagramas radiales del andlisis

descriptivo.

Fase visual: la capa fue muy superior en el vino de Pro-Ca (p<0.05). El vino
control presentd un color mas cereza y granate, y en el vino de Pro-Ca se

observaron tonos picota y negruzcos (p<0.05).

CAPA Violaceo COLOR

J7

Rubi’ Picota

Baja
20

Negruzco Parpura

—— Control

—=—Pro Ca

—— Control
—s=—Pro Ca

Teja Cereza

Alta Media

Granate

Figura VI1-23: Fase visual

Fase olfativa: Los vinos no presentaron diferencias en la intensidad ni en los
tipos de aroma; se observaron aromas frutales en ambos vinos y aromas
especiados (p<0.05) en el vino de Prohexadiona-Ca. El test olfativo consider6

mas complejo (p<0.05) aromaticamente al vino de Prohexadiona-Ca.

Frutal
bain INTENSIDAD Y CALIDAD e AROMAS
15

Simple 10 Media
—e— Control
—=—Pro Ca
Vegetal

—— Control Madera
—s—Pro Ca

Balsamico Especiado

Complejo Alta

Sucio Franco

Animal

Figura VI1-24: Fase olfativa

Fase gustativa: los sabores se encontraron més equilibrados (p<0.05) en el
vino tratado con Prohexadiona-Ca respecto al control; el tacto fue considerado
suave y ligero (p<0.05) en el vino control frente a una gran astringencia y

untuosidad en el vino tratado. El postgusto fue muy frutal en ambos, con toques
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especiados y balsamicos en el vino tratado. El vino tratado con Prohexadiona-Ca

fue mas persistente (p<0.05) que el vino control.

Frutal
SABORES Y TACTO 15 POSTGUSTO
Equilibrados
20 Quimico. Floral
No persistente 15 No equilibrados
- - comol
g —=—Pro Ca
5 ——ProCa
Madera Vegetal
Persistente 5 Suave 9
Untuoso Astringente Balsamico Especiado
Ligero Animal

Figura VI-25: Fase gustativa
4.3. Vinificacion de uvas variedad Tempranillo (afio 2005)

4.3.1 Tratamiento y Elaboracién

ProCa se aplicé como Regalis® (BASF, Alemania) en una sola dosis 3 kg ha™
en el periodo vegetativo de prefloracion (BBCH 57) en la fecha 11/06/05 sobre
la misma parcela que el afio anterior y con las mismas consideraciones. Durante
el experimento las condiciones metereoldgicas fueron registradas en la estacion
agroclimatica de San Vicente de la Sonsierra (La Rioja). Las lluvias totales
fueron 52 mm en 23 dias de lluvia, y las temperatura medias maxima y minima

fueron 27.7 y 10.1 °C respectivamente.

La uva se vendimié en cajas el 7/10/05 cosechando aproximadamente 300
kg de uva con tratamiento y otros 300 kg sin tratamiento. La pasta fue

conducida a los depdsitos de fermentacion de acero inoxidable de 100 L.

El mismo dia se inocularon los depdésitos con la cepa neutra de
Saccharomyces cerevisiae VRB Uvaferm (Lallemand). Los depédsitos fueron
remontados dos veces por dia. Una vez finalizada la fermentacion alcohélica
(18/10/04) se procedio al descube y el vino yema obtenido se llevé a depdsitos

de 50 L. Posteriormente se llevo a cabo la fermentaciéon malolactica sembrando
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las bacterias lacticas MBR Alpha Oenococcus oeni el 21/10/04. La fermentacion

malolactica se dio por finalizada el 11/11/05.

4.3.2 Efectos en campo

La aplicacion de Pro-Ca tuvo un efecto menos acusado que en el afio anterior.
La maduracién y el crecimiento vegetativo de las cepas tratadas con ProCa fue
similar a las de cepas control sin tratar, obteniéndose racimos de similar forma y
numero de bayas. Para las vifias tratadas, la produccion disminuyé un 10%, y el
numero de hombros descendié en un 30%, es decir, en 10 racimos pasan de 10

a 7. En la Figura VI-26 se aprecian las pequefias diferencias entre dos racimos.

Figura VI-26: Racimos procedentes de A) cepas sin tratar; y B) cepas tratadas

con ProCa

En la Tabla VI-30 se muestran los parametros correspondientes al
rendimiento. Se encontraron un mayor numero de bayas pequefas en las cepas
tratadas, con diametros 10-12 mm y 12-14 mm. El peso medio de baya

significativamente menor en las uvas tratadas.
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Tabla VI1-30: Valores de distintos parametros de rendimiento de produccion

Muestras Tamario de baya®
10-12 mm 12-14mm 14-16mm 16-18 mm
Testigo 0.3+ 0.6 14.7 £ 1.5 75.4x1.1 9.6x1.1
ProCa 57+15 17.7 + 0.6 68.0 + 1.7 8.5 + 0.6

2 9% de bayas para cada diametro

Muestras Peso medio de baya (g) 26 Solido/liquido
Testigo 1.57 = 0.02 50.4 = 3.7
ProCa 1.41 = 0.02 55.6 + 2.5

4.3.3 Evoluciéon de la fermentaciéon y parametros de vinificacién

En las Tablas VI-31 y VI-32 se muestran los valores encontrados para
diferentes parametros al inicio y al final de la fermentacién para cada uno de los
depdsitos. En las uvas procedentes de cepas tratadas se observan unos valores
ligeramente inferiores para ©Brix y pH, mientras que la acidez total fue superior
con respecto al control. Se observé un buen estado sanitario como muestra la

ausencia de lacassa.

No se observaron diferencias significativas en el contenido de alcohol, pH y
acidez total entre los vinos control y de “ProCa”. La acidez volatil indicé la
ausencia de alteraciones. El IPT y el IC fueron mayores para los vinos obtenidos

de uvas tratadas. La tonalidad fue similar para ambos vinos.

Tabla VI1-31: Parametros enoldgicos de las uvas vendimiadas

. . Lacassa
o a
Muestras Brix pH Acidez Total (nmol mL ™Y
Testigo 22.2+0.1 3.55+0.02 4.65+0.01 nd
ProCa 20.2 +0.1 3.49+0.01 4.70 + 0.02 nd

@ Acidez Total expresada como g L™ de &cido tartarico
nd = no detectado

Tabla VI1-32: Pardmetros enoldgicos de las uvas vendimiadas

Etanol

Muestras pH Acidez Total 2 Acidez Volatil P
v/v)
Testigo 13.4+0.1 3.72%+x0.01 4.78 +0.18 0.37 = 0.01
ProCa 13.6 £ 0.1 3.68+0.04 4.42 = 0.47 0.27 = 0.07
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Muestras IPT IC Tonalidad
Testigo 39.5+ 1.3 12.7 £ 0.2 0.59 + 0.03
ProCa 445+ 2.0 13.2 + 0.2 0.55 + 0.04

@ Acidez Total expresada como g L™ de acido tartarico

b Acidez Volatil expresada como g L™ de acido acético
Respecto al proceso fermentativo de las uvas tratadas, se observa en la
Figura VI-27 que no existieron diferencias con el control sin tratar, realizandose
de un modo similar y finalizando la fermentacidon en el mismo periodo de tiempo
(10 dias). La fermentaciéon malolactica tuvo una duraciéon de 20 dias, no

detectandose el acido malico.

100

80 -

60 —e— Control
—=— ProCa

% AzuUcares

40 1

20 -

0 50 100 150 200 250

Tiempo (horas)

Figura VI1-27: Evolucion de la fermentacion de las diferentes muestras

4.3.4 Coordenadas de color

La Tabla VI-33 muestra las coordenadas CIELab para los distintos vinos.

Tabla VI-33: Coordenadas ClIELab para las distintas muestras

Muestras L* a* b*
Testigo 79.0 £ 0.4 24.54 + 1.88 -1.37 £ 0.76
ProCa 71.0 = 0.6 32.74 = 1.35 -2.93 + 0.55
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Respecto a la claridad, los vinos de prohexadiona presentan mas capa (L
inferior) que los vinos control. Los vinos procedentes de uvas tratadas también

presentan mas componente roja y azul (a* y b* en negativo).

4.3.5 Andlisis sensorial

El test Duo-Trio realizado en el analisis sensorial para comprobar si los vinos
procedentes de distintas uvas pueden diferenciarse, demostré que los vinos
elaborados no difieren entre si a un nivel de significacion del 5%. El nimero de
respuestas correctas fue 31 frente a un total de 55 respuestas, mientras que el
numero critico de respuestas es 34. Se realizé un andlisis descriptivo de los dos
tipos de vino y se matizaron las caracteristicas de la fase visual, olfativa y

gustativa. Se muestran los diagramas en las Figuras VI-28, VI-29 y VI-30.

Fase visual: Se encontraron diferencias significativas en la capa (muy
superior en el vino de Prohexadiona-Ca) y en el color: el vino control presentd
un color mas granate y en el vino de Prohexadiona-Ca se observaron tonos mas

violaceos y purpuras.

Baja CAPA Violaceo COLOR
40 20

30 Purpura

Cereza —— Control
—=—Pro Ca

Picota

—— Control

—=—Pro Ca

Alta Media

Granate

Figura VI1-28: Fase visual

Fase olfativa: el vino de Prohexadiona-Ca presentd una intensidad aromatica
superior (p<0.05) y una calidad més franca, limpia y compleja (p<0.05); se

observaron aromas muy frutales en ambos vinos.
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INTENSIDAD Y CALIDAD AROMAS

—e— Control
Vegetal —=—Pro Ca

Especiado

Complejo

Animal

Figura VI-29: Fase olfativa
Fase gustativa: los sabores se encontraron mas equilibrados (p<0.05) en el
vino tratado con Prohexadiona-Ca respecto al control; el tacto fue considerado
suave y ligero en el vino control frente a una gran untuosidad en el vino tratado.
El postgusto fue muy frutal en ambos, con toques especiados y balsamicos en el
vino tratado. El vino tratado con Prohexadiona-Ca fue mas persistente que el

vino control.

Fi |
SABORES Y TACTO 0 POSTGUSTO
Equilibrados

Quimico 20 Floral
No persistente. No equilibrados 1

—— Control
—— Control
Madera Vegetal - ProCa
Suave —=—Pro Ca

Persistente

Balsamico Especiado

Ligero Animal

Figura VI-30: Fase gustativa

4.4. Discusion

En el afio 2004 se observé una mejora en el estado sanitario de las uvas
procedentes de cepas tratadas con prohexadiona de calcio como muestran los
valores inferiores de lacassa. Este resultado confirma la teoria de Vail y Marois.
El menor tamafio de grano y la menor compacidad de los racimos reducen la
incidencia de Botrytis cinerea. Prohexadiona de calcio produjo una reducciéon en

el rendimiento de produccion y en la presencia y nimero de hombros. Este
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efecto fue producido como consecuencia de una reduccién en el cuajado del
fruto. Como describié Lo Giudice (2004), Prohexadiona célcica tiene el potencial
de reducir el cuajado del fruto, especialmente cuando es aplicado en la época de
prefloracién. La aplicacion en prefloracion de ProCa causa pardeamiento y
abscision de las inflorescencias. ProCa inhibe la conversién del acido
aminociclopropanocarboxilico a etileno, y su aplicacién reduce la senescencia
inducida por etileno en varios sistemas de las plantas (Rademacher y col. 1992).
Las diferencias entre las uvas control y las procedentes de cepas con
tratamiento fueron mas marcadas en el afio 2004, pero en el afio 2005 la
maduracion fue similar tanto para las uvas de las cepas control como para las de
las tratadas, con excelente estado sanitario. El porqué de que este tratamiento
tuvo un efecto menos acusado es incierto. Las cepas no fueron posiblemente

sensibles al producto debido a las condiciones climatoldgicas y mediambientales.

Los valores de los pardmetros enolégicos convencionales en la fecha de
vendimia revelaron una completa y mas rapida maduracion de las uvas
procedentes de las cepas tratadas con Proca en el afio 2004. Estas uvas fueron
significativamente diferentes a las de las cepas control. Sin embargo, la
aplicacion de ProCa en el afio 2005 no causé diferencias significativas en la
maduracion de las distintas uvas. La aplicacion de Prohexadiona-Ca no produjo
una alteracion en la evolucién de los procesos de fermentacion alcohdlica y

malolactica.

Se produjo un gran incremento en el indice de Color y el indice de Polifenoles
Totales para los vinos obtenidos de uvas tratadas respecto a aquellos obtenidos
de uvas no tratadas. Este efect6é se observé en los dos afios de estudio. La
reduccién en la produccién y tamafio de grano, y el incremento en la relacion
solido/liquido llevé a una mayor concentracion de compuestos fendlicos tal y
como describia Lo Giudice. Las coordenadas de color CIELab corroboran este
hecho, ya que los vinos de Prohexadiona de calcio presentan mayor oscuridad y
tonos rojos. La aplicacion de ProCa produjo una mejor maduracion fendlica en

los dos afios de estudio.
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Los tests Duo-Trio mostraron que no aparecieron diferencias significativas (a
un nivel de 0.05) entre los vinos control y los procedentes de uvas tratadas con
ProCa en ninguno de los dos afios en que se realizé el estudio. Sin embargo, el
analisis descriptivo revelé diferencias en el color, los aromas y sensacién en
boca o tacto. Debido a la reduccion del rendimiento de cosecha y tamafios de
baya en las cepas tratadas, los compuestos polifendlicos relacionados con el
color del vino se concentraron, mostrando los vinos procedentes de dichas uvas
una mayor intensidad de color con respecto a los vinos control. Ademas, la
aplicacion de Prohexadiona de calcio caus6 un aumento en la absorbancia a 420,
520 y 620 nm (implica un mayor IC) y proporcioné un color violaceo-purpura en
los vinos procedentes de las uvas tratadas. Este hecho puede explicarse por una
mayor concentraciéon en antocianos 0 por un aumento en la copigmentacion.
(Gutiérrez y col. 2005). Aparte del hecho evidente de que un aumento en la
relacion superficie volumen (debido al menor tamafio de baya) proporciona un
aumento en antocianos y otros compuestos flavonoideos (Pérez-Magarifio y col.
2004) existe una segunda hipdtesis; se ha comprobado que prohexadiona de
calcio afecta directamente a la ruta biosintética de antocianos y otros
flavonoides. Este efecto se debe posiblemente al rol que juegan las dioxigenasas
dependientes del 2-oxoglutarato (Heller y Forkmann 1994; Rademacher y col.

2003).

La mayor capa asignada en el andlisis sensorial para los vinos procedentes de
uvas tratadas concuerda con los valores de la coordenada L* encontrados para
dichos vinos, que son inferiores (vinos mas oscuros) a los valores
correspondientes al control. La mayor intensidad de tonos violaceos y purpuras
observados en los vinos ProCa confirma los mayores valores de la coordenada

b* determinados para dichos vinos.

Los precursores de aroma y flavor también se incrementaron como resultado
del menor tamafo de baya. El andlisis sensorial mostré una alta intensidad
aromatica para los vinos procedentes de uvas tratadas. Ademas, el aroma de
estos vinos fue clasificado como mas complejo y limpio que el del control. Se

percibieron también mas aromas especiados en los vinos procedentes de uvas
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tratadas. El flavor y aroma tipicos de la variedad Tempranillo presentan matices
a regaliz y trufa (Jackson 2002), que pertenecen a la familia de aromas
especiados, y se percibieron mas claramente en los vinos procedentes de uvas

tratadas.

La astringencia, el cuerpo y la untuosidad obtenidos en los vinos “ProCa” se
debieron a un mayor contenido de acidos orgéanicos y flavonoides, como
flavonoles, flavan-3-oles y sus polimeros (procianidinas y taninos condensados),
que se extrajeron de las pepitas y los hollejos de las uvas. Este hecho se
correlaciona con el alto valor de IPT determinado en los vinos procedentes de
uvas tratadas. Se encontré una alta persistencia en los vinos “ProCa” como
consecuencia de la concentracion de compuestos responsables del flavor y del

sabor producida por una reduccién del tamafio de baya.

El postgusto también se aprecié como especiado en los vinos procedentes de
uvas tratadas, lo que corrobora también el perfil aromatico obtenido para dichos

vinos.
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Las conclusiones obtenidas tras la realizacion de este trabajo son las

siguientes:

DESARROLLO DE METODOS DE ANALISIS

> Se ha desarrollado y validado un método analitico para la determinacién de
los fungicidas pirimetanil, metalaxil y penconazol en las muestras del proceso
fermentativo de mostos (mosto, mosto en fermentacién y vino) basado en la
extraccién liquido-liquido con determinacion por cromatografia de gases y
detector de nitrogeno-fésforo. ElI método propuesto obtiene altos
rendimientos de extraccidén. La presencia de azlcar y etanol en las muestras
de fermentacion no afecté a al determinacién de pirimetanil, metalaxil y
penconazol. No se observé efecto matriz en el analisis de dichos fungicidas.
Sin embargo, diclofuanida presenté efecto matriz y no puede ser analizado

por este método.

> Se ha desarrollado y validado un método de extraccion en fase sdélida con
determinacion por cromatografia de gases y detector de nitrogeno fdsforo
gue permite la rapida determinacién de los fungicidas pirimetanil, metalaxil,
diclofluanida y penconazol en mosto, mosto en fermentaciéon y vino. El
método ofrece buenas recuperaciones y excelentes linealidad, precision,
exactitud y sensibilidad. La fase de octadecilsilano fue la mas adecuada para
la extraccion cuantitativa de los analitos objeto de estudio. No fue necesaria
una etapa de purificacion de los extractos puesto que los cromatogramas de
los extractos de mosto y vino procedentes de uvas sin tratar no muestran
interferencias. No existe efecto matriz en la cuantificacion de los cuatro
compuestos por la diferente composicion de la matriz. También se ha
propuesto un método de confirmacién de la presencia de los analitos en los
extractos por cromatografia de gases y deteccidon con espectrometro de

masas.

> Se ha desarrollado y validado un método réapido y simple de extracciéon con

disolvente organico para la determinacién de residuos de pirimetanil,
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metalaxil, diclofluanida y penconazol en uvas tintas. La metodologia incluye
tres métodos para la extraccion de residuos en tres partes de la uva:
superficie exterior, hollejo o piel, y pulpa. Los métodos ofrecen buenas
recuperaciones, linealidad, precision, exactitud y sensibilidad. El efecto matriz
se evita con un calibrado en extracto (matrix matched calibration) para la

cuantificacion de los compuestos en pulpa y en la baya entera.

> El estudio de la movilidad de los cuatro fungicidas en las diferentes partes de
la baya realizado en laboratorio mostré que el porcentaje de retencion no
dependidé de la concentracidn inicial de fortificacidon, y que dicho porcentaje
aumentd cuanto mayor es el tiempo de contacto con las uvas. Pirimetanil,
metalaxil y diclofluanida mostraron una cinética de primer orden en la
retenciidn con respecto al tiempo. La cantidad de residuos fue mayor en la
piel. Se observd penetracion de los todos los fungicidas a la pulpa. La relacion
entre las concentraciones de piel y pulpa no dependié de la concentracidn
inicial. Penconazol presenté una mayor penetracion que el resto de los
compuestos. Los ensayos realizados en laboratorio son adecuados para la
simulacion de la retencidn y distribucion de los fungicidas objeto de estudio

en uvas de vinificacion.

ESTUDIO DE PIRIMETANIL EN LA FERMENTACION EN LABORATORIO

> El proceso de fermentacién alcohdlica de mostos sintéticos y reales provocd
un gran descenso en la cantidad afiadida de pirimetanil comparado con las
muestras testigo, y sin que se observe la aparicion de ningun producto de

degradacion alguno.

> La disminucién del contenido en pirimetanil durante el proceso de
fermentacion depende de la cepa de levadura y de la concentracion inicial
adicionada de pirimetanil. La disminucion es mayor en muestras reales que
en sintéticas. Se observan restos de pirimetanil en los posos de levaduras de

forma independiente a la levadura inoculada y al tiempo de fermentacion.
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» La presencia de pirimetanil no afecta negativamente al proceso de

fermentacion alcohdlica.

ESTUDIO DE PIRIMETANIL APLICADO EN CAMPO EN FERMENTACION

» En las fermentaciones realizadas en bodega de uvas tratadas con pirimetanil,
las diferencias obtenidas en los distintos parametros enoldgicos en mostos y
vinos testigo y con presencia de pirimetanil mostraron que pirimetanil no

afecté de manera sistematica a ninguno de ellos.

> Los valores de lacassa encontrados fueron inferiores en el caso de los mostos

procedentes de uvas tratadas con respecto al testigo.

> El analisis sensorial realizado con los vino elaborados los diferentes afios no
reveld diferencias significativas. La presencia de piriemetanil no modificé la
evolucién de los procesos fermentativos (fermentacion alcohodlica vy

malolactica) ni las caracteristicas organolépticas de los vinos elaborados.

» En las uvas tratadas de acuerdo con las BPA, los residuos de pirimetanil se
encontraron principalmente en el hollejo. La cantidad total en la baya siendo
esta cantidad inferior al LMR. La eliminacién de pirimetanil desde el mosto
inicial hasta el vino final durante el proceso de vinificacién se debié a las
distintas practicas enoldgicas como trasiegos y clarificacion en frio, por una

retencidn de residuos en las sustancias coloidales o sélidas del mosto/vino.

ESTUDIO DEL EFECTO DE PROHEXADIONA DE CALCIO EN UVA Y VINO

> La aplicacion de Prohexadiona calcica en postfloracion produjo un efecto mas
acusado en la maduracion de la uva en el afio 2004, apareciendo diferencias
respecto al control en pardmetros como °© Brix (superior en las uvas tratadas)
y en forma y tamafio de los racimos. En el afio 2005. la evoluciéon en campo

ha sido muy similar al control.
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> Durante el proceso fermentativo existe una mayor extraccion de polifenoles
en el caso de las uvas tratadas al producirse un aumento en los valores de

IPT, taninos e IC en cada uno de los afios estudiados.

> Los valores de lacassa encontrados son significativamente mas bajos para las

uvas tratadas con Prohexadiona-Ca.

> La presencia de Prohexadiona-Ca no alteré la evolucidon del proceso de

fermentacion alcohdlica.

> El andlisis sensorial muestra que no se aprecian diferencias significativas

entre los diferentes vinos elaborados.
> La aplicacion de Prohexadiona-Ca hace modificar las caracteristicas

organolépticas de los vinos elaborados con las uvas procedentes de las cepas

tratadas.
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INTRODUCTION

The principal parasites of the grapevine are gray
mold (Botrytis cinerea), downy mildew (Plasmopara
viticola) and powdery mildew (Uncinwla necator).
These pests can reduce berry quality.! In order
to achieve an effective control of this fungus
it is necessary to use fungicides at the right
stage of growing.? The use of these products,
particularly when the grape harvest is near, can
lead o hazardous residues above the maximum
permitted levels in the must obtained. In addition,
the presence of pesticides could affect the activity
of the yeasts, resulting in a stopped or sluggish
fermentation, which is detrimental to the final quality
of the product.* Other studies have dealt with
the transformartion of pesticides and their dissipation
during fermentation, 5%

Generally, pesticide analyses are carried out by
gas chromatography (GC)” ” or high-performance
liquid chromatography (HPLC) with a diode array
detector (DAD); fluorescence detection'” 12
used. Routine methods used in pestcide residue
analysis in complex marrices are based on exrrac-
ton and concentration of pesticides prior o chro-
matographic analysis'®. Major extraction techniques
involve solid-phase extraction®'*'% or solid-phase
micro-extraction.'™'® The most commonly used treat-
ment method for liquid samples is liquid-liquid
extraction (LLE) with organic solvents. Acetonirrile,
hexane, dichloromethane and ethyl acetate are the
most commonly used.®'72®

is also

In the analysis of pesticides in enological samples,
an essential question is the choice of a methodology
for the determinarion of these compounds both in
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must and wine, no matter their matrix. Since alcoholic
fermentation causes changes in the composition of the
must, with a reduction of the sugar content and an
increase in ethanol, it is important to study the matrix
effect which can occur in the fungicide extraction
process — an effect which has already been detected by
other writers.”! *** Some researchers'® have looked at
the matrix effect in the determination of fungicides in
different types of grapes, while others have worked on
the composition of the must itself*! or of the wine, '™

Recently, some new fungicides were introduced on
the marker. Cyprodinil (anilinopyrimidine) and flu-
dioxonil (phenylphyrrole) are available together in a
commercial formulation called Switch (37.5% and
25%, respectively). The first inhibits the biological
synthesis of methionine, one of the principal com-
ponents of fungal protein synthesis, while fludioxonil
stimulates the synthesis of glycerol, which blocks cell
growth in the fungus.®® *7 The main aim of this work
was to develop a sensitive, selective, precise and simple
method for the determination of cyprodinil and flu-
dioxonil residues in the fermentation process of musts
by LLE with subsequent HPLC-DAD. Furthermore,
a study of the matrix effect on sample treatment and
on guantification of the compounds was made. The
method was applied in order to evaluate the effect of
alcoholic fermentation on the concentration of the tar-
get fungicides, which have been applied individually
and mixed in the commercial product.

EXPERIMENTAL

Chemicals

Analytical standard pesticides of cyprodinil (4
cyclopropyl-6-methyl-N-phenylpyrimidine), fludiox-
onil  [4-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-4-y1)-1 H-pyr-

Table 1. Chemical characteristics of the compounds studied

role-3-carbonitrile] and Switch were purchased from
Riedel-de-Haén (Seelze, Germany). Table 1 shows the
chemical characteristics of the compounds studied.
Standards were certified at a minimum of >99% pure
(Pestanal grade). HPLC-grade methanol, ethanol,
acetonitrile and dichloromethane were obrained from
Scharlau (Barcelona, Spain). Other reagents used
were D(+)-glucose, potassium dihydrogen phosphate,

i sulfate, sulfate and sodium
sulfate anhydrous ACS-ISO for analysis from Pan-
reac (Spain). L(+)-Tartaric acid ACS was provided
by Sigma Aldrich. Sodium chloride for analysis was
purchased from Carlo Erba.

Ultrapure water was obtained in a Milli-Ro plus
system together with a Milli-Q system from Millipore
(Bedford, MA, USA).

Inoculated yeast VRB Saccharomyees cerevisiae was
purchased from Lallemand (Australia). Inocula were
prepared in 7g L' of Difco™ yeast nitrogen base
(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) in Milli-Q
water.

Stock standard solutions

A stock standard solution {ca 1000 mg L_') of cach
fungicide was prepared in methanol by weighing
approximately 0.0250g of the analyte into a 25mL
volumerric flask and diluring to volume. An interme-
diary mixed standard solution was prepared by dilution
in methanol of the stock standard solution to give a
concentration of ca 100mg L' for each compound.
All standard solutions were stored at —20°C. Working
standard solutions for further studies were prepared by
spiking different volumes of the intermediary standard
solution in synthetic must and wine (model solutions)
in order to obtain a mauix as similar as possible 1o
real wine samples. All working standard solutions were
stored in the dark at 4°C.

Molecular Molecutar ADIR Cral LD?
MName Chamical structure waight formula Kou®  (mg kg" b.w. daily]  (rals; mg kg™ 'J
Cyprodinil H 2253 CraHisNg 4.0 0.04 2800
M, M
\f
N .
CHy
Fludicxonil 248.2 CipHgFaNz0z 4.1 0.05 =2800
CN
# / \
0
E M
5 H

A From The Pasticide Manual (2000 varsion, by tha Britith Crop Protaction Council, Surray, UK).

1944

T Sei Food Agric 88:1943-1948 (2008)
DOI: 10.1002/sfa
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Synthetic must and wine preparation

The synthetic must solution was prepared in ultrapure
water as follows: 202g L' p(+)-Glucose, 5g L'
L(4)-tartaric acid, 5g L.~' potassium dihydrogen
phospl 2g L ium sulfate and 2g L'
ammonium sulfate. The synthetic wine solution was
prepared as follows: ethanol 12% (v/v) and 5g L' of
Li{+)-tartaric acid. The must and wine samples were
adjusted 1o pH = 3.6 with NaOH.

HPLC-DAD system and operating conditions

The separation, identification and q fication of
the cyprodinil, fludioxonil and Switch compounds
were performed using a Waters HPLC-DAD with two
model 515 pumps, an autosampler model 717 plus and
a diode-array detector model 996, The reversed-phase
column used was a Kromasil C-18 (15 x 0.46cm)
column. The chromatographic conditions used were
as follows: eluent A, warter; eluent B, aceronitrile;
flow rate, 1 mL min l_; gradient, 35-60% B over
the first 3.5min and then was stable for 20min.
Injection volume was 50 pL. The chromatograms were
performed ar 280 nm and the spectra were recorded
from 200 to 350 nm.

Extraction procedure

Extraction of the chosen fungicides from the different
matrices which form the basis of this study was
performed using the LLE method.

With the best conditions found for fungicide
extraction a method was proposed, which has been
validated and characterized for model must, must in
fermentation and wine samples. The method used for
the extraction of the two compounds, cyprodinil and
fludioxonil, was as follows: 20mL of sample (must,
must/wine, wine) was placed in a 100 mL extraction
funnel, 25 mL of dichloromethane was added and it
was shaken for 15 min in orbital agitation. Once the
extract was separated out, anhydrous sodium sulfate
was added to dry possible remains from the aqueous
phase and it was concentrated to dryncess in a rotary
evaporator. The dry extract was made up to 5 mL with
methanol. Two injections were performed for each
extract.

RESULTS AND DISCUSSION
Selectivity, precision, recovery and accuracy
Selectivity was checked by injecting extracts of
spiked synthetic must and wine samples; it can be
deduced from .Figures 1 and 2 that there are no
interferences in the extracts of a synthetic must and
wine. The proposed condirions generared narrow
and reproducible chromatographic peaks. Noise was
similar regardless of the matrix: must or wine.
Accuracy was determined as percent recovery.
Recovery assays were performed with synthetic must
and wine spiked with fungicides at two
levels, 1 and 5mg L_', for cyprodinil and fludioxonil.

ration

F Sci Food Agric 88:1943 1948 (2008)
DOL: 10.1002/jsfa

of cyprodinil and fludi | in fi of must
0.60 -
= 0.40 4
<
0.20 4
00 4 - — v
T [ T [P [T T T v i ooy
200 400 600 800 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Min
Figure 1. HPLC-DAD inad fram piked
i sample after LLE.
0.60 7
0.40 eyprodinil
2
Misdioxonil \
0.20 4 \
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Figure 2. HPLC-DAD Dlained from f

sample spiked with cyprodinil (2mg L~") and fludioxonil (1mg L~")
after LLE.

Table 2. Maan and izion (both as for
concentrations of 1 and 5mg LT after spiking synthetic must and
wing samples

Recovery (RSD, %)

Pesticide Must Wine
Cyprodini 97.0 (5.3) 99.5 (5.4)
Fludioxond a7.7 (4.8) B8.8 (5.0}

RSD, relative standard deviation {0 = &).

Precision was evaluated in terms of repeatability
using two different fortification levels. Repeatability
expresses the precision under the same operating
conditions over a short interval of time. Repeatability
is expressed as an estimate of the relative standard
deviation (RSD) of a statistically significant number
of samples. Three replica tests were carried out
at each concenrration level, in accordance with
the sample trearment previously developed for each
compound. Results showed that the RSD values
were lower than 10%, and between 4.8% and
5.4%. The average recoveries ranged from 97.0%
w 96.5%. Table 2 shows the mean results obrained
for the two types of matrix at the two concentration
levels. Analysis of variance (ANOVA) revealed
the absence of significant difference (P < 0.03)
between the two types of sample or mawix for
cyprodinil and fludioxonil, and between different
concentrations.

1945
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Assessment of the matrix effect

The change in composition of the samples during
aleoholic fermentation (in the transformation of the
grape must into wine) makes it necessary to carry out
a study of the possible matrix effect in the process
of treating the sample. The possible effect of this
change on LLE has been studied. The linear response
of the method was studied in the two marrices. The
similarity in the calibration curves in both matrices
would indicate that there was no martrix effect in
the extraction of the compounds. A Student’s -
test was made to compare the slopes of the lines
of regression (synthetic must and wine) obtained for
each of the compounds studied, with a significance of
95%. The results showed thar there were no significant
differences between the slopes in syntheric must and
wine for cyprodinil and fludioxonil. Thus it can be
concluded that there is no martrix effect in the analysis
of eyprodinil and fludioxonil in these marrices.

Calibration curves, limits of detection and limits
of quantification

The analytical curves were obtained by spiking syn-
thetic must and wine with seven different concentra-
tions for each analyte, with three replicates. These
samples were analyzed by the developed method. Lin-
earity was estimated via linear regression analysis by
the least-squares regression method.

The limit of detection (LOD) and limit of
quantification (LOQ) parameters were determined by
injecting a number of extracts of non-spiked must and
wine samples (n = 6) and measuring the magnitude of
the background analytical response. LOD and LOQ
were estimated as the concentration obtained with the
average value of noise plus three or ten times the
standard deviation, respectively.”®

Table 3 shows the analytical features of the method
for the determination of the fungicides studied in
syntheric must and wine. The limits of quanrification
were always below the maximum residue limirs
(MRLs).

Analysis of synthetic samples spiked with
fungicides during fer
Fermentation tests were performed on sterile synthetic
must to which different doses of fungicide (doses
equal to or above MRLs, which are 2 and 1 mg L™,
respectively, for cyprodinil and fludioxonil in grapes)
were added and these were then fermented with

the selected strain of yeast, Saccharomyees cerevisiae,
a strain resistant to the products studied. The
musts were spiked with cyprodinil and fludioxonil
individually (2 and 4mg L' for cyprodinil; 1 and
2mg L' for fludioxonil) and Swirch (10mg L"),
The targer fungicides were added to different aliquors
of 500 mL of synthetic must, sterilized in an autoclave.
These must aliquots were inoculated with a veast
population of 10% in each flask, with two repetitions
for cach test.

In order to check the possible degradation of the
fungicides in the synthetic must matrix iself, (an
aqueous medium at pH 3.6) control samples were
prepared in synthetic must which were not subjected
to the fermentation process but did maintain the
same conditions of pH and temperature: pH 3.6
and a controlled temperature of 28 “C. These control
samples were spiked with the same concentration of
the compounds as the fermentation samples.

Fermentation proceeded for 7 days, Each test flask
was sampled regularly by taking two samples of 25 mlL
during the entire fermentation process (at 0 and then
after 12, 24, 48, 72, 96 and 168h from the start
of fermentation). These samples were centrifuged
ar 3000rpm at 3°C so as to eliminate the remains
of fermented yeast. All the tests were duplicated.
The samples taken were analyzed according to
the described method and optimized in this study.
Alcoholic fermentation was controlled by measuring
the sugar content.

Wines obtained from fermentations showed these
main enological paramerers: pH = 3.6, 11% alcohol
(v/iv), reducing sugars <2gL ' and tartaric acid
4.6g L', There was no significant difference in
the fermentative processes of musts with fungicides
compared with the controls.

Tables 4 and 5 reflect the amounts of ecach
compound found both in the control must and in
the musts fermented in the different concentrations
studied.

The results obtained showed that the marrix must
without fermentation (control solutions) caused a
slight elimination of the compounds with a decrease
in the concentration irrespective of the initial spiked
concentration: 5- 6% for cyprodinil whether individual
or in the product, and 1-4% for fludioxonil in the
individual fermentation and 34.7% in the Switch
product. In Table 6 the synergic effect is shown
for fludioxonil when together with cyprodinil in

Table 3. Analytical features of the method designed for analysis of fl i and cyprodinil in ic must and winge
Linear range LoD LOQ
Compound  Matrix (ngl™") wal™  (al™") Equation® 2
Cyprodini Must 53.6-20000 429 536 A = (256757.8 £ 7493.9)C + (-8789.6 £ 76435.3) 0.996
Wine 45.9-20000 348 459 A =(251561.2 £ 10954.00C + (6539.2 £ 11727.0) 0.590
Fludioxonil Must 36.0-20000 30.9 350 A = (830783 + 2445.2)C + (2113.6 + 24940.0) 0.996
Wine 177.7-20000 173.4 7T A= (816175 £ 4175.9)C + (—13705.3 & 42599.4) 0.990

24, araa; C, concantration.
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of dinil and fludi il in fi of must

Table 4. ion of inil and il content in control and
termanted (F) sampias with thair standard deviation (n = 4) for an
Initial concentration comesponding to the MRL of each compound of

amgL 'and1mgL ", ively: cyp | and
individuatly
Cypradinil (mg L™ ) Fludioxonil (mg L™}
Time
{hh Control F Control F

0 2054002 205+002 1114008 11100
12 2044003 199005 1134004 111002
24 203+£003 201003 113£003 1.06+002
48 184001 192+001 1.08+006 064005
72 1904007 187+001 107 +£008 088+007
96 1.84£005 1.24£003 1.12+£002 056000

168 1934007 169+002 110001 030+001

Table 5. E of the cypreding and il content in control
and farmented (F) samples with their standard deviation in = 4) for an
initial concantration corrasponding to 2 x MRL (4mg L~" and 2mg

L I. T Aii "al\d' Al T inclivichialh
Cyprodini fma L") Fludioxani (ma L")

Time

(h) Control F Control F

0 388x017 388017 251008 251008
12 379+008 3.79+008 254+004 279+003
24 3B86x001 393006 267001 2.18x009
48  383x004 374x£006 256004 1.40=006
72 35684004 3214022 212+017 044+002
96 A77£013 343£005 238+£000 021011

168 368+006 314012 2422007 0189025

Table 6. Synergic effect on fluds in the lal Switch
product in control and fermented (F) samples with their standard
deviation {n = 4}

Cyprodinil {mg L") Fludioxoni {mg L™")

Time

h) Control F Control F

0 388+002 388+002 259+010 259+010
12 384£001 396+£002 249+008 227001
24 3.70x002 357x001 200007 135001
48 370+£001 350+005 196+008 1.00+001
72 3784005 339001 195006 O0.67£000
86 373001 322018 168%£017 060x005

168 3.70+£002 2834004 169+£017 03800

the commercially available Switch product, as the
fludioxonil concentration presents a higher reduction,

For the individual compounds, the fermentative
process causes a decrease in the concentrations,
depending on the initial concentration. This decrease
is slightly higher, the higher the initial concenrtrations:
for cyprodinil between 17% and 19%, respectively,
for concentrations of 2.0 and 4.0mg L' for
fludioxonil between 73% and 92%, respectively, for
concentrations of 1.0 and 2.0mg L™ ! In fer ion

¥E

CONCLUSIONS

LLE is a suitable extraction method for the determina-
tion of new phytosanitary products which continue to
appear on the market, with high extraction recoveries
and values for the limits of detection and quantifi-
cation which are well below the MRLs imposed by
Spanish and European legislation.

Cyprodinil and fludioxonil fungicides do not reveal
a mawix effect when the method designed for its
determination in must and wine is applied.

The application of the fermentative process on
cyprodinil and fludioxonil fungicides causes a greater
decrease in the content of these compounds compared
to those of the control samples without the appearance
of any product in degradation and shows a greater
decrease the higher the inirial concentration.

In the study of the commercial Switch product a
greater decrease can be seen in the concentration for
fludioxonil, which shows a synergic effeer.
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Development of a liquid -liquid extraction
method for the determination of pyrimethanil,
metalaxyl, dichlofluanid and penconazol
during the fermentative process of must

by GC-NPD
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Abstract

BACKGROUND A rapld su[l(tln and sensitive gas chmmatﬂgraphlc method is described for the analysis of four

- | and dic

as sampi’es durlng alcoholic ferm entation The effect of alcoholic fer

real musts was studied.

RESULTS: The proposed method was based on liquid-liquid extraction

widely used in \rlneyards —in must and wine, as well
ion on py | conc in sy and

foll i by gas ch aphy with nitro-

gen-phosphorus detector. n-Hexane was the most nppraprlate solvent for extracting the target fungicides in synthetic

of the p

and real ples. Quality p

and precision (between 1.4% and 6.1%), and qua nrlllicatinn lim ilslnwerthan

recovery levels of well over 100% were found.

CONCLUSIONS: There was no matrix effectin the is of pr

d good recovery (ca 78.3% for almost all compounds)
idue limits. | o fordichlofluanid

lor penconazol, but this effect was observed

for dichlofluanid in synthetic and real matrices. The appllcatlnn of the fermentative process on pyrimethanil fungicide caused

a high decrease in the conc ion of this c

i, and no product appeared in degradation. The decrease of pyrimethanil

in fermented samples was similar in both synthetic and real samples.

(€ 2009 Society of Chemical Industry

Keywords: fermentative process; fungicides; GC-NPD; liquid - liquid extraction; matrix effect; must
L ________________________________________________________________________________________ ]

INTRODUCTION
Fungicides are frequently used to protect vines from discases.
The indiscriminate application of pesticides without respecting
the established safety periods (particularly on dates close to the
harvest) may produce fungicide levels above the maximum residue
limits (MALs) in the must obtained.' Moreover, the presence of
pesticides has also been associated with negative effects on yeast
metabolism, such as stopped or sluggish fermentations, and on
the organoleptic features of wine, which are detrimental to the
final quality of the product.??

The analytical methods used for analysing phytosanitary prod-

ucts are based on initial extraction of fungicides and their
b i J " @

detectors such as nitrogen-phosphorus detector (NPD), electron
capture detector (ECD)® or mass spectrometry (M5) are often
used. High-performance liquid chromatography (HPLC) with a
diode array detector (DAD) and fluorescence detector is also
used.* "

L |
* Comespondence to: Mard-Teresa Martinez-Soria, Departamento de Quimica,
Universidad de La Rioje, Madte de Dios, 51, 26006 Logrode, Spain.
E-mail: maria-teresa.martinez@uniricja.es

a Deg de Quimica,
Logrono, Spain

de La Rioja. Madre de Dios, 51, 26006

q ination using ch e tec 7
The most commonly used chromatographic technique for iden-
tifying and g g fungicide i
is gas chromatography (GC). Capillary columns and appropriate

in musts and wines

b de Agricuftura y Al Lindy
de um.ir 26006 Logrona, Spain

de La Riojo. Madre

instituto de fes Ciencias de lo Vid y of Vino {Universided de la Rioje, CSIC,
Gobierno de La Riaja). Madre de Diss, 53 26006 Lograda, Spain
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Currently used extraction methods are solid phase extraction
(SPE)®""'2 and solid phase microextraction (SPME).%'2" ' How-
ever, the most commonly used treatment method for liquid
samples is liquid-liquid extraction (LLE) with organic solvents.
Acetonitrile, hexane, dichloromethane or ethyl acetate are the
most used,'* "7

When analysing these types of compounds in oenological
samples, it is essential to choose an analytical methodology
that allows determination of fungicides in both must and wine
samples, regardless of the matrix. Since alcoholic fermentation
causes changes in must composition, reducing sugar content
and increasing ethanol, it is important to study the matrix
effect that may occur in the fungicide extraction process - an
effect which has already been reported by other writers?' -2
Some researchers have studied the matrix effect in fungicide
determination in different types of grapes,'' while others have
studied this effect due to the composition of must?' or wine?*
Some studies™ ¥ have described a matrix influence known as
‘matrix-induced chromatographic response enhancement effect’.

The main aim of this study was to develop a sensitive, selective
and precise method for determining fungicide residues in the
fermentation of must by LLE with subsequent GC-NPD. The
selectedfunglmdcsalecammonlyused invineyards: dichlofluanid,

land p b

il. The matrix i on
the Ex!ral:hun and the g ation of the ¢ {s was also
studied. The method was applied in orderto evaiuate the effect of

alcohaolic fi ion on pyrimethanil conc

EXPERIMENTAL
Chemicals

hanil, Tt

Synthetic must and wine preparation

The synthetic must solution was prepared in ultrapure water as
follows: 202 g L " o(+)-glucose, 5g L " Ll+)-tartaric acid, 5 gL'
potassium dihydrogen phosph 2917 lum sulfate
and 2gL7" sulfate. The synthetic wine solution was
prepared as follows: ethanal 12% (v/v) and 5g L~ L(+)tartaric
acid. The must and wine samples were adjusted to pH 3.6 with
NaOH.

Real must and wine preparation

Real must sol were d by p g thecv. T
grapes harvested in vineyards in the Qualified Designation of
Origin (DOCa) Rioja wine-producing region in 2006, and which
had not been treated with any phytosanitary product for at least
10 years. The analysed must had a sugar content of 220 g L' and
a pH of 3.35, The real wine solutions were obtained by laboratary
fermentation of 5 L of the real must after inoculation with selected
yeasts. The evolution of the fermentative process was controlled
at all times by measuring the sugar content. Wine obtained from
fi ion sh d the g main oenological parameters:
alcohol content 12.8 = 0.1% (w/v), pH 3.50 + 0.02, reducing sugars
=2gL"" and titratable acidity 5.15 £ 0.05 g L™ tartaric acid. Real
must and wine samples obtained were used to carry out the
method validation,

GC-NPD system and operating conditions

An Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA) 6890 N gas chro-
matograph equipped with an NPD, an autosampler 7683 (Agilent)
and a split-splitless injector, connected to an HP ChemStation
(Hewlett-Packard, Pale Alto, CA, USA), was used for determining
dichlofluanid, laxyl, penconazol and pyrimethanil fungicides.

The analytical standard pesticides p
dichlofluanid, penconazol and metribuzin were pulchased from
Riedel-de-Haén (Seelze, Germany). Table 1 shows the chemical
characteristics of the ¢ Is studied. jards were certi-
fied at a minimum of =99% pure (Pestanal grade). HPLC-grade
methanol, ethanol, ethyl acetate, acetone, dichloromethane, cy-
cloh and n-h were obtained from Scharlau {Barcelona,
Spain). Other reagents used were pi+}-glucose, potassium dihy-
drogen phosphate, magnesium sulfate, ammonium sulfate and
sodium sulfate anhydrous ACS-ISO for analysis from Panreac
(Barcelona, Spain). L(+)-Tartaric acid ACS was provided by Sigma
Aldrich (5t Louis, MO, USA). Sodium chloride for analysis was
purchased from Carlo Erba (Milan, ltaly).

Ultrapure water was obtained in a Milli-Ro plus system

The capillary column was an HP SMS (30 m = 0.25 mm id. with

0.25um linked 5% pt 1 sil Injector and
detector temperatures were 200 C and 325 °C, respectively, Oven
was i as foll 80" C for 0.9 min, raised

to 225 € (70°C min~") for 5 min, to 275°C (70°C min™") lal
3 min. Hellum was the carrier and make-up gas at 1.5 mL min~'
and 3 mL min~"', respectively. Flow relation for the NPD detector
was 3mL min "' for hydrogen and 70 mL min~" for air. Injection
was performed in splitless mode with a purge time of 0.9 min.

Extraction procedure
The target fungicides {dlchlol’luamd metalaxyl, penconazol and

with a Milli-Q system from Millipore (Bedford, MA, USA).
Inoculated yeast VRB Sacchammyces cerevisioe was purchased
fram Lall 1 (Adelaid

A stock standard solution {ca 1000mg L") of each fungicide
was prepared in t | by weighing approxi ly 0.0250 g
of the analyte into a 25 mL volumetric flask and diluting to
volume. An intermediary mixed standard solution was prepared
by dilution in methanol of the stock standard solution to give
a conc&nmtinn of ca ‘IBD mg L' for each compound. Stock
and i i of the internal standard

hanil) from the matrices were extracted by a
quuid-| uid extraction method.

The devel of the method involved the study of variabl
which affect Ilqmd liquid extraction with arganic solvents, as well
as a study of recovery and of the matrix influence which may be
caused by the fermentative samples in the method.

The study was performed on samples of synthetic must spiked
with the target fungicides, in concentrations equal to or above
their MRLs established by European Union legislation on grapes.®
Samples were respectively spiked at 20.0, 2.0, 5.0 and 200mg L’
with metalaxyl, penconazol, pyrimethanil and dichlofluanid, Sala
et al. prop i the use of conc ten times greater than
the MRLs,'* but this study could not be performed in the case of

(metribuzin) wereprepared in the same way. All standard sol
were stored at —20°C. Working standard solutions for further
studies were prepared by spiking different volumes of the
intermediary standard solution in synthetic and real must and
wine. All standard solutions were stored in the dark at4 "C.

imethanil and dichlofluanid because these compounds caused
saturaﬂon in the detector at the suggested concentrations.

The amount of comp extracted depended on the
variables used in LLE, such as organic solvent type, sample
volume, orbital agitation time and the amount of salt added to

J 5ci Food Agric 2009, 89: 750-757
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Table1. Chemicalch of the studied
ADI? Oral MAL MRL
(mghkg ' Lp* European EPA
Family name Common name Chemical structure Kow" bow.daily) (rats;mgkg™") Union(ugkg™") (ngkg ")
Phenylsulfamid. Dichlofluanid “H, a7 00125 > 5000 10000 nd®
fungicidas O/I
c% o,
Acylaming acid and Metalaxyl 175 003 633 1000 2000
anilide fungicides }\ma
HC y
HyCa t M
Triazoles fungicides Pencaonazol @ 372 o003 2125 200 nd®
H,C:
1
]
Pyrimidin fungicides  Pyrimethanil H i 284 0.7-020 =>5000 5000 5000
3
on,
Triazine herbicide Metribiuzin NH. 16 0013 2000 nd® nd®
Hy
B
* Fram The Pesticide Manual {2000 version, by the British Crop Protection Council, Surrey, UK).
B nd. non-defined MAL in grapes.

saturate the sample. These bles were analysed and optimized
in @ univariant way. The initial working conditions considered a
fixed sample volume of 5 mL of synthetic must, with 1 g NaCl, a
solvent volume of 10 mL and an orbital agitation time of 15 min.
A method s proposed with the best conditions found, and
characterized for synthetic and real must and wine,

RESULTS AND DISCUSSION

Optimization of the extraction procedure

Metribuzyn was chosen as an internal standard because this
herbicide is not normally used in vineyard treatments in the

Qualified D of Origin Rioja. Metribuzyn shows good
linearity (R = 0.9999), great sensitivity and a good standard
i in the 3
1.0mg L' showed a standard deviation of 0.8% (n = 4).
n-Hexane, ethyl acetate, cyclohexane, ethyl acetate- cyclohex-
ane (1:1) and acetone-dichloromethane (1:1) were studied as
extraction solvents. The recoveries with the different solvents are
shown in Table 2. The recovery results and relative standard devi-
ation (RSD, n = 3) showed the lowest recoveries with cyclohexane
(18.7-139.2%), followed by those with acetone-dichloromethane
(26.6-29.1%). With ethyl acetate (20.9-357%) the extractions
were lower than with n-hexane (54.7-68.0%) and had greater

ibility at a conc ion of

www.interscience.wiley.com/jsfa

(€ 2009 Society of Chemical Industry
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Table2. Recoverles (RSD, %) with different solvents

% Recovery (RSD)

RSD, relative standard devitation (n = 3),

deviations: 84-9.2% in ethyl acetate versus 0.6-7.0% in n-
hexane. The extraction recoveries with ethyl acetate - cyclohexane
(42.7 - 45 8%) were a little higher than ethyl acetate recoveries, but
had the characteristic, as in the case of acetone -dichl h

Compound n-Hexane Ethyl acetate C Ethyl
Pyrimathanil 568(1.2) 353(9.3) 26.6 (5.6) 227 (9.4) 427000
Metalaxyl 54.7 (0.8) 357 (8.7) 285 (9.2) 18.7 (BB) 45.818.2)
Dichlofluanid 680 (7.0) 209 (8.4) MD ND ND
Pencanazol 55.0(2.8) 348 (89) 29.1 (9.3) 39.2(9.2) 43.9(9.7)
ND, non-detected; RSD, relative standard deviation.
=5 for her 10 min of agitation. After ¢ the extracts,
Table 3. ) with f n-hexane
Al - anhydrous sodium sulfate was added for drying. The extract was
Compound 9% Recovery (RSD) then evaporated to ca 1 mL in a rotary evaporator (R-200, Bichi,
- - Essen, Ger y)at35 " C.Theextract was adjusted to a final volume
Syrimehant 0353) of 2 mL with n-hexane. Metribuzyn was added in a concentration
Melenl;, Sl of 1 mgL " as internal standard.
Dichlofluanid 157 {125}
Penconazol 91.0(32)

Matrix influence on fermentative process

The change in sample composition during alcoholic fermentation

(in the transformation of sugar must into ethanol) required that

the matrix influence in the extraction process had to be studied.
Several lutions were prepared with different sugar

and ethanol composition in order to obtain samples from different

momentsin a hypothetic fermentation. The fungicides were added

and cyclohexane, of not extracting one of the studied compounds:
dichlofluanid. As these results show, the selected solvent was n-
hexane. in order to increase the recoveries obtained with a single
extraction, a second extraction was performed with another 10 mL
of n-hexane, after removing the first extract, The recovery results
with two extractions (10+ 10 mL) of n-hexane are shown in Table 3.

Once the extraction solvent had been selected, extractions
were performed (v + v mL) using different volumes of n-hexane:
2,5, 10 and 20 mL. Analysis of data shows that pyrimethanil and
penconazal presented high and similar recoveries (ca 98.4% and

at two cone levels (1.0 and 5.0 mg L'} and extractions
were performed in triplicate. In the study of real samples, the must
obtained from untreated red grapes was inoculated with selected
yeasts. Alcoholic fermentation was carried outin the laboratory and
samples with different ethanel and sugar comp were taken
during the process. These samples were spiked with the target
fungicides at the same concentration (1.0 and 5.0mg L"), The
results are shown in Table 4. Analysis of varance (ANOVA) showed
that the extraction of pyrimethanil, metalaxyl and penconazol
did not present significant differences (P < 0.05) due to the
different sample compaosition, or two different spiked levels, in

ca B9.6%, respectively) for volumes of 2, 5, 10 and 20 mL, although
slightly higher than those for a volume of 10 mL. For metalaxyl, the
highest recovery values were obtained for volumes of 5 and 10 mL
(91.5% and 94.8%, respectively). Dichlofluanid displayed the same
behaviour as metalaxyl since high recovery values were obtained
for volumes of 5 and 10 mL (114.5% and 117.7%, respectively).
Therefore, the solvent volume of 10 + 10 mL was chosen for LLE.
Amounts between 0.5g and 1.5g NaCl were added. In the
results obtained it was observed that the addition of salt provide:
similar recovery values for pyrimethanil laxyl,
and penconazol when 0.5 and 1.0 g were added and slightly lower

bl anid

dic

elther h or real ples. Dichlofluanid recoveries were
higher than 100% in all synthetic and real samples (see Table 4).
Consequently, pyrimethanil, metalaxyl and penconazol did not
show a matrix effect. However, this effect was observed for
dichlofluanid.

Calibration curves, limits of detection and limits of
quantification

Analytical curves were abtained spiking must and wine samples
with seven concentrations for each analyte, with three replicates.

values with 1.5 g.0.5 g NaCl was chosen as the appropriate
because it was easily dissolved in samples.

LLE wasp d by orbital ag . The studied times were
5, 10, 15, 20 and 30 min. An agitation time of 10min yielded
recoveries of 102.0% for pyrimethanil, 103.1% for laxyl, 91.9%
for penconazol and 118.6% for dichlofluanid.

The method applied for the extraction of dichlofluanid,
metalaxyl, penconazol and pyrimethanil in synthetic and real
samples involved the following steps. 0.5 g NaCl was added to
SmL of sample (must; must-wine; wine) in a 50 mL extraction
funnel. 10 mL n-hexane was added and agitated for 10 min.
Once the extract was removed, 10mL n-hexane was added

These ples were lyzed using the method previously
described. The i i by the
least square method.

Limits of detection (LOD) and limits of quantification (LOQ)
were determined by Injecting several extracts of non-spiked
must and wine samples (n = 6) and measuring background
analytical response (noise). LODs and LOQs were estimated as the
cone i bitained with the ge value of noise plus three
and ten times the standard deviation, respectively.*

Table 5 shaws the analytical features of the method for the
fungicides in both synthetic and real must and wine. The LOQs
were always below the MRLs.

of the hod was
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Table . (RSD, %) of the fi s In differen and real matrices at two concentration levels
Synthetic Samples Pyrimathanil Metalaxyl Dichlofluanid Panconazol
% Ethanol (wv)  SucroseigL™')  1mgL™' 5mgL’ ImgL! smgL’ imgL! smglL’ ImgL™' smglL’
0.0 2000 963(1.6) 969(1.1)  905(08) 941(29) 1155(38) 1228(47) B64(41)  89.1(60)
30 1500 97.7(1.5) 97.5(1.5) 93.3(0.9) 95.2(1.7) 168.2(1.8) 174.2 (4.5) BB.2 (4.6) 909 (1.7)
a0 100.0 96.7 (0.9) 95.0 (0.6} 932{05) 4.0 (0.8) 166.2 (8.9) 171.9(6.5) 89.9(2.1) 92727
9.0 50,0 99.2{0.5)  974(1.0)  966(19)  959(04) 1602(27) 1685(82) 903(19)  894(07)
120 0.0 Q88 (2.7) a7.2(1.3) Q4.2 (45) 93201.3) 164.4(7.8) 1723 (9.) B9.6 (1.0} 89.9(59)
Real 5amples Pyrimethanil Metalaxyl Dichiofluanid Penconazol
% Ethanol (viv)  Sugarsigl™') 1mglL™' SmglL! Tmgl™! SmglL™' 1mgl™’ S5mglL™’ TmglL™' smglL™’
0.0 2200 85.001.3) 87.413.9) 98.801.3) 97.91(06) Ne3ne 121.7(3.5) 785(1.1}) 781 (1.0)
40 146.0 83.5(2.2) 86.2(3.8) 985 (0.8) 97.81(1.4) 119.3 (34) 125.9 (4.9) B80.1 (400 7eT 2
o 910 84.7(1.6) 87.100.2) 99.1 (1.5) 98.901.9) 119.9(5.5) 128010210 812(24) 81.5(1.9)
104 340 83.8(3.0) 87.3(2.8) 101.002.9) 92.1(1.3) 124.2 (6.5) 1324 (6.4) B81.6 (2.8} 79.9(3.3)
1.7 =50 B8.9(0.9) 87.1(0.7) 1010 2.2 100.1 (2.6} 144.301.3) 131.41.8) 784 (1.6) B80.5(1.6)
RSD = Relative Standard Deviation {n = 3).
Table 5. Analytical characteristics of the method f LRy ey lin synthetic and real samph
Compound Matrix LOD{ugL™") LOQiugL ') Linearrange (pgL") Equation® R
Pyri | Must i 054 1.04 1.04-10240 RA = 4,117 (£0.036] C — 0.034 (£0.042) 09998
Real 048 093 0.93-10240 RA = 4.645 (£0.060)  — 0.353 (£0.029) 0.999
Wine  Synthetic 046 089 089-10240 RA = 4.130 (£0.028) C - 0.0241 (£0.033] 09999
Real 043 083 0.B3~-10240 RA = 4.408 [£0.142) C — 0.242 {£0.071) 0.994
Metalayl Must  Synthetic 149 326 326-9920 RA = 1.022 (+0.004) C — 0,008 [£0005) 09999
Real 147 32 3.12-9920 RA = 1.062 (£0.032) C - 0.178(£0.015)  0.991
Wine  Synthetic 128 279 2.79-94920 RA = 1.007 (£0011) C — 0.0075 (£0.013) 0.99%
Real 123 28 280-9920 RA = 1.005 (£0.026) C — 0.110(0012) 0993
Dichlofluanid  Must  Synthetic 516 ng 11.9-97&0 RA = 1.802 (£0.049) C + 0.296 (£0.073) 0.994
Real .79 4.13 4.13-9760 RA = 2.991 [£0.040) C 4 0.276 {£0.070) 0.999
Wine  Synthetic 179 413 4.13-9760 RA = 2.536 (£0.042) C - 0.002 (£0.062) 09992
Real 167 385 3.B5-9760 RA = 2.721 (£0.079) C — 0.518 (£0.069) 0.995
P | Must  Syntheti 042 079 0.79-10400 RA = 2,385 (£0.051) C — 0,072 (£0060) 0998
Real 363 677 677-10400 RA = 2.755 (£0.099) C — 0.630 (+0.093) 0993
Wine  Synthetic 038 072 0.72-10 400 RA = 2,226 (£0,061) C — 0.077 (£0072) 0.997
Real 324 604 6.04-10400 RA = 2.623 (£0.074) C — 0.467 (£0.075) 0.995
* RA, relative area; C, concentration,

Selectivity, precision, recovery and accuracy

Selectivity was checked by injecting extracts of non-spiked
synthetic and real must and wine samples. It can be deduced from
Fig. 1 (synthetic) and Fig. 2 (real) that there was no interference in
synthetic or real must and wine extracts, The proposed conditions
generated narrow and reproducible chromatagraphic peaks. Noise
was similar regardless of the matrix.

Accuracy was determined as percentage recovery. Recovery
assays were performed with must and wine (synthetic and real
samples) spiked with fungicides at two concentration levels:
1.0 and 5.0mag L' for pyrimethanil, metalaxyl, penconazol and
dichlofluanid.

Precision was evaluated in terms of repeatability using two
different spiked levels. Analyses were carried out in triplicate, The
average recoveries for pyrimethanil, metalaxyl and penconazol

were from 78.3% to 100.6%. Table 6 shows the results obtained
for both matrices {(synthetic and real) and concentration levels.
Results sh d that relative dard devi values were lower
than 10%: between 1.4% and 6.1%. The ANOVA showed that there
were no significant differences (P = 0.05) between matrices for
pyrimethanil, metalaxyl and penconazol.

However, dichlofluanid recovery levels were higher than 100%:
between 119.1% and 168.3% in syntheti les and b
120.0% and 132.9% in real samples, They were different for both
matrices. Relative standard deviation values were higher: between
7.0% and 11.6%.

Assessment of the matrix effect
The linear response of the method was studied for both matrices
(synthetic and real). The similarity in the calibration curves would
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Analysis of fungicides in fermentative process of musts by GC
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Figure 1. GC-NPD chromatograms obtained after LLE. (A) Extract from
spiked synthetic must. (B) Extract from spiked synthetic wine (1mg L")
Peak 1, py 7 ibuzin (i5) 3, 4,
dichlofluanide; 5, penconazole.

Table 6. Average and prac r for
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Figure 2. GC-NPD chromatograms obtained after LLE. (A) Extract from
spiked real must. tBJExtmct frum spiked real wine (25mg L ),
Peak identification: 1, h 2 ibuzin (I15); 3, laxyl: 4,
dichlofluanid; 5, nenmnaml

is a widely used product for controlling the fungus Botrytis cinerea
in DOCa Rioja. The musts were then fermented with the selected
strain of yeast (Seccharomyces cerevisioe). This yeast strain was
resistant to the studied product.?® The fungicide was added to
different 500 mL aliquots of must (sterilized in an autoclave), in
ion similar to the MRL. These must aliquots were

inoculated with a yeast population of 10* in each flask. Assays
d in duplicate.

a cane

Compound Synthetic Real Synthetic Real i
were p

Pyrimethanil 967 (1.7) B86.2(1.9) 984 (2.5) BRO(1.4)

Metalaxyl 928(38) 983 (3.7 93.9(3.0) 1006 (3.7)

Dichlofluanid 1191 (93)  1200(7.0) 1683(123) 1329(75)

Penconazol Bg8.216.1) 783 (4.3 89.8(54) 794 (4.9)

In order to check the fungicide degradation in synthetic and
real must matrices, control solutions with the same amount of
pyrimethanil were prepared. They were not subjected to the
fermentation process but they had the same pH and temperature

RSD, relative standard deviation (n = 6).

indicate that there was no matrix effect in the extraction. A
Student’s r-test was made to compare the slopes of regression
lines {synthetic must and wine, and real must and wine) obtained
for each studied compound with a significance of 95%. The results

conditions as the inoculated with yeasts.

The fermentation process lasted for 7 days. Two 25 mlL samples
were reqularly callected from each flask during the fermentation
process fat 0, 12, 24, 48, 72, 96 and 168 h from the beginning of

ion). These les were fug JaIBOOl}rpmatB C
in order to elimi yeast sedi The developed hod was
applied to analysing pyrimethanil residues in fermentation and
control synthetic and real must Alcoholic f

showed that there were no significant differences & the  as o lled by sugar content. In order to check
?Inpes in must and wine for pynmethanl! meralaxy] ar penconazol pyrimethanil effect on f a process, non-spiked musts
ither synthetic or real pl i diff

were observed between the slopes for dlchloﬂuamd Thus it can
be concluded that there was no matrix effect in the analysis
of pyrimethanil, metalaxyl, penconazol. However, this effect was
observed for dichlofluanid,

nnalysls of synthetic and real samples spiked with
[ hanil during fi
The fermentation assays were performed on sterile synthetic and

real must, where a dose of py hanil was added. Pyrimethanil

were fermented under the same conditions. No significant
differences were observed in fermentative processes of musts
spiked with pyrimethanil compared with non-spiked musts,
Tables 7 and B show pyrimethanil content [uund in both control
and fi d les. In must py hanil sk i
a decrease of 13, 'I% in cantwl must at the end of the Dlocess
This effect could be explained by the ¢ i d
produced because of the matrix or the temperature,  In sam-
ples lysed during fi pyrimethanil concentration
decreased 43.5%. In the real must assay, a decrease of 28.9% in
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Table7. Evmﬂnnofpwmﬁmllmnumhm_nmulm
f d {F) 5) les, with their standard deviation (n = 4)
Pyrimethanil (mg L")
Time (h) Control F
L 5.86=0.14 586014
12 578024 4.78 £0.07
24 5.73 £ 0.40 4.40 £ 0.1
48 530+£0Mm 367£0.19
72 545 £ 0.64 3.41 £ 0.09
96 5.20 £ 0.92 326 £0.22
168 5.09 + 0.51 330+0.31
TableB. _Evolution of pyrimethanil content in
{F) realsamples; with thelr standard deviation (n = 4)
Pyrimethanil (mg L")
Time (h) Control F
0 474002 474002
12 4.35 +0.26 4.18 + 0.06
24 4.50 £ 0.60 4.23 £ 037
48 379+037 3554028
72 3.65 £ 0.5 312+ 0.55
26 3.11 2046 2794030
168 3372015 267 £0.05

pyrimethanil amount was observed in control must At the end of
alcohalic fermentation, the redustlon percentage of pynmelhanll
was 43.7%. The decrease of pyrimethanil in f

was similar in both synthetic and real samples.

CONCLUSIONS

LLE is a suitable extraction i for the of
widely used phytosanitary products, with high extraction yields
and values for the LOQs below the MALs established by European
legislation.
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Fate and distribution of pyrimethanil, metalaxyl, dichlofluanid and penconazol fungicides from
treated grapes intended for winemaking
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Tempranillo grapes were immersed in solutions of pyrimethanil. metalaxyl. dichlofluanid and penconazol
fungicides at different concentrations for several different times. Determinations of the fungicide residues was
carried out by GC-NPD. with an additional confirmation by GC-MS. The percentage absorption was determined
as well as the distribution between surface, skin and pulp of the grapes. The percentage absorption ranged from
7.2 to 85.5%. These values depended on the time the grapes were in contact with the fungicide solutions. Residues
were mainly found in skins, with percentages in skins ranging from 66.3 to 90.3% of total residues. In pulp. these
values ranged from 3.5 to 31.0%. The overall methodology was applied to the determination of pyrimethanil in
Tempranillo grapes treated with the recommended doses. respecting the safety period. Pyrimethanil residues
found in treated grapes were higher in the skin. In grapes collected within the safety period (21 days), the levels

found for fungicide residues were below maximum residues levels.

Keywords: pesticides: grapes: absorption; distribution; penetration

Introduction

Fungicides are widely used in the treatment of grape
diseases for winemaking such us grey mold (Botrytis
cinerea), powdery mildew (Uncinula necator) and
downy mildew (Plasmopara viticola). Although the
correct use of these phytosanitary products does not
have adverse effects for public or environmental
health, indiscriminate treatment applied without
respect for safety periods or recommended doses can
entail a risk of the residues remaining in grapes used
for winemaking. These fungicides can be transmitted to
the must and then to the wine during fermentation
(Cabras et al. 2000a; Fernandez Gonzdlez et al. 2003;
Nozal et al. 2005) and affect not only the fermentation
process, but also the final quality of the product, giving
rise to off-flavours (Cuinier 1996). Moreover. there
might also be a risk for consumer health (Stavropoulos
et al. 2001: Navarro et al. 2005). Therefore, rapid and
reliable analytical techniques must be developed to
control residue levels in grapes in order to verify their
compliance with the maximum residue levels (MRLs)
(Teixeira et al. 2004).

Numerous analytical methods have been described
for determining the presence of fungicides in wine-
making grapes. Determinations are  generally
carried out by GC with different detectors (NPD,
ECD. and MS) (Sherma 1999; Fernandez et al. 2002;

Tadeo et al. 2004; Angioni et al. 2005) or HPLC with
UV-VIS or MS detection (Melo et al. 2004; Nozal
et al. 2005; De Melo Abreu et al. 2006: Vaquero-
Ferndndez et al. 2008). The MS detector is commonly
used as a confirmatory method (De Melo Abreu et al.
2006: Likas et al. 2007).

In GC analysis, the response of the system to
certain pesticides may be affected by the presence of
co-extractives [rom the matrix. Recent related papers
in different fields of pesticide analyses report the
matrix effect in calibration, and therefore carry out
preparation of the calibration solution using extracts
from blank samples (matrix-matched calibration)
(Likas et al. 2007; Zhu et al. 2007).

Numerous studies on the determination of certain
pesticides in grapes at residual levels have been
published (Navarro et al. 2000; Rial Otero et al.
2003). The method commonly used is solid-liquid
extraction as a prior isolation step, with solvents such
as acetonitrile, hexane, acetone, dichloromethane,
ethyl acetate or solvent mixtures as dichloromethane/
acetone (Sala et al. 1997: Cabras et al. 2000b; Angioni
et al. 2005; De Melo Abreu et al. 2006: Likas et al.
2007). Some studies also consider the use of solid-
phase extraction (SPE) as a further purification process
(Fernandez Gonzdlez et al. 2003; Rial Otero et al.
2003; Teixeira et al. 2004).
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The different effects of the application of fungicides
to vines may explain the different locations and
concentrations of fungicide residues in grapes. While
systemic products penetrate the pulp, those in contact
may be found in the skin. The adjuvants used in
commercial formulations are important in the penetra-
tion of fungicides in tissues (Cabras et al. 2000a;
Teixeira et al. 2004). In previous studies, different
penetration of pesticides into the pulp has been
observed in fruits like apples (Pérez-Clavijo et al.
1996: Sanz-Asensio et al. 1999).

The present study was designed to determine
the residue levels of four fungicides widely used in
grapevines of DOCa Rioja (pyrimethanil, metalaxyl,
dichlofluanid and penconazol) in different fractions of
grape. This paper reports results of a study of the
distribution of the target fungicides with simulated
uptake from solution and in field studies. Different
concentrations were tested to be equal or higher than
the MRLs fixed by European Union.

Materials and methods

Materials and chemicals

Pesticide analytical standards of pyrimethanil, meta-
laxyl, dichlofluanid and penconazol were purchased
from Riedel-de-Haén (Seelze, Germany). Standards
were certified and at least at >99% pure (Pestanal
grade). Metribuzin (a herbicide not used for vineyards)
from Riedel-de-Haén with a purity of 99.8% was used
as internal standard (IS). Scala® (37.4% pyrimethanil
formulated as suspension concentrate) was supplied
by BASF Espaiola S.A. (Barcelona, Spain) for vines
treatment. The standards were stored at —20°C.
HPLC-grade ethyl acetate, sodium sulfate anhydrous
for GC residue analysis and washed glass wool
were obtained from Scharlau (Barcelona, Spain),
Ultrapure water was obtained in a Milli-Ro plus
system together with a Milli-Q system from Millipore
(Bedford, MA, USA).

A Heidolph SilentCruher M (Scwachbach,
Germany) and a Centrifuge Eppendorf 5804
(Hamburg, Germany) were used to process samples
in the developed method. A Zymark TurboVap® II
(Hopkinton, MA, USA) was used to evaporate
extracts of ethyl acetate under a nitrogen stream and
a Biichi rotavapor R-200 to evaporate washing
extracts.

The extraction of the skin with water and ethyl
acetate was carried out with a Branson 5510
Ultrasonics (Barcelona, Spain).

For solid-phase extraction, octadecylsilane 200 mg
(LiChrolut RP-18) cartridges were supplied by Merck
(Darmstadt, Germany). A Visiprep SPE vacuum
manifold from Supelco (Bellefonte, PA, USA)
was used to process twelve tubes simultaneously.
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The system was equipped with a pressure controller
(20 mmHg) to force the sample through the cartridges.

Standard solutions

Stock standards solution (approximately 1000 mg )
of each fungicide was prepared in methanol by
weighing approximately 0.0250g of the analyte into
a 25ml volumetric flask and diluting to volume.
An intermediary mixed-standard solution was pre-
pared by dilution in methanol of the stock standard
solution to give a concentration of approximately
100 mg 1! for each compound. Stock and intermediary
standard solutions of IS, metribuzin, were prepared
in the same way. All standard solutions were stored
at —20°C.

Sampling and processing

In 2005 and 2006, grapes of Tempranillo variety
were harvested in the winemaking area of La Rioja
(Spain). These vines had not been treated with
phytosanitary products and collected grapes were
considered as control grapes in order to carry out the
study of the compounds. The selected treated and
control grapes from ecach bunch (top. middle and
bottom) were frozen at —20°C in 150ml flasks
containing 75 grapes each.

Before using the grapes, they were defrosted in a
refrigerator at 4°C for 24 h. They were kept at room
temperature for 1h before handling. The grapes were
weighed, spiked and processed as follows:

& Washing procedure: tap water (50ml) was
added to 25 g of grapes in a 250ml glass until
they were completely covered to dissolve the
pesticide residue remaining on the exterior of
the fruit. The glass was placed in an ultra-
sound bath and shaken for 30 min to dissolve
the residues located on the surface of the
grapes. The removed water was concentrated
in rotavapor to Sml for subsequent SPE
analysis. SPE cartridges containing 200 mg of
C18 sorbent were used. The C18 cartridge was
activated with 5ml methanol and then 3ml
ultrapure water. The volume of the sample
was Sml. A washing step with 2ml of water/
methanol (9/1) was carried out. The extract
retained in the solid phase was eluted with
2+ 2ml of ethyl acetate (Method 1).

e Solvent extraction of fungicides in grape skin:
once the grapes had been washed with water
and the washing water had been removed, they
were left to dry on filter paper at room
temperature for 10min. The washed and
dried grapes were placed in 50ml of ethyl
acetate in a 250 ml glass in order to extract the
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fungicide residues absorbed on the grape skins.
The glass was placed in the ultrasonic bath for
30min. To ensure full extraction of the skin,
four consecutive extractions of 30min were
carried out in the ultrasonic bath for spiked
grapes. No signal of fungicides was observed in
the third and fourth extracts. The method
proposed for grape skin includes two extrac-
tions with 50 ml ethyl acetate for 30 min in the
ultrasonic bath. The two extracts were com-
bined, dried with sodium sulfate anhydrous
and filtered through glass wool and concen-
trated in Turbo Vap™ to 5ml (Method 2).

e Solvent extraction of fungicides in the whole
grape: grapes were crushed after removal of
ethyl acetate for skin extraction. Ethyl acetate
(25ml) was added. The grapes were homo-
genised with the crusher for 2min and then
centrifuged at 6000 rpm for 15min. The liquid
phase was dried with sodium sulfate anhy-
drous and filtered through glass wool. The
extract was concentrated at Sml in the Turbo
Vap® (Method 3).

The quantification for GC analysis was perfor-
med using metribuzin as internal standard at
a4 concentration of lmgl*L. Confirmation was per-
formed by GC-MS.

Instrumentation and chromatographic conditions

An Agilent Technologies GC 6890 N equipped with an
NPD Nitrogen-Phosphorus Detector system, an auto-
sampler 7683 (Agilent) and a split-splitless injector
connected to a HP ChemStation (Hewlett-Packard)
were used to determine the fungicides dichlofluanid,
metalaxyl, penconazole and pyrimethanil. The capil-
lary column was a HP-5MS (30m x 0.25mm i.d. with
0.25um of cross-linked 5% phenylmethyl siloxane).
Injector and detector temperatures were 200°C and
325°C, respectively. The oven temperature was pro-
grammed as follows: 80°C for 0.9 min, increased to
225°C (70°C min~') for Smin, to 275°C (70°Cmin™")
for 3min. Helium was the carrier and make-up gas at
1.5 and 3mlmin~", respectively. Flow ratios for the
NPD detector were 3mlmin~' for hydrogen and
70 mlmin~" for air. Injection was performed in splitless
mode with a purge time of 0.9min and the injection
volume was 2 pl.

The confirmation of the studied compounds was
carried out on an Agilent 7890A GC with MS 5975C
detector system. Colummn, carrier flow and oven
temperature programme were the conditions above-
mentioned for GC-NPD system. The volume of sample
was | pl, injected in splitless mode with splitless time of
1 min. The mass specirometer was operated in electron
impact (70eV of ion energy), with 3.50min solvent

delay. the interface temperature was kept at 285°C.
the ion source temperature was kept at 230°C and the
dwell time was 100ms per ion. Selected monitoring
ion (SIM) mode was used (198, 199, and 200 m/z
for pyrimethanil; 103, 144, and 198 m/z for metribuzin;
132, 160, and 206 m/z for metalaxyl; 123, 167, and 224
mjz for dichlofluanid; 159, and 248 m/z for
penconazol).

Study of absorption and distribution in grapes

The absorption of the fungicides was studied by
soaking 25 g of untreated grapes in S0 ml of aqueous
solution spiked with three fungicide concentration
levels (1.00, 5.00 and 10.00mgl~", corresponding to
2. 10 and ZOMgg’l. respectively), in a 250 ml beaker.
The samples were kept in the dark at 4°C for 1,3, 7, 13
and 21 days (the longest safety period for all
compounds). The spiking concentrations were similar
or higher than MRLs fixed by the European Union
(10pgg™" for dichlofluanid, 1pgg ' for metalaxyl,
0.2ugg " for penconazol and 5pgg ' for pyrimetha-
nil). Three replicates were carried out. The fungicide
absorption in the whole grape was calculated as the
sum of the three parts: surface, skin and pulp.

Study in field

Tempranillo grapevines in Rioja Baja were treated with
Scala® (37.4% pyrimethanil) at the recommended
doses (21 per hectare). Scala is a very widely used
product against Botrytis cinerea. Samples were col-
lected 7 and 21 days after treatment.

Results and discussion

Analytical method efficiency

There were no interferences in the extracts obtained
from red grapes in the GC-NPD chromatogram.
The proposed conditions generated narrow and
reproducible chromatographic peaks. Clean chroma-
tograms were obtained with only peaks of interest in
fortified blank matrix. The GC-MS method allowed
confirmation of the fungicides with good resolution
and did not show interfering peaks.

Matrix standard calibrations were performed for
washing water and ethyl acetate from skins, and a
matrix-matched calibration were carried out for pulp.
Linear range, limits of detection (LODs), limits of
quantification, and repeatability were determined for
the three methods and four fungicides. The linear
range was from 10 to 1400 pugkg '. Good lincarity
was obtained for all fungicides and for the entire range
of studied concentrations with correlation coefficients
better than 0.997. LODs ranged from 0.04 to
1.67pgkg ™" in surface (washing water); from 0.01
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Table 1. Fungicide residues and absorption percentage in grapes samples that have been in contact with three different solutions

during different times.

Solution concentration

2pgg 10pgg 20pgg

Days ngg”! (RSD.%) % ngg”' (RSD,%) % pge™! (RSD.%) %
Pyrimethanil

1 0.43 (6.2) 21.6 1.82 (2.2) 18.2 3.36 (2.8) 15.8
3 0.56 (5.3) 28.1 2.46 (7.6) 24.6 4.47 (6.4) 229
7 0.96 (2.5) 48.1 4.49 (7.0) 449 8.48 (2.6) 424
13 1.14 (4.9) 57.1 547 (3.8) 54.8 10.7 (5.2) 53.6
21 1.44 (6.2) 72.3 7.14 (1.7) 1.4 14.7 (2.8) 73.5
Metalaxyl

1 0.23 (9.9) 11.4 0.92 (2.4) 9.2 1.44 (1.8) R
& 0.34 (8.2) 16.8 1.57 (4.6) 15.7 3.10(3.4) 15.5
7 0.55 (10.0) 27.8 2.89 (4.6) 289 6.43 (1.8) 322
13 1.08 (5.2) 538 529 (9.3) 529 113 (L.7) 56.7
21 1.78 (3.9) 89.0 8.50 (5.8) 85.0 17.9 (5.8) 89.5
Dichlofluanid

1 0.18 (1.9) 9.2 1.55 (1.1) 15.5 2.96 (2.1) 14.8
3 0.22 (8.4) 11.2 1.72 (3.9) 28.9 3.14 (6.0) 15.7
7 0.31 (2.3) 15.5 2.07 (5.0) 20.7 3.50 (3.6) 17.5
13 0.41 (7.5) 20.4 233 (54) 23.3 4.17 (4.5) 20.8
21 0.54 (10.3) 271 2.69 (9.6) 269 5.07 (4.1) 253
Penconazol

1 0.54 (5.0) 271 2.00 (3.8) 20.0 3.32(4.3) 17.5
3 0.73 (4.8) 36.7 2.97 (6.6) 29.7 6.21 (4.8) 311
7 1.12 (5.1) 56.5 4.91 (6.9) 233 12.0 (6.2) 60.1
13 1.16 (3.3) 58.1 5.66 (8.3) 56.5 127073 63.4
21 1.22 (3.0) 61.0 6.65 (8.8) 66.5 13.6 (3.0) 68.1

to 1.05pg kg" in skin (ethyl acetate); and from 2.46

to 5.64pg kg" in pulp. Repeatabilities expressed as
RSD were below 11.4%. The methods were adequate
for determining these fungicides.

A matrix-matched calibration and solvent calibra-
tion were also carried out for the GC-MS method in the
range from 2.0 to 2000 pgkeg™" in grape and water
extracts, and in ethyl acetate, excellent linearity was also
obtained (correlation coefficients >0.99953). The GC-
MS confirmation method showed LODs and LOQs in
grapes below 0.41 and 1.36 ug kg” for all compounds,
values considerably below the fixed MRLs.

Recovery and accuracy were determined with
spiked grapes at the three concentration levels and
analysed in triplicate. The analytical methods pre-
sented had recoveries >90.1% and precisions (repeat-
ability) <7.6% and they were within the acceptable
range: 70-110% with relative standard deviation
(RSD) <20% (n=3) (SANCO/3131/2007).

An analysis of variance performed with the data
revealed the absence of significant differences
(p < 0.05) between the assayed levels of spiking.

Study of fungicides absorption
Grapes in contact with solutions containing the
fungicides at three concentration levels were analysed.

The amounts of residues present in whole grapes were
determined by the proposed methods and the percen-
tage absorption of fungicide relative to its concentra-
tion in the solution was calculated. Table 1 shows the
results for each compound in all the concentration and
time situations.

The amount of absorbed fungicide increased with
increasing initial concentration of solutions for any
time period. This increase was higher, the higher the
contact time.

However, the found absorption percentage did not
depend on the initial fungicide concentration in contact
with grapes for the same contact time. Metalaxyl was
the most absorbed fungicide, followed by pyrimethanil,
penconazol and dichlofluanid.x

To ascertain the fungicide absorption rate at each
studied concentration, the experimental data have been
fitted to the following mathematical model (Ferndndez
et al. 2005):

Ci=Coe™ O]

InC,=InC, - K, (2)

where €, is the residue concentration at time 7 (pgg~ :
(' 18 the theoretical initial residue concentration at
t=0 (pgg ") K is the fungicide absorption constant;
and r is the time that grapes have been in contact
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Table 2. Statistical parameters derived from the linear fit of the data for the fungicides absorption during time.

Pyrimethanil Metalaxyl Dichlofluanid Penconazol
Concentration (ugg ') r k t r k 1 r k t r k t
2 0906 0058 3.696* 0988 0.101 11.31%* 0969 0.033 6.807*  0.757 0.046  2.009
10 0.908 0065 3.747* 0.966 0.108 6.526% 0962 0.027 6.105%  0.852 0.054 2.827
20 0923 0070 4.158* 0938 0.121 4.685% 0999 0.027 39.69* 0.731  0.060 1.854
=correlation coefficient; k=constant rate; ¢=calculated value of a Student’s r-test distribution for p < 0.05;

nece of the correlation between variables *p < 0.

with solutions. This type of analysis, a frst-order
kinetic, allows the behaviour of fungicide residues
during the be known by the
correlation that exists between the absorbed residues
and the time. It is also possible to study if the
correlation existing between variables is more or less
significant from the statistical point of view, through
a statistical demonstration with the number of
the coefficient caleulus.

time to showing

pairs of values used in
The following equation is then used (Miller and
Miller 2002):

t= |r|/(n = 2)//(1 = #7) (3)
where r is the correlation coefficient; and (n—2) is
degrees of freedom. From this equation, one obtains
a value of distribution of the Student’s ¢-test that can
be compared with i-tabulated values. The fitting results
are presented in Table 2.

As can be seen from these data, the linear
correlation between In C, and time was good for
pyrimethanil, metalaxyl and dichlofluanid for all
assays, with correlation coefficients > 0.906.
Penconazol did not show a linear correlation, with

low correlation coefficients r < 0.853. However, this
compound presented a linear fit from | to 7 days.
The Student’s t-test performed to compare the slopes
(K values) revealed that there were no significant
differences at the 95% confidence level for the three
studied concentrations. For the constant values, one
can establish an absorption rate for the fungicides as
follows: metalaxyl > pyrimethanil > dichlofluanid.

Study of fungicides distribution

The amounts of residues in the three parts of the grapes
(surface, skin and pulp) were determined using the
proposed methods and the percentage distribution
relative to the total absorbed residues was calculated.
Figure | shows this distribution of the fungicide
residues in the different parts of the grape as a function
of time for the three studied concentrations. The
highest content was found in the skin for all
compounds, regardless of the fungicide concentration

in contact with grapes, with >66.3% of the residues
for all the fungicides. In pulp, the residue amounts
ranged from 3.5 to 31.0%.

A study of fungicide penetration in pulp was
performed by calculating the ratio between pulp and
skin concentrations (Q) for all the assays. There was
no significant difference at the 95% confidence level
between concentrations at the same time. The pene-
tration did not depend on the
concentration. The average values for all concentra-
tions are shown in Table 3. Penconazol and dichlo-
fluanid had the highest Q-values. Metalaxyl and
pyrimethanil had a similar behaviour. but different
from the other compounds. The statistical analysis
performed for all times showed that metalaxyl and
pyrimethanil Q-values did not differ at the 95%
confidence level from 7 to 21 days. Dichlofluanid
presented no significant differences in Q-values for
1 to 7 days. Penconazol had higher Q-values for the
highest contact time.

initial solution

Analysis of red grapes from La Rioja (Spain)

The overall methodology was applied to determine
pyrimethanil in Tempranillo grapevines. The selected
treated grapes from different clusters from the vine-
yard (top, middle and bottom of the cluster) were
frozen at —20°C in 150-ml flasks containing 75 grapes
cach during 1 week for further analysis. The results are
shown in Table 4.

The amount of pyrimethanil determined in the three
parts of the fruit was higher in the grapes collected after
7 days of treatment. A high reduction in pyrimethanil
residues were observed over time. This decrease was
approximately 99% from 7 to 21 days. The reduction
was due to dissipation and/or a degradation by
environmental conditions. Pyrimethanil residues were
mainly found in the skin (78.2% and 64.5% in grapes
collected after 7 and 21 days, respectively). Penetration
in pulp was higher for grapes collected after 21 days,
and 15.5% of the residues versus 10.1% in grapes
collected after 7 days. Pyrimethanil penetration
observed in field studies was comparable with that
observed in laboratory studies.
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Figure 1. Distribution of fungicides in surface, skin and pulp in grapes that have been in contact with three spiked solutions
(2, 10 and 20pge ") during 1, 3, 7, 13 and 21 days: (a) pyrimethanil, (b) metalaxyl, (¢) dichlofluanid and (d) penconazol,

Table 3. Average ratios (2 £ standard deviation*) between pulp and skin trations for fungicides during time.

Days Pyrimethanil Metalaxyl Dichlofuanid Pencanazol
1 0.057 £ 0.002" 0.175£0.025" 0157 £0.015"
3 0,078 £ 0,003 0.202 £0.021° 0,169 +£0.010"
7 0.162 2 0.006° 0117 £0.010° 0.226+0.012° 0.215£0.011"

13 0,184 £0.031° G119 £ 0.014° 0254 2 0.021" 0.273 £0.022°

21 0.220 £ 0,028° 0,142 £ 0,006 0.312£0.023° 0.410 £ 0.045°

Notes: *n=9.
abed

Table 4. Pyrimethanil residues in grapes from La Rioja
(Spain).

Pyrimethanil (pgkg™"). RSD (%)

Sample Surface Skin Pulp

2006 (7 days) 443 (6.9) 2955 (11.3) 382 (8.6)
2006 (21 days) 4.55(6.3) 14.7 (13.0) 3.54 (6.5)

Note: “RSD, relative standard deviation: n=3.

Conclusions
A simple, rapid, liquid extraction method was devel-
oped for the determination of pyrimethanil,

Different letters in the same column mean significant differences (p < 0.05).

dichlofluanid, metalaxyl and penconazol in red
grapes. Overall, the methodology involved three
procedures for each different part of the berry: surface,
skin and pulp. The method gave good recoveries,
linearity, precision and accuracy, and was highly
sensitive.  An additional GC-MS confirmatory
method was proposed for treated grapes samples.

The study of fungicides mobility in the laboratory
showed that percentage absorption did not depend on
the initial spiked concentration and the percentage
increased with increasing contact time. Pyrimethanil,
metalaxyl and dichlofluanid showed a first-order
kinetics for the absorption during time.

The highest concentrations of residues were
found in the skin. Penetration into the pulp was
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observed for all fungicides. The ratios between pulp
and skin residues (Q) did not depend on the initial
spiked concentration. Penconazol had a higher pene-
tration than the other compounds.

Grapes treated with pyrimethanil and collected
after 7 days had higher amounts of residues than
those harvested when respecting the safety period.
Pyrimethanil residues in field samples was affected
by chemical characteristics of the product as well as by
other factors, such as environmental factors.

Residues were found mainly in the skin. Samples
treated in the field had a similar penetration of
pyrimethanil in the pulp compared with samples
spiked in the laboratory. Assays performed in the
laboratory with grapes are suitable for the simulation of
fungicide absorption and distribution. For grapes
collected in the safety period. the levels found for
fungicide residues were below maximum residues levels.
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Abstraet: This article describes a method for the simultaneous analysis of four fun-
gicides—pyrimethanil, penconazol. metalaxyl, and dichlofluanid—in must and
wine by solid-phase extraction. Two cartridges (octadecylsilane and polystyrene-
divinylbenzene) were evaluated with different elution solvents. The most efficient
solid phase was octadecylsilane together with ethyl acetate as elution solvent,
Determination was performed by gas chromatography with a nitrogen—phosphorus
detector, using metribuzin as internal guantification standard. To reduce quantita-
tive errors from matrix effects, matrix-matched calibration was used. The lingar
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regression coefficients were at least (L9990, The quality parameters of the proposed
method presented good recoveries from spiked must and wine, ranging from 92.3 to
105.5%, and good precision, indicated by relative standard deviations (RSDs) of
less than 10%. The limits of quantification varied from 027 pg L' for penconazol
inwine 1o 9.3 e L' for metalaxyl in wine. An additional confinmation method.
gas chromatography with mass spectrometry detection, was used.

Keywords; Fungicides, GC. must, SPE, wine

INTRODUCTION

The most important fungi targeted by vineyard protection measures are
grey mold (Betrytis cinerea). powdery mildew (Uneinwla necator), and
downy mildew (Plasmopara viticola); Chemical control for the prevention
ol diseases caused by these fungi is based on the use of different fungi-
cides. The use of these fungicidal treatments may entail the nsk of the
appearance of residues in viniferous grapes that may pass to the must
and eventually to the wine during fermentation (Cabras et al. 1997:
Ferndndez Gonzalez et al. 2003; Nozal et al. 2005), affecting not just
the fermentative process but also the final guality of the product (Cuinier
1996; Oliva et al. 1999) and thus enter the food chain (Oliva et al. 1999:
Stavropoulos, Athanasopoulos, and Kyriakidis 2001).

The analytical methods applied to the determinations of lungicides in
oenological samples (grapes, musts, and wines) involved an initial sample
treatment process with an extraction of the target compounds from the
matrix. Subsequently, a purification of the extracts was usually performed.
For the determination, different technigues are normally used. preferably
chromatographic techniques (Sherma 1999), Gas chromatography (GC)
with different selective detectors such as nitrogen- phosphorous (NPD).
electron capture (ECDY), or mass spectrometric (MS) detection have been
widely used (Ferndndez Gonzdlez et al. 2003; Tadeo et al. 2004; Jiménez
et al. 2001). High-performance liquid chromatography (HPLC) is the
best choice when the compounds are nol volatile or thermally unstable.
Ultraviolet (UV). diode array, and mass spectrometric (MS) detectors
are the most used and show good results (Fernandez Gonzdlez ct al.
2003; Nozal et al. 2005: Melo, Collins, and Jardim 2004).

In GC analysis, some analytes can give peaks showing 4 poor response
or poor peak shapes that are difficult to integrate, These problems may stem
from partial degradation of the analyte at the high temperature of the injec-
tion port or by a low transference to the chromatographic column due to its
retention it the active sites of the injector. Nevertheless, the sample compo-
nents may compete for the active sites in the glass liner, decreasing the
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interaction between the active sites and the ‘analyte and thus allowing a
lurger amount of analyte to be transferred to the chromatographic column.
This fact, known as the “matrix-induced chromatographic response
enhancement effect,” was described by Erney et al. in 1993, Matrix-induced
effects have often been reported in pesticide residue analysis und depend
on the chromatographic system, the type and chemical structure of the
substrate, and the physicochemical properties of each chemical compound
and may be difficult or impossible to eliminate (Schenck and Lehotay
2000), This phenomenon 15 observed duning the analysis of real samples con-
taining certain matrix components and has been reported in various residue
studies for different matrices (Jiménez et al. 2001: Erney, Pawlowski, and
Poole 1997: Hajslova Kholadovd et al, 1998; Jiménez et al. 1998).

In 1994, Hollan, McNaughton, and Malcolm found recoveries ranging
from 120 to 300% for several pesticides in white wine. They resolved this
problem by using standards in control extract and obtaimed ‘& majority
of recoveries in the 70-110% range. Many related studies in different fields
of pesticide analyses avoid the matrix effects in the calibration step and
mstead prepare the calibration selutions in extracts from blink samples
(matrix-matched calibration) (Jiménez et al. 2001; Erney et al, 1993; Erney,
Pawlowski, and Poole 1997: Hajslova Kholadovd et al. 199¥).

A number of studies on the determination of cerfain pesticides in
grapes. must, and wine at residual levels have been published (Rial Otero
et al. 2002: Rial Otero, Cancho Grande, and Simal Gandara 2003), The
method commonly used 15 liquid-liquid extraction (LLE). as a prior iso-
lation step, with solvents such as acetonitrile. hexane. dichloromethane,
and ethyl acetate or solvent mixtures such as dichloromethane/facetone
{Cabras et-al. 1997; Rial Otero et al. 2002; Rial Otero, Cancho Grande,
and Simal Gandara 2003; Cabras et al. 2001). At present. solid-phase
extraction (SPE) (Oliva et al. 1999; Vigna et al. 2006) and solid-phase
microextraction (SPME) (Rial Otero et al. 2002; Arthur and Pawliszyn
1990} are becoming incredsingly important in the analysis of fungicides.

Solid-phase extraction 1s d simple sample-preparation technique that
can be used to clean up extracts, as well as for extracting/concentrating.
The choice of the solid-phase method depends on the polarity of the pes-
ticides and the type of matrix to be analyzed. As a result, it has recently
gained acceplance in the analysis of residues in wines, mainly with
octadecylsilane as a stationary phase (Melo, Collins, and Jardim 2004;
Wong and Halverson [999; Young et al, 2001).

Other phases used with good results for analyzing pesticides are
polymeric resins such as polystyrene-divinylbenzene, polydivylbenzene-
co-N-vinylpyrrolidene, poly(methyloctadecylsiloxane). and ammopropyl-
terminated polyv(dimethylsiloxane) (Nozal et al. 2005; Jiménez et al. 2001;
Melo, Collins, and Jardim 2004; Wong et al. 2003; Vigna et al. 2006). The
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SPE procedures have also been coupled with GC for the analysis of pesticide
residues in wine,

In the mentioned lterature, analytical methods were developed for the
determination of residues in wine, and maximum residue limits (MRLs)
were sel for wine-making grapes. Currently, there is no régulation in the
European Union (E1T) or in Spain aboul MRLs for fungicides in wine.

Pesticide residues initially appear in must obtained from harvested
grapes, and its matrix composition is similar to the grapes. In wine, which
is fermented must, some chemical changes oceur and lead to a production
of ethanol and other by-products, with an extraction of many compounds
from red grape skin. Thus, matrix is drastically altered. In this study. a
SPE-GC-NPD method was developed for determining residues of four
commonly used fungicides in the wine-producing region of La Rioja:
dichlofluanid, metalaxyl, penconazol, and pyrimethanil. Residoes were
determined both in must and wine. and the influence of changes in
sumple matrix was studied. The work proved that recoveries did not
depend significantly on the matrix. Therefore, the method can be used
at any moment of the vinification process,

MATERIALS AND METHODS
Chemicals

Pesticide analytical standards of pyrimethanil. metalaxyl, dichlefluanid,
and penconazol were purchased from Riedel-de-Haén (Seelze,
Germany). Standards were certified and as least at >99% pure (pestanal
grade). Table 1 shows the chemical characteristics of the studied
compounds. Metribuzin (a herbicide not uwsed for vineyards) from
Ricdel-de-Haén (Seelze. Germany) with a purity of 99.8% was used as
interndl standard (IS). All were stored at—-20°C, The HPLC-grade
methanol. ethanol, ethyl acetate, acetone, methyl isobutyl ketone, chloro-
form, and n-hexane were obtained from Scharlau (Barcelona, Spain).

Ultrapure water was obtained m a Milh-RO plus system together
with & Milli-Q system from Millipore (Bedford, MA, USA).

For solid-phase extraction, octadecylsilane (200 mg: LiChrolut RP-18)
and polystyrene-divinylbenzene (200mg; LiChrolut EN) cartridges were
supplied by Merck (Darmstadt, Germany). A Visiprep SPE vacuum mani-
fold from Supelco (Bellefonte, PA) was used to simultancously process 12
tubes. The system was equipped with a pressure controller (20 mm Hg) to
force the sample through the cartridges.

Inoculated yeast VRB Saccharomyces cevevisiae was purchased [rom
Lallemand (Australin). The yeast was sclect for Qualified Designation of
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Origin Rioja in the “Centro de Investigacion v Desarrollo Agrario”
(CIDA) in Logrono (Spain) with the scronym VRB “Vino Rioja Blanco™
(Wine Rioja White).

Standard Solutions

A stock standard solution (ca. 1000mg L™') of cach fungicide was
prepared in methanol by weighing approximately 0.025 g of the analyte
mnto & 25-ml volumetrnic Mask and diluting to volume. An intermediary
mixed stundard solution was prepared by dilution in methanol of the
stock standard solution to give a concentration of 100 mg L' for cach
compound, Stock and intermediary standard solutions of the IS, metribu-
zin. were prepared in the same way., All standard solutions were stored at
—20°C. Working standard solutions for further studies were prepared by
spiking different velumes of the intermediary standard solution in must
and wine.

Must and Wine Preparation

The must solutions were obtained by pressing the grapes harvested in
vinevards in the “Qualified Designation of Origin Rinja” wine-producing
region, which had not been treated with any fungicide forat least 10 vears.
The analysis of the must obtained had a sugar content of 220 gL~ and 4
pH of 3.35. The wine solutions were obtained by laboratory fermentation
of the must after inoculation of cultured yeasts (0.3 g L~ '}. The evolution
of the fermentative process was controlled at all times. The alcohol grade
obtained was 12.8% (v/v), together with a pH of 3.350.

Solid-Phase Extraction Procedure

The method was developed in three steps. The first step consisted of con-
ditioning the phase by eluting first with 5mL methanol and then 3mL
ultrapure water. The extraction procedure. the second step. wus studied
on S-mL samples of must and wine spiked with 600 ug L' of each fungi-
cide. The third step is the elution. The extruct retained in the solid phase
wus eluted by 1ml to SmL of organic solvent. All the assays were
performed in duplicate. Quantification was performed using metribuzin
as internal standard at a concentration of ] mgL"_

With the best conditions found for each type of solid phase, a
method was proposed that was validated and characterized for must
and wine samples.
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Instrumentation and Chromatographic Conditions

An Agilent Technologies (Santa Clara, USA) GC 6890N cquipped
with an NPD system, an autosampler 7683, and a split-splitless
injector connected to a HP ChemStation (Hewlett-Packard) was used
to determine the fungicides dichlofluanid, metalaxyl, penconazol, and
pyrimethanil. The capillary column was a HP-SMS (30m = 0.25mm
i, with 0.25pm of crosslinked 3% phenvimethyl siloxane). Separation
conditions were previously optimized (Vaquero-Ferndndez et al. 2009),
Injector and detector temperatures were 200°C and 325°C, respectively.
Oven temperature was programmed as follows: 80°C for 0.9 min, raised
to 225°C (70°Cmin ') for Smin. to 275°C 1'?D’C'min"j for 3min.
Helium was the carrier and make-up gas at 1.3mLmin~' and 3mL
min ' respectively, Flow ratios for the NPD detector were 3mL min ™'
for hydrogen and T0mLmm ' for air. Injection was performed in
splitless mode with 4 purge time of 0.9 min. Injection volume was 2 uL.

The confirmation of the studied compounds was carried oul on an
Agilent 7820A GC with MS 5975C detector system. Column. carrier
flow, and oven temperature program were the conditions mentioned
previously for the GC-NPD system, The volume of sample was 1 uL.
injected in splitless mode with splitless time of | min. The mass spectro-
meter was operated in electron impact (70eV of lon energy) with
3.50min solvent delay. the interface temperature was kept at 285°C,
the 1on source temperature was kept at 230°C. and the dwell time was
100 ms per ton. Selected monitoring ion (SIM) mode was used (198,
199, and 200 m/ = for pyrimethanil; 103, 144, and 198 m/z for metribuzin;
132, 160, and 206 m/:z lor metalaxyl; 123, 167, and 224 m/z for
dichlofluanid; and 159 and 248 m /- for penconazol).

Chromatograms [rom extracts of unspiked and spiked must and wine
sumples are shown in Figs. 1 and 3; as can be seen, there wis no interfer-
ence in the extracts of must and wine obtained from red grapes. The pro-
posed conditions generated narrow and reproducible chromatographic
peaks. In Fig. 3, the GC-MS chromatogram is reperted. which allows
the confirmation of the fungicides with good resolution and did not show
interfering peaks.

Method Validation
Method validation was carried out to determine detection and quantifica-
tion limits. linearity, precision, and accuracy.

The analytical curves were obtained using seven dilferent concentra-
tions (.01 to 10.00mg L") for each analyte. with three replicates cach.
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00

(a)

45 5 55 B 65 7
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Figare 1. GOC-NPD chromatograns obtained after SPE-RP1E of {a) extract [rom
unspiked must: (b} extract from spiked must (600 pg mL ). Peak identification:
I pyrimethanil: 2. metribuzin (15); 3. metalaxyl: 4, dichlofluanid: and 5
penconazol,

Lincarity was estimated by linear regression analysis using the least
square regression method.

The limit ol detection (LOD) and limit ol quantification (LOQ)
parameters were determined by injecting a number of extracts of
unspiked must and wine samples (n=6) and measuring the magnitude
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Figure 2. GC-NPD chromatograms obtained after SPE-RP18 of (a) extract from
unspiked wine; (b) extract from spiked wine (600 pg mL '), Peak identification: 1,
pyrimethanil; 2, metribuzin (I8); 3. metalaxyl: 4, dichlofluanid: and 5, penconazol.

of the background analytical response. The LOD and LOQ were esti-
mated as the concentrations obtained with the average noise value and
were 3 or 10 times the standard deviation, tespectively (Nozal et al.
2005; Miller and Miller 2002). For GC-MS, the limits of detection and
quantification were determined as the analyte concentration that gave
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Figare 3. GC-MS chromatograms obtained after SPE-R P18 of (a) extract from spiked
must (600 g mL ') (b) extract from spiked wine (600 pg mL ', Peak identification:
1. pyrimethanil: 2, metribuzin (1S); 3. metalaxyl: 4, dichlofluanid; and 3, penconazol.

an 5/N value of 3 or 10, respectively. Confirmation was based on the
presence of the selected ions with relative abundances of the respective
abundances in the standard (European Commission 2007: Dass 2007).

Accuracy was determined as the percentage recovery at three differ-
ent fortilication levels. Precision was evaluated in terms of repeatability
using three different fortification levels.
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RESULTS AND DISCUSSION
Method Optimization

Different parameters were studied to develop the SPE method to determine
pyrimethanil, metalaxyl. dichlofluanid, and penconazol in must and wine
samples. These included the following: eluent selection, elution volume, com-
position and volume of the solid-phase wash, and breakthrought volume.
The study was performed in the same way for both the octadecylsilane phase
{RP-18) and the polymeric polyestyvrene-divinylbenzeéne phase (EN).

Eluent and Elution Volume

The elution solvent, as well as the type of solid phase, are essential in the
SPE method and depend on the chemical nature of the analytes studied.
Six organic solvents with different polarities were evaluated to select the
most appropriate selvent for the method: n-hexane, chloroform, ethyl
acetate, methyl isobuty] ketone (MIBK). acetone, and methanol. Samples
of must (5mL) fortified at a level of 600 pg L' for each fungicide were
analyzed in duplicate with each solvent. Elution was performed with a
total volume of SmL. and the recovery obtained for cach fungicide for
every 1 mL of eluent ddded was studied. Table 2 shows the recoveries
ohtained for both types of phuses studied.

The lowest recoveries were obtained with n-hexane in both phases.
For the other solvents, the recoveries ranged from 59.7% when using
chloroform as solvent and EN cartnidges to 346.4% with MIBK also
EN cartridges. With MIBEK, the recoveries obtained were much greater
than [00% in all cases. The same occurred with methanol using EN
cartridges. Ethyl acetate and acetone were selected to continue the
method optimization study, To guarantee complete elution, two elution
steps with 2mL of organic solvent were wsed. Therefore, the elution
solvent volume selected was 4mL (2mL + 2mL}).

The matrix effect observed for dichlofluanid and penconazol may be
eliminated considering o solid-phase wash step before the elution with the
solvents. This effect will be evaluated in the following section.

Cartridge Washing after Sample Elution

The cartridges were washed with different relations of water/methanol to
check the influences of this step. For this study, two different matrix
samples were evaluated: mustand wine: This allowed us to observe the
influence of the presence of aleohol in the matrix and in the wash mixture
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Table 2. Extraction efficiency percentages for fungicldes in must with different

solvents

Solvent
Recovery
from 1

to Sml = Ethyl

Fungicide and total Hexane Methanol acetate Chloroform Acetone MIBK

RP-18 cartridges

Pyrimethanil R 0.0 842 9K 0.9 8.0 H24
R2 214 28 2.8 129 6.2 10.2
R3 21 26 1.23 31 T3 6.6
R4 0.0 28 104 1.2 1.2 56
RS (HE1] 5.6 LIRS 1.2 7.6 189
Toral 245 HilLg 1138 nE.2 Les 12379

Metalaxyl R1 0.4 993 1025 BO.4 826 o972
R2 19:2 20 33 1.6 7.8 I8
k3 4.4 4.3 0 (.0 220 15348
R4 0.4 39 154 (3.1 1.7 17.0
R= 0.1 11.4 {10 0.0 3.8 6.9
Total 23.7 1209 1232 920 199 179.0

Dichlofluanid R1 5.3 1255 1374 97.2 1324 1819
R2 0.1 3.3 27 L 6.9 223
IR3 354 26 1.5 24.0 %l 17:2
4 16.7 9.4 LIR 09 [N 171
R3 0.4 B Y 1.5 18 144
Total 137, 1489 1526 132.0 145.9 2535

Penconazol R 0.4 1282 1114 H4.6 43 1072
R2 1.1 e 33 759 1.9 118
R3 0.1 2.9 1.1 0.0 43.8 4.2
124 0.0 26 214 Y] 1.8 28
5 0.0 16.2 LY (. 6.3 4.2
Total 111 1528 1378 160.5 1371 1302

EN cartridpes

Pyrimethanil R 0.4 T 629 12.5 504 8327
Rz 0.4 T.H 20.7 14.9 26.9 3.9
R3 R 1.6 iR 13.3 7.1 12,3
R4 0.4 868 28 1o.1 6.7 g3
RS 0.4 115 2.3 29 1.3 6.7
Total 0.4 124.7 43.6 9.7 924 1342

Moetalaxyl R 57 333 81.1 444 855 993
Rz 0.0 227 14,9 206 6.8 218
R3 (0.0 19.7 87 127 2.9 1871

( Conrinneed )
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Table 2. Continued

Solvent
Recovery
from 1
to 3mL n- Ethyl
Fungicide and total Hexane Methanol acetate Chloroform Acetone MIBK
R4 IR 1073 4.8 55 4.8 167
R5 IR 74 ] A1 o k4
T'otal 57 L9483 91.3 104 1664
Dichlofluanid R1 L4 Lk 993 45 89.3 1793
R2 0.9 200 18.5 299 236 744
R3 1.7 20,2 4.6 158 14 37.0
R4 2.1 135.0 1.7 11.3 33 8.4
R3 288 134 0.9 10,7 21 274
Total 6.1 2785 1250 111.3 7 3464
Penconazal RI1 (L0 282 f4.6 M8 30 919
R2 12.5 8.6 17.3 2E 222 (48]
i [IR] 5.5 5.1 134 o4 B4
R4 o 1338 23 Al 3.7 12
R35 0.0 8.7 0.0 4.0 21 LAY
Total 125 4T 1093 EN | 4 1232

on extraction efficiency. The washing solvent was formed by different
combinations of water/methanol {10/0, 9/1, 7/3, 5/5, 3/7, O/10).

By increasing the proporton of methanol in the wash solvent, a
reduction in the extraction recoveries of the lungicides for both eluents
wis observed—cthy! dcetate and acétone—and using the RP-18 phase.
When the EN stationary phase was used. the effect of the presence of metha-
nol on the wash mixture wis less madrked, and only when the ratio had a
gredter methanol content (more than 3/7) did extraction recovery diminish.
The less of compounds was due to their greater solubility in methanol
(Tomlin 1997). Water,/methanol ratios of 9/1 and 7/3 were selected for
stationary phases RP-18 and EN, respectively, because they displayed
smaller differences in recoveries between the must and wine matrices.

This difference between must and wine was greater when the eluent
wis acetone, especially with the EN phase. Ethyl acetate was selected
as eluent, and the study of different washing volumes with both sorbents
was continued.

The water/methanol washing solvents studied were 1, 2, and SmL.
In the RP-18 phase, recoveries were more than 95.8% and similar in must
and wine matrices for all the compounds with 2mL of water/ methanol
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(9/1}. Greater differences were observed between the two matrices using
1 and SmL in metalaxyl, dichlofluanid, and penconazol. In the EN
phase, the greatest recoveries were obtained with 5mL of wash. However,
the effects due to the matrix in methalaxyl and penconazol were very
high. The EP-18 provided better extraction results and with smaller dif-
ferences between the two matrices than the EN phase. The RP-18 phase
wits selected as the best option for the performance of the SPE method.

Breakthrough Volume

Amn assay to determine breakthrough volume was performed aceording to the
procedure deseribed by Hennio (2000) and Dopico-Garcia, Lépez-Vilarino,
and Gonzdlez-Rodriguez (2003), This consisted in gradually increasing the
volume of sample thal passed through the cartridge so that the concentrations
of solvents must be such that the amount 1o be retained in the stationary
phase of the cartridge was always the same.

The assay was performed for samples spiked with 1pp of each
fungicide, Because ol the different sample compositions, must and wine,
the study was performed with both matrices. Sample volumes of spiked
must and wine were modified to determine the breakthrough volume of
each compound: The sample volume ranged from ! to 50mL. Table 3
shows the results obtained for RP-18 cartridges for both the must
matrix and the wine matrix. The recoveries obtained for the assays
between 1 and 10mL can be considered constant for all fungicides
except for pyrimethanil, whose recovery was constant until 30 mL in
both must and wine. In the case of the other compounds, the recoveries
started te diminish from this volume, sometimes very slowly, This
oceurred, for example, with penconazol and dichlofluanid in wine sam-
ples. According to this. SmL can be fixed as a suitable simple volume
for SPE by RP-18 for all considered fungicides, because breakthrough
does nol occur at this value.

Calibration and Linearity

Different methods may be used to estimate the linearity of the calibration
curve and reduce the guantitative errors from the matrix effects
(Miller and Miller 2002; Sunz-Asensio et al. 1999). In this study. a
matrix-matched calibration was used.

Must and wine samples obtained from untreated grapes were sub-
jected to the same treatment as the samples. The blank extracts were
spiked with variable amounts of fungicides. Calibration curves for the
fungicides were prepared by plotting the area relative to that of the
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internal standard (metribuzin) vs. the analyte concentration using a total
of seven spiked uncontaminated samples. Excellent linearity was
obtained for all lungicides as ranged by seven-point calibration curves
and for the entire studied range with correlation coefficients better than
09993, Table 4 summarizes the statistical parameters obtained with lin-
ear regression and repeatabilities of peak relative area for cach pesticide
in the must and real wine samples.

Table 5 shows the limits of detection (LOD) and quantification (LOGQ)
for each matrix analyzed and compared with the MRLs established by
Spanish Legislation (Legislacion Espanola 1994). the European Union
(Council regulation 2005). and the 1.S. Environmental Protection Agency
(EPA 20073 Note that these MRL values refer to fruits and not to derivate
products (wine or juice). The LODs and LOQs were comparable with those
obtained using similar techniques (e.g., SPE-GC; see Jiménez et al. 2001;
Wong and Halverson 199%: Wong et al. 2003). They were less than others
obtained by methodologies such as LLE-GC (Oliva et al 1999) or
SPE-HPLC (Rial Otera, Cancho Grande, and Simal Gdndara 2003). A
matrix-matched calibration in solvent wus also carned out for GC-MS
method. In the range from 0.01 to 10.00mg L ! in must and wine extracts,
and in ethyl acetate, un excellent linearity was obtained (correlation
coclficients =0.9995), The GC-MS conlirmation method showed LODs
between 0,02 and 1.07pg L' and LOQs between 0.05 and 358 ug L' in
must and wine for all compounds.

Precision. Recovery, and Accuracy

To test the performance of an analytical method, several eriteria have to
be considered: the pesticide recoveries should be in the range 70-110%
with RSD < 15% (Vaquero-Ferndndez et al. 2009; Menkissoglu-Spiroudi
and Fotopoulou 2004); the developed analytical method presented recov-
eries dnd precisions (repeatability) within the acceptable range. Repeat-
ability expresses the precision under the same operiting conditions over
a short mterval of tme.

Samples of must and wine fortified with three concentration levels
for each pestieide (001, 1.0, and S_DmgL"l were performed, Three
determinations were made on the same spiked must and wine sample.
Table 6 shows the averuge recoveries achieved with the proposed
method. The recovery obtained for all pesticides was >90%, and RSDs
were less than 10% (between 0.5 and 9.2%).

Recovery and accuracy were determined on spiked must and wine
samples at the three previously mentioned concentration levels, The mean
recoveries ranged lrom 90.1% to 106.6%. An analysis of variance
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Table 5. LOD and LOGQ values (ug L 'Jand MRL values in geapes (ug g ') from
several apencles

Must Wine MRL MRL
{Spanish  {European MRL
Compound LOD LOG LOD LOQ legislation) Union) (U5, EPA)

Pyrimethanil g 107 009 115 3 5 5
Metalaxyl T4 902 76 934 1 1 2
Dichlofluanid 2635 385 274 399 10 10 nad,
Penconazol Ol 028 0010 027 0.2 0.2 n.d,

Nore, nad.: not defined,

performed with the raw data revealed the absence of significant differ-
ences (P =>10.05) between the assayed levels of spiking and between the
two types of sample or matrix, must and wine.

Assessment of Matrix Effects

In view of the change in composition of the samples during alecholic fermen-
tation (in the transformation of grape must into wine), the possible matrix
effect in the sumple-treatment process must be studied. Therefore, the linear
response of the method was studied with standard solutions prepared in pure
solvent {ethyl acetate) and blank matrices (must and wine). Solutions were
prepared with different concentrations of the lungicides, which were ana-
Iyvzed in accordance with the proposed method. The similarity in the calibra-
tion curves mn all matrices would indicate that there wis no matnx effect,
either in the extraction of the compounds or in the detector response. A
Student’s /-test was made (o compare the slopes of the lines of regression
(in must. wine, and ethyl acetate) obtained for each compound studied.
The results for this test show that there were no significant differences at
the 95% conflidence level between the slopes obtained in ethyl acetate, must,
and wine for pyrimethanil, metalaxyl. dichlofluanid, and penconazol.

CONCLUSIONS

The SPE-GC-NPD method developed here enables rapid determination
of the fungicides pyrimethanil, metalaxyl, dichlofluanid, and penconazol
and is suitable for monitoring the four fungicides in must and wine from
red grape samples alter a simple extraction of the sample. The method
offers good recoveries, linearity, precision, and accuracy and 1s highly
sensitive.
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The recoverics achieved with RP-18 cartridges were better than those
obtamed with the polymeric EN phase. The octadecylsilane solid phase
wis the most appropriate for extracting all the analyies quantitatively.

No cleanup was necessary because chromatograms of must and wine
samples from untreated grapes contaimed no interfering peaks.

There is no matrix effect in the guantification with the method. The dif-
ferent composition of the matrix-— must and wine —does not affect the sen-
sitivity of the methed, giving similar LOD and LOGQ values in both matrices.

The LOOQs were much less than the MRLs estabhished by legislation
in the main wine-producing countries of the European Union for fungi-
cide residues in viniferous grapes and recommended by other sources.

An additiona] GC-MS confirmatory method was proposed for must
and wine samples.
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Abstract

Aims: The overall objective of this study was o investigate the effect of the
growth regulator Prohexadione Caleium {ProCa) on the production of
Termpranillo vinesin La Ricja, the vinification and the sensory profile of wines
oblained from treated grages.

Methods and results: Prohexadions calcaum was applied to Tempranillo vines
from Rioja Baja at preblooming i years 2004 and 2005, A number of rows.
were nol treated and they were wsed as controls. Vinification was carried out
atan experimental winery, Oenological p dh I A sensory
analysis was performed on the obtained wines. The results showed that crop
ield was reduced in treated vines. As regards the fermentation process, skight
differences were ohserved in the case of the treated Tempronillo grapes in
conmparison to the coarol, The seasory analysss revealed differnt organoleptic
characterstics in the wines obtained from treated grapes parin o Hose
produced froi the wnreated ongs.

Conelusion: The growth regulator Prohexadione caleium can be used as an
alternative to bunch thinning. Improved sanitary conditions of geapes are
observed. The treatment af preblooming produces areduction in berry size and
weight. An mmprovement in sensory characterstics and wine quality is observed.
as aconsequence of reduced production.

Significance and impact of study: ProCa as a prowth regulator may be an
option fora quality vitiviniculure, No previous studies have been published
enapplications of ProCa in grapevines in either Europe or th v, Tempranillo.
Additionaily, studies with ether varietses have not demonstrated sensory
improvements in wines obtained from weated vings.

Key words: prohexadi aleium, grapes, Tempranille cv, ki

setisory analysis

Résumé

Objectifs : L'objectil de cette étude a été de rechercher les effers de la
prohexadione-calcium en tant que régulatear de Ta erossance sur la production
de vins Tempranillo de La Rioja et son influence sur la vinification et les
caractéristiques sensorielles des ving obtenus

Meéthode et résultats | On aappliqué de la prohexadione-caleim sur des
vignes de Tempranllo en Rioja Baga  la préflorsison pendant deux annbes
conséentives, 2004 et 2005, Quelques rangs n"ont pas &€ traités en tant que
témoins. La vinification a ¢u ligu dans une cave expérimentale. On adéterming
bes paramdires eenobogiques. On a firit une analyse sensorielle des vins obtenus.
Les ont monie que le dhes vins iruitds etail inflcieur & celui
des noa waids, Pendant la fermemation, des Katres différences ont 616 noldes
o les saising du cépage Ternpranillo Wil par FppO AU Fasins non i,
L’ ielle o moniré des: cancléistigy Pligues différenies
citre Jes ving issis des raisins railés ot ceux issus des non iraités,

Conclustons : La prohexadione-calcium peut éze utilisée comme rbgulateur
de la croissance & la place de |'éclaireissage. On a observé une améliorat
dies conditions sanitaires des raising. Le traftement 4 b préforaison dininue la
taille et |a forme des grappes. Les carcténst felles et Ta qualine d
vans sont améliorées & la suite de la cbduction de s production.

Importance et intérétde 'étude : Lo calcium o

de ba crodssanee peut étre un choix pour une viticulnure de qualité. Il n'existe
s de publicatons sur application de la prohexadione-calcium sur ks vignes
en Europe ou sur Je vépage Tempranilko. De plus, kes éudes sur d'auires cépages
et pis démonié ur iortion des caracléristi ielles des vins
Issus des rising waitds,

Mots clés : prohexadione-calciu, grappes, Tempeanille, vinification, analyse
sensorielle
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INTRODUCTION

The production of good quality grapes requires the
control of several and multiple parameters in the vineyard,
Therefore. control of production yield is becoming
increasingly more important for a quality vitiviniculture.
At present, it seems undeniable that high crop vields give
lower quality grapes than those obtained from low crop
vields. Nowadays, bunch thinning is a very widely-used
technique to reduce production in vigorous vines or in
vines that have been subject to favorable weather
conditions. Bunch thinning produces an increase in Color
Intensity (CI), Total Phenclic Index (TPI) and
anthocyanins {Garcia Escudero ef al., 2004).

An alternative method for controlling production is
the use of plant growth regulators. Prohexadione calcium
(Pro-Ca) (3-oxido-4-propionyl-5-oxo-3-cyclohexene-
carboxylate) is a gibberelin biosynthesis inhibitor with
limited persistence (Owens and Stover. 19949), ProCa
operates by blocking two oxoglutarate-dependant
dioxygenases, which catalyse the later steps in the
biosynthetic sequence. The 3-hydroxylation of GA20
(inactive) into GAI (biologically active) is especially
inhibited, resulting in a reduction of longitudinal shoot
growth in plants (Evans er al,, 1999; Gracbe, 1987). ProCa
is easily applied by spraying and constitutes no apparent
risk for consumers or the environment { Rademacher and
Kober, 2003). ProCa has been reported to be absorbed
completely within eight hours and to degrade in plants
with a half-life of a few weeks and in soil with a half-life
of less than one week, without producing toxic metabolites
(Ilias and Rajapakse, 2005). ProCa has been registered
and used on apples as Apogee® (27.5 % ProCa) in North
America and as Regalis® ( 10 % ProCa) in Europe (Miller
and Tworkoski, 2003) by BASE ProCa has been applied
in fruit trees with satisfactory results (Basak and
Rademacher, 2000; Bazzi er al, 2003; Goscheer al., 2003;
Smit er al., 2005).

Several studies have revealed that the application of
Prohexadione calcium also reduces the incidence and
severity of fire blight caused by the bacterium Erwinia
amylovora (Fernando and Jones, 1999; Momol e7 al.,
1999), although the compound does not have bactericidal
activity. The first studies of ProCa on grapevines were
performed by the researchers Lo Giudice er al. (2003,
2004). These authors studied the impact of the application
of ProCa in the vigorous Viris vinifera grapevines,
especially in ev. Cabernet Franc, Cabernet-Sauvignon,
Chardonnay and Seyval

Significant compounds for the quality of red wines
such as phenols (anthocyanins, flavonols, ete) are found
in grape skins. These compounds are responsible for color,
astringency, bitterness and body of wines (Ribéreau-
Gayon et al., 2002), Prohexadione calcium produces a

A fnr Sei Vigne Vin, 2000, 43, 0°3, 149-157
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decrease in berry size. This fact leads to an increase in
surface-to-volume ratio, theoretically increasing the
proportion of these tlavor and aroma precursors in the
must and wine and potentially increasing wine quality
(Lo Giudice e al., 2004). Moreover. a reduction in berry
size and the production of less compact bunches may
diminish the incidence and severity of Botrvtis cinerea
and other bunch rots, especially in humid environments
(Vail and Marois, 1991).

In ev: Cabernet-Sauvignon, the reduction of berry
weight is correlated with an increase in color intensity
{absorbance at 420 and 520 nm), total anthecyanins and
total phenols. The observed efTects on grape composition
were generally positive. but the effect on the quality and
the organoleptic characteristics of the final wine are still
unknown (Lo Giudice ef al., 2004),

The aim of this study is to examine the effect on the
production, the fermentative process, the oenological
parameters and the sensory characieristics of the wine
obtained from Tempranillo grapevines (major variety
in DOCa Rioja) treated with Prohexadione calcium.

MATERIALS AND METHODS
1., Field trials

Prohexadione calcium was applied during the years
2004 and 2005 in the same plot in Rioja Alta. Tempranillo
vines were 13 years old and presented constant conditions
of vegetative growth and development. under similar
conditions of fertilization and irgation. Vines were trained
and spur-pruned on a wire trellis system for support and
the canopy was vertically shoot-positioned. The row and
vine spacing was of 2.5 and 1.2 m, respectively. Shoot
density was adjusted to 12 shoots per vine.

ProCa was applied as Regalis®. 10% ProCa, (BASE,
Germany) at a dose of 3 kg ha'! at preblooming
(BBCH 57) (12 June 2004 and | [ June 2005). Treatments
were applied to both sides of the canopy. wetting the entire
shoots, The product was sprayed with a HARDI®
atomizator {Denmark). Applications were carried out
when there was no rain predicted for at least 24 hours. A
number of rows were not treated and were used as a
control plot.

2. Vinification process

Mature grapes were harvested on 11 October 2004
and 7 October 2005, Four experimental vinifications
for control and treated grapes were carried out in the
experimental winery of the University of La Rioja, two
for the control crop and two for treated grapes. All wines
were obtained using the traditional winemaking method.
Grapes were destemmed. crushed and fermented into
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100 L stainless steel tanks; 100 mg kg-! of potassium
metabisulfite was added. Crushed grapes were inoculated
with commercial yeast strain VRB Sacharomyces
cerevisiae (30 g hL-") from Lallemand (Australia). The
prefermentation process lasted 24 hours.

The cap was punched down during the maceration-
fermentation process (pigeage) and pumping-over
extractions were also performed during fermentation
(remontage). The wines were drawn off and then
inoculated with commercial lactic bacteria strain Alpha
Oenoccusoeni(1 g hL-1) from Lallemand ( Australia) in
0L stainless steel tanks, After malolactic fermemntation,
wines were racked and 90 mg L-! of potassium
metabilsulfite were added. Wines were clarified by settling
at 4 °C for a week and then bottled. The wines were stored
at 4 °C in order to prevent spoilage.

3. Determination of usual oenological parameters

In order to evaluate berry size. 100 berries were placed
in trays with different diameter holes (18, 16, 14, 12 and
10 mm). Thus. berries passed through from higher
diameter trays to lower ones. Berries were crushed. Then,
solid was separated and weighed and the liquid volume
was measured. Conventional oenological parameters
(density, ethanol concentration, pH. reducing sugars,
titratable and volatile acidities, total and free S02) were
determined in accordance with official OIV practices.
L-malic was determined by an enzymatic method in
accordance with official AOAC analysis methods. Color
Intensity (CI) was calculated as the sum of absorbances
at 420, 520, and 620 nm. and the hue of the wine was
calculated as the ratio of absorbance at 420 nm and
520 nm, Total Polyphenol Index (TPI) was estimated as
absorbance at 280 nm. Tannins were determined using
the method described by Ribéreau-Gayon and Stonestreet
(1996). Amount of laccase was determined using the
method described by Dubourdieu er al. (1984). All
determinations were carried out in triplicate.

4. Sensory analysis

In February 20035 and 2006, sensory analyses were
performed by a panel formed by experts from the
Asociacion de Endlogos de La Rioja and Enclogy
graduates from the University of La Rioja. The panel had
25 and 55 members in 2004 and 2005, respectively. Two
sessions in different days were carried out. In the first
session. the aim of the sensory evaluation was to determine
whether the wine obtained from treated vines was
significantly different from the control. Since this is a
classical application of a discrimination test, a duo-trio
test was chosen (Meilgard er al., 2007). Three samples
were presenied o the experts. one of which was identified
as the reference. One of the other two was identical to the
reference. The panelists were asked to state which product
maost closely resembled the reference. Since the question
was « Which sample matched the reference sample? »
the one-tailed binomial test was used. Panelists considered
visual, odor, taste and mouth-feel perceptions.

In the second session, a descriptive sensory analysis
was carried out. Panelists were provided with evaluation
sheets containing a list of different terms for appearance,
aroma, attributes in mouth, and aftertaste. The panelists
chose the terms characterizing the wines. A chi-square
{7y analysis performed on the average citation frequency
of each term in the two samples was carried out in order
to identity statistical differences. The citation frequency
method was performed as a successful tool for
conventional descriptive analysis (Campo et al., 2008).

RESULTS
1. Assay in 2004
a. Grapes

Table 1 shows some yield parameters, The average
reduction in the weight of berries from treated vines
indicated a reduction in the crop yield of 25%. The

Table 1 - Several vield components

Average Berry size* B )
v,

Samples | berry weight i u'gottld:l )

(8) 10-12mm | 12-14mm | 14-16mm | 16-18 mm | PHOHUTY
{;’S&"l 238£006" | 81403 54372 | I1BL7S |57£11° | 423124
I;r(;:(l;ia [ 178200 (202423 |s7.5246 | 150227 [32215" | s7.1243"
C;L')lgso' | 1574002 | 03206 |147+1.5 | 754117 |96+1.1° | 50437
I:fgg'sa | 141:002" | 57215 |17.7+06" | 680=17" |85+06" | 556425

* G of berries for cach diameter: ab Different letters 10 same column and year means significant differences at 5 % level.

-151 -

A dnt, Sei. Vigne Vi, 2000, 43 n°3, 149157
©Vigne et Vin Public, 3 les { Bardeaux, France)

- 315 -




Anexos

LVAQUERO-FERNANDEZ et al.

presence of « shoulders » in bunches was reduced by
90%. The size of individual berries from treated vines
were different from those of control vines. Clusters from
treated vines had a higher number of small berries { 10-
|4 mm diameter) and a lower number of berries with 14-
18 mm than control grapes. Solid /liguid relation was
higher in treated prapes,

b. Alcoholic and malolactic fermentations

Averages of oenological parameters for control and
« ProCa » musts and wines are shown in table 2. Must
from treated grapes gave higher values for Brix degree,
pH and titratable acidity. Wine produced from these grapes
had a higher aleoholic degree. CI, TP, hue. titratable
acidity, and tannins were higher in wines obtained from
reated grapes. Laccase values were notably low due to
zood sanitary conditions.

With regard to the fermentative process, differences
between control and « ProCa » were observed. The
evolution of sugars (%) is shown in figure 1. The
fermentation of treated grapes was quicker and « drvness »
(reducing sugars < 2 g L-!} was achieved earlier,
Malolactic fermentation had a duration of 23 days for
both control and « ProCa » wines.

¢. Sensory analysis

The Duo-Trio test performed to check whether wines
produced were different showed that wines did not differ
at a significance level of 5% because number of correct
responses was 17 and the critical number for significance
is 18. These results suggested a certain differentiation that
was not significant enough at this level. Actually, p was
0.10.

The results for the descriptive analysis are shown in
figure 2. The spider webs represent the citation frequency
in a maximum of 25,

For appearance or visual perceptions, depth was
different (p<0.05) for « ProCa » wine because it was
considered higher than the control. Color was also different
in « ProCa » wine. This wine was considered with more
purple, biguerrau cherry and blackish colors (p<0.05) than
the control one, while the shades found in the control wine
were cherry red and deep red. Some differences were
observed in terms of aroma and odor perceptions. Intensity
and aromas were similar for both control and « ProCa »
wines. Fruity aromas were present in both wines. ProCa
wine also had spicy aromas and were globally considerad
more complex (p<0.05) than the control wine. Tastes were
more balanced (p<0.05) in wine from treated grapes.
Mouthfeel was mild and light (p<(0.05) for the control
wine. In contrast, « ProCa wine » presented higher
astringency and stickiness. Aftertaste was very fruity for
both control and « ProCa » wines; the latter also presented

A fnr Sei Vigne Vin, 2000, 43, 0°3, 149-157
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Table 2 - Conventional

3ol

s at the beginni

and end of fermentation in 2004 and 2005

Must
7 Titratable Laccase
-
Sxmples Bk pH Acidity®  (nmol mL ")
Control a a 7 o N
(2004) WHL02" 34940017 435£002" 02310014
ProCa W el v b i 3
(2004) 2444£01% 378400017 5342000" 0046+ 0010
Control a0y » 5 40 4
(2005} 222+01"  355+002° 4654001 nd
ProCa e b b
(2003) 202401 34540017 4704002 nd
Wine
" Titratable Volatile
Samples  Ethanol (viv) pH Acidity® Acidity!
Control a a a
(2004) 130404 368+ 001" 412+£ 01 0214£001
ProCa b B x
2 2
(2004) 138403 4042004" 4722008 021001
Control
4 i oamsl . . .
(2005) 134+0.] 372+001" 478+018  037+00]
ProCa f ARl . 2 b
(2005) Badol Jo6B = 0040 442 L 047 0.27 £ 00T
Wine
Samples TPI T Tannins Hue
Control 2 gtk R 4 o s
(2004) 443233 127=09" 310=016" 042:001
ProCa w e - h 3 h h
{2004) GlL6=06" 146+£04" 431024" 0542002
Control a o 5 .
5 £ ()2 .
(2005) 395213 127£02 276+ 0,09 0,59 £ 0.03
ProCa Lagh 4t = B . [
{2005} 4452207 132402" 312:011 0.55 £ Bod
.0 Different letiers in sume column and year means significant
differences at 5 % level.
€ expressed s g tartaric acid per litre
d expressed as g acetic acid per litre
# Towl Palypheao! Index (absorhance a1 280 nm)
! Calor lntensity (sum of aborbances at 420,520 and 620 nm)
nd = non detected
il e
w =
§
T
o
i i =0 =0
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Figure 2 - Spiderweb diagrams for sensory analysis in 2004.
A) Appearance; B) Odor; C) Attributes in mouth and aftertaste

spicy and balsamic attributes. « ProCa » wine had more
persistence than the control (p<(1.05).

2. Assay in 2005
a. Grapes

In this year, the application of « ProCa » had a less
marked effect than in 2004. The maturation and vegetative
growth of treated vines were similar to the control vines.
For treated vines. the presence of shoulders was reduced
by 306, and yield production decreased by 10%. There
was a higher number of small berries in treated grapes,
with 10-12 mm and 12-14 mm diameters (see table 1).

b. Aleoholic and malolactic fermentation

Usual oenological parameters for control and
« ProCa » wines are shown in table 2. In the winemaking

-153 -

of treated grapes, Brix degree was slightly lower than
in controls, There were no differences in pH and titratable
acidity for both control and « ProCa » musts. Wine from
treated grapes also gave lower values for tiratable acidity
and pH. Significant differences in ethanol were not
ohserved in the control and « ProCa » wines, TP, tannins,
and CI'were higher for wines obtained from treated grapes.
Hue was similar in both control and « ProCa » wine. Good
sanitary conditions were observed as shown by the
absence of laccase.

Figure | shows the evolution of sugar content (%) in
the fermentative process of control and « ProCa » grapes.
The kinetics were similar for both samples. No significant
differences in the evolution of fermentation were identified
for both samples. Both fermentations had the same
duration, with reducing sugars < 2 g L-f, Malolactic

A dnt, Sei. Vigne Vi, 2000, 43 n°3, 149157
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fermentation lasted 20} days for both wines. Malic acid

was below 0.1 g -1,

c. Sensory analysis

The Duo-Trio test performed to check whether wines
produced were different showed that wines did not differ
at asignificance level of 3%. Sensory panelist could not
distinguish between the wines because correct responses

were 31 and the critical number for significance is 34,

intensity than the control (p<0.05): control wine showed
ahigher deep red (p<(.035) and violet (p<0.05) colors and
purple hues were also observed in « ProCa » wine. As
regards odor perceptions, wine from treated grapes had
a higher intensity (p<0.05) with a clear and complex
quality (p<0.05). Fruity aromas were observed in both
control and « ProCa » wines. Tastes were more balanced
in wine obtained from treated grapes than wine obtained
from untreated grapes (p<0.05). For control wine,
mouthfeel was perceived as mild and light in contrast to

In the subsequent descriptive analysis, certain the higher stickiness of « ProCa » wine. Aftertaste was
differences were observed. Spider webs represent the very fruity for both control and « ProCa » wines. These
citation frequency in a maximum of 55 (Figure 3). As wines also had spicy and balsamic attributes. Wine from
regards appearance, differences in depth or intensity and grapes treated with ProCa was more persistent than the
color were shown. « ProCa » wine presented a higher control wine.

Vo INTENSITY ialet COLOR

Rutry red Bigarreny cherry

i i

INTENSITY AND QUALITY

sorens Gorirol
[comal] ——PraCa
~—ProCa) Wegetal
Balzamic 1 Spicy
Aol
ATTRIBUTES IN MOUTH ;uﬂ"l‘ AFTERTASTE
. 25

Chemizal. ) Fiaral
e Control
—-—PraCa
Vegetal

ke
h
Baisamic “*Spicy

Figure 3 - Spiderweh diagrams for sensory analysis in 2005.
A) Appearance: B) Odor; C) Attributes in mouth and aftertaste
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DISCUSSION

An improvement in the sanitary conditions of grapes
from vines treated with ProCa was observed as revealed
by the laccase values. This result confirmed the theory of
Vail and Marois (1991). The smaller size of berries and
less compact clusters with reduced shoulders number
diminish the incidence of Botryiis cinerea. Prohexadione
calcium produced a reduction in crop vield. This effect
was the result of a reduction in fruit set. As Lo Giudice
(2004} described, Prohexadione calcium has the potential
to reduce fruit set, particularly at preblooming. The
prebloom application of ProCa caused browning and
abscission of flowers. ProCa inhibits the conversion of
aminocyclopropanecarboxylic acid into ethylene, and its
application reduces ethylene-induced senescence in several
plant systems (Rademacher er al., 1992).

Differences between treated and control grapes were
marked in 2004, although in 2003, a reduction in yield
and shoulders number was also observed. and excellent
sanitary conditions were obtained. The reason why this
treatment had a less marked effect is uncertain. Vines
could not be sensitive to the product due to the
climatological and environmental conditions.

Data at harvest for oenological parameters revealed
complete and carly ripening for grapes treated with ProCa
in 2004, These grapes were significantly different from
the controls. Fermentation was faster in treated grapes.
However, the application of prohexadione calcium did
not have a marked effect on grapes in 2003, with slight
differences in maturation. Therefore, there was no
difference in alcoholic fermentation of treated and control
grapes. Malolactic fermentation was not affected in either
Vears.

There was a important increase in CL TP, and tannins
in wines obtained from treated grapes with respect to those
obtained from control grapes. This effect was observed
in both vears. The reduction of yield and berry size, and
the increase in solid/liquid relation led to a higher
concentration of phenolic compounds in Tempranillo
grapes, as described by LoGiudice (2004) in other
varieties. The application of prohexadione calcium
produced better phenolic ripening during the two years.

Duo-trio tests showed that there were no statistical
differences between control and « ProCa » wines in either
2004 or 2005. However. descriptive analysis revealed
differences in color, aromas and mouthfeel. Due to the
reduction in yield and berry size in treated vines, color-
related polyphenols were concentrated so intensity was
classified higher than in the control wine. Moreover, the
application of Prohexadione calcium caused a higher
CI{with higher absorbance at 420, 520) and 620 nm), and
provided violet and purple colors in « ProCa » wines.

- 155+

These facts could be explained by a higher anthocvanin
concentration or an increase in copigmentation (Gutiérrez
etal., 2005). Apart from the obvious fact that an increase
in surface-to-volume ratio results in an increase in
anthocyanins and flavonoids (Pérez-Magarifio ef al..
20104, there is a second hypothesis. It has been shown
that ProCa directly affects the biosynthetic pathway of
anthocyanins and other flavonoids. This fact is possibly
due to the role of 2-oxoglutarate-dependent dioxygenases
(Awad and de Jagger. 2002: Heller and Forkmann, 1994:
Rademacher ef al., 2003; Roemmelt ef al., 2003).

Flavors and aroma precursors also increased as a result
of smaller berry size. Sensory analysis showed a high
aromatic intensity for « ProCa » wine in 2005, Moreover,
the aroma of « ProCa » wine was globally classified as
more complex and clearer. Spicy aromas (licorice. clave,
black pepper) were also observed in wine from treated
vines. Tempranillo grapes develop intense varietal aroma
and flavor nuances reminiscent of licorice, truffle (Jackson,
2002) which were clearly apparent in wines obtained
from treated vines.

The astringency, body and stickiness achieved in
« ProCa » wines were due to a higher content of organic
acids and flavonoids, such us flavonols, flavan-3-ols and
their polymers (procyanidins and condensed tannins),
which were extracted from the seeds and skins of grapes.
This finding correlated with a high TPI and tannins values
found in these wines. High persistence in wines from
treated vines was also a consequence of the concentration
of flavourants and tastants produced by a reduction in
small berry size.

Spicy aftertaste was also reported in « ProCa » wines.
This fact confirms the odor profile obtained for those
wines,

CONCLUSIONS

The preblooming application of Prohexadione calcium
produced a reduction in yield, clusters and berry size in
cv. Tempranilio. Moreover, better and earlier grape
ripening was achieved with a high Brix degree. This effect
was less marked in 2005.

During fermentation, there was a higher extraction
of phenolic compounds as a result of an increase in
surface-to-volume ratio. An increase in TP tannins and
CI was observed in both years. Fermentative processes
(alcoholic and malolactic fermentations) were not affected.
The amount of laccase determined in 2004 was
significantly lower in grapes from vines treated with
ProCa.

The Duo-trio tests showed that significant differences
were not observed at a level of 5 %. but results suggested

149-157
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acertain differentiation. The application of Prohexadione
calcium modified the sensory characteristics of wines
obtained from treated grapevines. Typical sensory
attributes in Tempranillo wines were enhanced.

The treatment of grapevines with Prohexadione
calcium can be used as a new tool for controlling
production and therefore improving wine guality for cv.
Tempranillo.
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COMUNICACIONES A CONGRESOS

- Presentacion de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
“III Foro Mundial del Vino” celebrado en Logrofio (22-25 Mayo, 2002) con el
titulo “Influencia de fungicidas y/o metabolitos en la fermentacion
del mosto. Aspectos analiticos”.

- Presentacion de la comunicacion tipo pdster en el Congreso Nacional "VII
Jornadas Cientificas de los Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Logrofio (21-23 Mayo, 2003) con el titulo “"Influencia del contenido del
fungicida Pirimetanil en la evolucion de la fermentaciéon alcohdlica
de un mosto sintético”.

- Presentacion de la comunicacién tipo pdster en el Congreso Nacional "VII
Jornadas Cientificas de los Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Logrofio (21-23 Mayo, 2003) con el titulo "Evolucion del contenido de los
fungicidas Cyprodinil y Fludioxonil durante Ila fermentacion
alcohédlica de mostos sintéticos”.

- Presentacion de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
"3 Symposium In Vino Analitica Scientia (Analytical Chemistry for wine,
brandy and spirits) celebrado en Aveiro (10-12 Julio, 2003) con el titulo
"“"Evolution of the content of Pyrimethanil during the fermentation of
synthetic must”

- Presentacion de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
“"XIII Reunién Cientifica de la Sociedad Espafola de Quimica Analitica”
celebrado en La Coruia (21-23 Octubre, 2003) con el titulo “Impact of
Pyrimethanil, Cyprodinil, Fludioxonil and Switch on the fermentation
of synthetic must. Variations in alcoholic degree”.

- Presentacion de la comunicacién tipo pdster en el Congreso Internacional
"IV Foro Mundial del Vino” celebrado en Logrofio (12-14 Mayo, 2004) con el
titulo "“Residuos de pesticidas: efecto matriz en el proceso
fermentativo”.

- Presentacién de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
"IV Foro Mundial del Vino” celebrado en Logrofio (12-14 Mayo, 2004) con el
titulo "Efecto matriz de las diferentes muestras enolégicas en Ia
determinacion de Cyprodinil, Fludioxonil y Benomilo”.

- Presentacion de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
"5t Furopean Pesticide Residue Workshop” celebrado en Estocolmo (13-16
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Junio, 2004) con el titulo "Pesticide residues: matrix effect on
fermentation”.

- Presentacién de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
"5t Furopean Pesticide Residue Workshop” celebrado en Estocolmo (13-16
Junio, 2004) con el titulo "Determination of residues of Cyprodinil,
Fludioxonil and Benomile. Matrix effect on fermentation”.

- Presentacion de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
"XXVIII™" World Congress of Vine and Wine. 2"° General Assembly of the
OIV” celebrado en Viena (4-9 Julio, 2004) con el titulo “Impact of
Pyrimethanil, Cyprodinil, Fludioxonil and Switch on the fermentation
of must. Variations in alcoholic degree”.

- Presentacién de la comunicacion tipo poster en el Congreso Nacional “VIII
Jornadas Cientificas-Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Palencia (1-3 Junio, 2005) con el titulo “Efectos de Prohexadiona calcica
en la fermentacion alcohdlica de uvas variedad Tempranillo”.

- Presentacion de la comunicacion tipo péster en el Congreso Nacional “VIII
Jornadas Cientificas-Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Palencia (1-3 Junio, 2005) con el titulo “Proceso fermentativo de uvas
variedad Tempranillo en presencia de los fungicidas Pyraclostrobin y
Pyrimethanil”.

- Presentacion de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
“11% Jornadas de Analisis Instrumental” celebrado en Barcelona (15-17
Noviembre, 2005) con el titulo “Comparison of liquid-liquid and solid-
phase extraction in fungicide analysis in must and wine followed by
gas chromatography-nitrogen phosphorus detection”.

- Presentacidn de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional “V
Foro Mundial del Vino” celebrado en Logrofio (28-30 Marzo, 2006) con el
titulo “Influencia de la presencia de Pyrimethanil y Pyraclostrobin en
la fermentacion alcohdlica y malolactica”.

- Presentacion de la comunicacion tipo pdster en el Congreso Internacional “V
Foro Mundial del Vino” celebrado en Logrofio (28-30 Marzo, 2006) con el
titulo “Proceso fermentativo de uvas variedad Viura en presencia del
fungicida Pyrimethanil. Determinacion de residuos durante Ia
elaboracion”.

- Presentacion de la comunicacién oral y tipo péster en el Congreso
Internacional "V Foro Mundial del Vino” celebrado en Logrofio (28-30 Marzo,
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2006) con el titulo “Aplicacion de Prohexadiona calcica como
regulador del crecimiento en la vid. Efectos sobre la fermentacion y
las propiedades organolépticas en la variedad Tempranillo”.

- Presentacion de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
“6™" European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Corfu, Grecia (21-
15 Mayo, 2006) con el titulo “Control of phytosanitary products: the
influence of the matriz (must and wine) on the elimination of the
fungicide Pyrimethanil”.

- Presentacion de la comunicacién tipo pdster en el Congreso Internacional
"6 European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Corfu, Grecia (21-
15 Mayo, 2006) con el titulo “Treatment of grapes with growth
regulators (Prohexadione Calcium). The influence on production,
winemaking and organoleptic characteristics”.

- Presentacion de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
“6™" European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Corfu, Grecia (21-
15 Mayo, 2006) con el titulo “Influence of Pyrimethanil on alcoholic
fermentation with two Saccharomyces yeast strains and residue
analysis”.

- Presentacién de la comunicacion tipo pdster en el XIII Congreso Nacional de
Endlogos celebrado en Logrofio, La Rioja (3-5 Mayo, 2007) con el titulo
“Aplicaciéon en vid de Prohexadiona de calcio como regulador del
crecimiento. Influencia en la calidad del vino”.

- Presentacidn de la comunicacion tipo pdster en el XIII Congreso Nacional de
Endlogos celebrado en Logrofio, La Rioja (3-5 Mayo, 2007) con el titulo
“Aplicacion de productos fitosanitarios dentro del Sistema de
Produccion Integrada. Efecto en la elaboracién y calidad del vino”.

- Presentacion de la comunicacién tipo poster en el Congreso Nacional “IX
Jornadas Cientificas-Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Badajoz (29 Mayo - 1 Junio, 2007) con el titulo con el titulo “Efectos de la
utilizacion del fungicida Pirimetanil en la elaboracion de vinos
tintos”.

- Presentacion de la comunicacion tipo pdster en el Congreso Nacional “IX
Jornadas Cientificas-Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Badajoz (29 Mayo - 1 Junio, 2007) con el titulo con el titulo “Efectos del
Pyraclostrobin en el proceso fermentativo de uvas variedad
Tempranillo y en las caracteristicas organolépticas del vino
elaborado”.

- 324 -




Anexos

- Presentacion de la comunicacién tipo poster en el Congreso Nacional “IX
Jornadas Cientificas-Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Badajoz (29 Mayo - 1 Junio, 2007) con el titulo con el titulo “Utilizacién de
reguladores de crecimiento: una opcion en la vitivinicultura de
calidad”.

- Presentacion de la comunicacion tipo pdster en el Congreso Nacional “IX
Jornadas Cientificas-Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Badajoz (29 Mayo - 1 Junio, 2007) con el titulo con el titulo “Influencia del
tratamiento con Prohexadiona de calcio en el color de las uvas”.

- Presentacion de la comunicacién tipo pdster en el Congreso Internacional
“Euroanalysis XIV” celebrado en Amberes, Bélgica (9-14 Septiembre, 2007)
con el titulo “Determination of fungicide levels in grape skins and
grapes”.

- Presentacion de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
“Euroanalysis XIV” celebrado en Amberes, Bélgica (9-14 Septiembre, 2007)
con el titulo “Solid-Phase Extraction - Gas Chromatography for the
determination of fungicides in must and wine”.

- Presentacion de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
“5%  Mediterranean Group of Pesticide Research (International Symposium
on Pesticides in Food and the Environment in Mediterranean Countries)”
celebrado en Agadir, Marruecos (20-24 Noviembre, 2007) con el titulo
“"Determination of pyraclostrobin during the fermentation process of
red grapes”.

- Presentacion de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
5t Mediterranean Group of Pesticide Research (International Symposium on
Pesticides in Food and the Environment in Mediterranean Countries)”
celebrado en Agadir, Marruecos (20-24 Noviembre, 2007) con el titulo
“Mobility of fungicide residues in skin and pulp of red grapes”.

- Presentacién de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional “VI
Foro Mundial del Vino” celebrado en Logrofio (23-25 Abril, 2008) con el titulo
“Dissipation of fungicide pyrimethanil in grapes, must, fermenting
must and wine”.

- Presentacion de la comunicacién tipo pdster en el Congreso Internacional “VI
Foro Mundial del Vino” celebrado en Logrofio (23-25 Abril, 2008) con el titulo
“Efectos de la aplicacion de la prohexadiona de calcio (regulacion de
crecimiento) en la composicion polifendlica de los vinos”.
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Presentacion de la comunicacion tipo péster en el Congreso Internacional “VI
Foro Mundial del Vino” celebrado en Logrofio (23-25 Abril, 2008) con el titulo
“Proceso fermentativo de uvas variedad Tempranillo en la presencia
del fungicida Boscalid. Determinacion de residuos durante Ia
elaboracion.”

Presentacion de la comunicacion tipo pdster en el Congreso Internacional “VI
Foro Mundial del Vino” celebrado en Logrofio (23-25 Abril, 2008) con el titulo
“Aplicaciéon de Prohexadiona de calcio en vid y su implicacion directa
en el color y calidad del fruto”.

Presentacion de la comunicacion tipo pdster en el Congreso Internacional
“7t European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Berlin, Alemania
(1-5 Junio, 2008) con el titulo “Analysis of pyrimethanil residues from
grapes to vine”.

Presentacion de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
"7t European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Berlin, Alemania
(1-5 Junio, 2008) con el titulo “Determination of fungicide residues in
red grapes”.

Presentacidon de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
“7*" European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Berlin, Alemania
(1-5 Junio, 2008) con el titulo “Dissipation of fungicide Boscalid during
the vinification process from red grapes”

Presentacion de la comunicacion tipo pdster en el Congreso Internacional
“"31°t World Congress of Vine and Wine. 6" General Assembly of the OIV”
celebrado en Verona (15-20 Junio, 2008) con el titulo “Determination of
fungicide Pyrimethanil in grapes, must, fermenting must and wine”.

Presentacion de la comunicacion tipo pdster en el Congreso Internacional
“315 World Congress of Vine and Wine. 6 General Assembly of the OIV”
celebrado en Verona (15-20 Junio, 2008) con el titulo “Analisis de
residuos de Piraclostrobin y Boscalid en muestras enoldgicas y su
influencia en la fermentacion”.

Presentacidon de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
“"31°t World Congress of Vine and Wine. 6" General Assembly of the OIV”
celebrado en Verona (15-20 Junio, 2008) con el titulo “"A new tool to
control production yield in vines and its influence on phenolic
maturity”.
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Presentacion de la comunicacion tipo poster en el Congreso Internacional
“315t World Congress of Vine and Wine. 6 General Assembly of the OIV”
celebrado en Verona (15-20 Junio, 2008) con el titulo “Tratamiento con
Prohexadiona de calcio. Influencia en el color de las uvas”.

Presentacion de la comunicacion tipo pdster en el Congreso Nacional “X
Jornadas Cientificas-Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Ourense (3-5 Junio, 2009) con el titulo con el titulo “Efecto de la
aplicacion de Productos Fitosanitarios dentro del Sistema de
Produccion Integrada sobre la fermentacion y calidad del vino tinto”.

Presentacion de la comunicacidon tipo pdster en el Congreso Nacional “X
Jornadas Cientificas-Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Ourense (3-5 Junio, 2009) con el titulo con el titulo “Recuento e
identificacion de mohos en uvas de la variedad Garnacha tratadas
con el regulador de crecimiento Prohexadiona de calcio”.

Presentacion de la comunicacion tipo pdster en el Congreso Nacional “X
Jornadas Cientificas-Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Ourense (3-5 Junio, 2009) con el titulo con el titulo “Sensibilidad de
distintos cepas de Saccharomyces a diferentes pesticidas incluidos
en el Sistema de Produccion Integrada en viia”.

Presentacion de la comunicacion tipo pdster en el Congreso Nacional “X
Jornadas Cientificas-Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Ourense (3-5 Junio, 2009) con el titulo con el titulo “Practicas viticolas
Ecolégicas versus Practicas viticolas Convencionales. I/ Influencia
en la composicién polifenélica en uvas de la DOCa Rioja”.

Presentacion de la comunicacidon tipo pdster en el Congreso Nacional “X
Jornadas Cientificas-Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Ourense (3-5 Junio, 2009) con el titulo con el titulo “Practicas viticolas
Ecolégicas versus Practicas viticolas Convencionales. II/ Influencia
en la composicion polifendlica en vinos de la DOCa Rioja”.

Presentacion de la comunicacion tipo pdster en el Congreso Nacional “X
Jornadas Cientificas-Grupos de Investigacion Enoldgica” celebrado en
Ourense (3-5 Junio, 2009) con el titulo con el titulo “Influencia en la
composicion polifendlica en uvas y vinos tras la aplicacion en vid de
los fungicidas Boscalid y Piraclostrobin”.
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