ATT! Giornate Fitopatologiche, 1998, 59-64

INFLUENZA DELIL’IPEROSSIGENAZIONE SULLA DEGRADAZIONE DEI RESIDUI
DI FITOFARMACI NEL MOSTO

P. FLORI*, B. FRABBONI*, G. MALUCELLI*, P, MUSACCI**
* Centro di Fitofarmacia, DLPRO.V.AL. - Universitii degli Studi, Via Filippo Re 8, 40126 Bologna
*% Centro di Studi dei Fitofarmaei - CNR - Via Filippo Re 8, 40126 Bologna

Riassunto

E’ stato condotte uno studio sulla degradaziore nel mosto, durante il processo di vinilicazione con
iperossigenazione, dei fungicidi cymoxanil, benalaxyl, metalaxyl, fenarimol, penconazole, triadimenal ¢
procymidone, La ricerca & stata effettuata fortificando, con la miscela dei fungicidi, due mosti distinti
sottoposti rispettivamente a vinificazione tradizionale e con iperossigenuzione. L'nnalisi del decadimento
dei principi attivi ha permesso di valutare l'incidenza che la tecnica di iperossigenazione esercita sulla loro
scomparsa, Cymoxanil, fenarimol, procymidone e triadimenol hanno manifestato un analogo decadimento
sia nella vinificazione tradizionale che con iperossigenuziene, menwe per benalexyl, metalaxyl e
penconazole si & registrato un diverso comportumento nei due processi, Pill esattnmente si & avute una pid
rapida scomparsa, nella vinificazione con iperossigenazione, per gli antiperonosporici benalaxyl e
metalaxyl ed un pid rapide decadimento nella vinificazione tradizionale, per penconazole.
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Summary
INFLUENCE OF THE MUST HYPEROXYGENATION ON PESTICIDE RESIDUES

The disappearance of fungicides cymoxanil, benalaxyl, metalaxyl, fenarimol, penconazole, triadimenol
and procymidone in the must, during the wine-making process with hyperoxigenation, was analized. The
research was made fortifying, with the fungicides blend, two different musts obtained from crushing grapes
cv Trebbizro through traditional wine-making process and the hyperoxigenation technique. The analysis of
residues decay in the musts permit to evaluate the effeet of hyperoxigenation technique on the pesticide
residues disappearance. Cymoxanil, fenarimal, procymidone and trindimeno! show a similar decay both in
traditional and hyperoxigenation process. Benalaxyl and metalaxyl show a more rapid disappenrance in the
wine-making process with hyperoxigenation, while penconazale shows a major decay in traditional wine-
making process.

Key words; wine-making, hyperoxigenation, fungicides, residues

INTRODUZIONE

E' noto come i residui dei fitofarmaci possano contuminare il vino in relazione al comportamento nel
mosto durante il processa di vinificazione (Flori e Cabras, 1990; Flor, 1996). Questo rappresenta un
momento cruciale per il destino dej residui poich & in quests [ase che essi vengono eliminati sia per
adsorbimento sulle fecce che per degradazione, con riduzione della Joro presenza nel vino (Farris ef al.,
1992; Flori, 1996). Il comportamento dei fitofarmact nel mosto risulta influenzato tanto dalli teenologia di
vinificazione (Flori er af,, 1982a; Cabras et al,, 1983; Flori e Zironi, 1984; Cabras et al., 1986}, quanio
dalle caratteristiche fisico-chimiche del principio attivo, che pud degradarsi totalmente, o persistere n
lungo inalterato. Gran parte dei principi attivi mostra, nella fase di vinificazione, il préferenziale
accumulo sufle parti solide del mosto {vinacce, fecce di defecazione, fecce di fermentazione, chiarificanti
minerali, lieviti), con conseguente riduzione dei livelli residuali nel passaggio da uva a mosto e di mosto 4
vino (Flori et al., 1982a; Flori #f al., 1982b; Flori e Zironi, 1983; Flori et af., 1984; ESAM, 1989),

Nell'ambito dei programmi condotti per lo studio del comportamento dei fitofarmact durante il proces-
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so di trasformazione delie vve, si & effettuata una ricerca per la valutazione dell'effetto esercitato dalla
tecnica di iperossigenazione del mosto sul decadimento di aleuni principi attivi di largo utilizzo nella
difesa della vite. Di questi prodotti si & valutata la scomparsa nel mosto mettendo 2 confronto i
compertamenti registrati nella vinificazione in bianco tradizionale con quelli rilevati nella vinificazione
con iperossigenazione, tecnica sperimentata per l'ottenimento di una buona stabilizzazione dei mosti ¢ dei
vini (Arfelli er al,, 1992).

Materiali e metodi

Conduzione delle prove di campo

L& uve ev Trebbiano utilizzate per la produzione dei mosti provenivano dall'azienda Naldi di Tebano
(Faenza) ed erano soltoposie ad un programma di lotta integratn che prevedeva la somministrazione
rispettivamente di: ossicloruro di rame e zolfo bagnabile, per la difesa antiperonosparica ed antioidica,
metulaxyl per la lotta antiperonosparica, Bacillus thuringensis per la lotia contro fa tignola, vinclozolin per
la lotta contro Botriris cinerea. Tra questi principi ativi il solo metalasyl era successivamente sperimentato
nello studio.

Vinificazione delle wve

Si & operato presso it Centro Tecnologico Sperimentale dell’E.S.A.V.E. (Tebano - RA), dove 17,5 g di
uva sono slal sottoposd o pressatura soffice mediante pressa pneumatica. Alcuni campioni di mosto
torbido e di vimaece vergini erano prelevall in questa fase per il controllo dei residui provenienti dai
trattamenti di campo, dopodiche il mosto era ripartito in 4 aliquote distinte, delle quali due erano sottoposte
a vinificizione trodizionale, con e senza aggiunta di antiparassitari, e due sottoposte o vinificazione con
iperassigenazione nuovamenie con e senza aggiunta di antiparassitari, In tutie le linee di vinificazione si
proceduto alla defecazione a freddo e travaso del mosto alla temperatura di 5°C ed alla sua successiva
fermentazione a 18°C, dopo aggiunta di lievito selezionato 659, unidride solforosa e bentonite (100 g/hl).
a) Vinificazione tradizionale

Dalla massa iniziale 5 q di mosto torbide erano prelevati per essere vinificati come testimone, mentre ad
1 g erano aggiunti 25 ml della miscela dei fungicidi (soluzione in metanolo al 4% di acetone). Dopo
fortificazione del mosta venivano prelevati 3 campioni per la determinazione dells concentrazione iniziule
di ciascun principio attivo, procedendo alle operazioni di vinificazione ¢ campionamento previste, tanto sul
mosto testimone quanto sul fortificato,
b) Vinificazione con iperossigenazione

Come per la vinificazione tradizionale 5 g di mosto lorbido testimone erano soltopost ad
iperossigenazione mediante insufflazione di (,1 volumi di ossigeno per volume di mosto. Analogamente
alla vinificazione tradizionale 1 q di mosto era addizionato, prima dell'iperossigenazione, di 25 ml delln
misceln dei fitofarmaci, eseguendo tutte le fasi di vinificuzione e controllo dei residui previste dallo
schema operativo.

Analisi def residui
a) Estrazione

I campioni di uva, mosto, vino ¢ fecce, sono stati estratti adottando la tecnica multideterminativa "on
line" descritta da Steinwandter (1989), seguenda la quale si 2 cosl opersto; 30 g di matrice sono pasti in
imboto separitore ¢, dopo aggiunts di 15 g di NaCl e 100 ml di una miscela acetone/metilene clorure 2:1,5
{v/v), vengono agitati per 5 minuti con scuotitore meceanico. S1 lascia a riposo per 20 min; si prelevano 50
ml del surnatante (corrispondente a 15 g di matrice), si porta a secco con Rotavapor, si riprende con 5 ml di
acetone e si lascin riposare per una notte a -20°C. §i filtra a freddo su filtro monouso e, dopo riequilibrio
dell'estratto a temperaturs ambiente, si analizza per via gascromatografica.
b) Determinazione gascromatografica

E' stata effettuata su gascromatografo GC 6000 serie Vega (Ditta Caurlo Erba) operando alle seguenti
condizioni strumentali:
Detecior: NPD, Colonna: OV lunghezza m. 13, d.i. 0,32 mum; film 0,4 pm. Temperatura detector: 280°C.
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Temperatura inietiore; 250°C. Iniezione: splilfsplitless. Programma d'analisi: temp. iniziale 120°C per 1
minuto; da 120°C a 160°C a 15°C/min; da 160°C a 190°C a 5°C/min; da 190°C a 240°C a 10°C/min; 5
min. a 240°C. Gas: Carrier (He) 40 covsec; Make upl00 Kpa; Arin 120 Kpu; Idrogeno 90 Kpa. Vol,
iniettaro: 1 pl. Alle condizioni citate fa muBtideterminazione dei principi attivi forniva recuperi medi
variabili dal 70%, per cymoxanil, al 108% per fenarimol e procymidane,

Analisi statistica dei dati

L’effeito esercitato sui residui dalle due tecniche di vinificnzione & stato valutato utilizzando il metedo
dei minimi quadrati, tramite il quale si & condotta la regressione lineare dei valori residuali dei 9 principi
attivi espressi in % rispetto al residuo iniziale ottenuto alla fortificazione, Nella regressione le rette sono
state vincolate ad avere intercetta uguale a 100, risultando cosi rappresentate dalle equazioni (Fig.1):

Yiead = D1 X + IDOYipL‘r =Dy Xiper T 100

La valutazione deli'incidenza che i due metodi di vinificuzione esercituno sui residui & stata efferuata
sulle coppie delle rette per mezzo del test di parallelismo (Hy: b=ba), utilizzando la distribuzione del t di
Student [t = (b;-ba) / S(b;-bs)] e confrontando i valori ottenuii con quelli tabulati riferiti a 16 gradi di
liberth [t14(0,05)=2,12; t,5(0,01)=2,92; 1,4,(0,001)=4,02]. Si & cosi potuto determinare 1’esistenza o meno di
una significativa diversitd tra i due undamenti degradativi (Tabella di Fig. 1). 8i & effetiuata inolire I'analisi
della varianza sull’insieme dei dati dguardanti i residui presenti sulle fecee e nella fuse liquida dopo 3 e 30
ga, al fine di verificare se esista un accumulo significativo dei principi anivi su una fase o nefl’altra. La
medesima analisi statistica & stata condotts anche sui dati dei controlli effettuati prima e dopo filirazione a
72 gg.

Risultati

Vinificazione tradizionale
Le analisi hanno evidenziato per i singoli principi attivi i seguenti comportamenti (Tab, 1):

- benalaxyl decade lentamente nel mosto e nel vino, mantenendosi a concentrazioni di 0,1+0,07p g/ml. Si
rileva una limitata incidenza delle operazioni di pulizia e filirazione del mosto;

- cymoxanil evidenzia residui unicamente nel mosto e sulle fecce, 1.assenza nel vino & imputabile pid che

all'adsorbimenta sulle fecce (0,15 g/g), alla sua rapida metabolizzazione;

i residui di fenarimol vengono abbattuti dal processo di fermentazione per adserbimento sulle fecce di

defecazione e di fine fermentazione {0,31-0,29 pg/g). I residui presenti nel vino (0,08 pg/mi)

decadono lentamente durante la conservazione (0,08+0,04pg/ml) e non sono pib rilevabili al momento
dell'imbottigliamento (271 giorni),

melalaxyl dimostra di essere eliminato solo in parte dal processe di {ermentazione e pulizia del mosto, A

concentrazioni iniziali di 0,29 pg/ml, corrispondono residui nel vino di fine fermentazione e di svinatura

di 0,23 ng/ml, con residui ancora apprezzabifi al momenta dell'imbottigliamento (0,16 pg/ml);

penconazole manifesta un sostanziale adsorbimento sulle fecce di defecazione (0,48 pgip) e di fine

fermentazione (0,28 pp/g), con riduzione dei residui inizislmente presenti nel mosto. Nel vino

"antioidico manilesta un lento decadimento, con residui che si dimezzano nell'arco di 9 mesi (da 0,20 o

0,09 pp/ml};

- procymidone conferma il suo adsorbimento sulle fecce {0,80-0,71ug/mi), con cunseguente riduzione dei
residui durante 1a vinificazione. T residui che ruggiungono it vino si dimostrano stabili e rilevabili anche
dopo 9 mesi di conservazione (0,18+0,20 pg/ml);

- triadimenol infine risulta stabile nella fase di fermentazione, con accumulo sulle fecce di defecazione
(0,73 pg/ml) e di fine fermentazione (0,66 pg/ml). Tale comporiamento determina residui nel vino di
fine fermentazione (0,30 pp/ml) che decadono a bassi valori solo dopo (21-271 giomni (0,04-0,02 pg/ml).

Vinificazione con iperossigenazione

Nel processo di vinificazione con iperossigenazione, che si differenzia da quello tradizionale
unicamente per 'aggiunta di 0,1 volumi di ossigeno per volume di mosto, si rilevano i seguenti
comportamenti (Tab. 1}
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Tab. 1 - Residui rilevali nel mosto, nel vino e sulle fecce nei processi di vinificazicne “tradizionale” e con
“iperossigenazione™

RESIDUO {ugjy o pp/mb)
PRINCIPIO MOSTO FECCE VINO
’ Dope  Alladefe- A meto” Alla  Afine [ Afine  Alln Primadells Dopelu Durunte Imbaott.
ATTIVO | [oriil, (1)  cazione fermen. |delecaz, fermen, | fermen,  svioaot. filtr, (2} [Gktr. {2} In cons, [£)]
0up 3gg Ten Jgg  30pp | 30pp  d9gp T2gr Tigp 131pp 271pp
Vinificazione trodizionnle
Benalaxyl 0,10 0,07 0,i0 0,15 0,10 0,11 0,10 0,08 0,07 0,10 4,08
Cymoxunil 0,11 0,62 0,17 0,15 n.r. IE. n.r. nr. nr. [ih g nr.
Fenarimol 0,23 15 0,15 031 0,29 0,08 0,07 0,07 0,07 0,04 nr.
Mewaluxyl 0,29 0,28 0,28 0,20 0,18 0,23 0,23 0,15 0,13 012 0,16
Penconazole 047 045 0,17 048 0,29 0,20 0,16 0,13 0,18 0,15 0,09
Procymidone 0,34 0,24 0,30 0,50 01 0,23 0,20 0,18 0,17 0,18 0,20
Trindimenol 0,33 0,30 0,32 0,73 0,66 (1,30 0,15 0,13 0,14 0,04 0,02
Vinificazione con iperosdsisennzione

Benulaxyl 0,23 0,18 0,15 0,32 0,07 0,12 0,10 0,09 0,10 0,10 0,06
Cymoxanil 0,11 0,01 nr. 0,03 nr. n.r. nr. nr. n.r. i, nr.
Fenarimal 0,27 0,18 0,11 0,42 0,09 0,08 0,08 0,07 0,08 0,06 nr.
Metalaxyl 0,29 0,27 0,22 0,38 0,i6 0,18 0,18 0,14 0,13 0,06 0,06
Penconazole 017 0,27 0,27 0,59 0,47 0,21 0,135 0,12 0,13 0,11 10
Procymidone 0,39 0,20 0,21 0,90 0,33 0,23 0,21 0,21 0,t9 0,17 0.09
Trindimenol 0,20 0,20 0,18 0,36 0,15 0,19 0,13 0,11 0,51 413 0,08

(1) Moste torbido fortificato immediatamente dopo la piglatura delle uve e prima dell'iperossigenazione.
(2) Su cartoni o maglia targa, (3) Su filtri 8 maglia fine. n.r. = residuo non rilevabile

- benalaxyl & abbattuto durante la fermentazione da 0,25 a 0,15 pg/ml, causa 1'adsorbimento su fecce e
vinacce {0,32-0,07 pg/ml). Nel vino i residui si mantengono stabili sino a 121 giorni dulla vinifieazione
(0,09+0,12 pg/ml), riducendosi ulterfiormente dopo 9 mesi (0,08 pg/ml),

cymoxanil conferma, come gidt nella vinificazione tradizionale, una rapida degradazione durante la
fermentazione, con tracce rilevabili nel mosto (0,01 pg/mi) e sulle fecce (0,03 pg/ml);

fenarimol manifesta un decadimento snalogo a quello della vinificazione tradizionale. L’abbattimento
dei residui avviene per adsorbimento su fecee e vinacee, mentre le tracee presenti nel vino subiscono una
lenta degradazione, risultando rilevabili anche dopo 121 giorni (8,06 pg/mi);

metalaxy] conferma anche nel processo di iperossigenazione una limitato abbattimenta, con riduzione dei
residui dagli iniziali 0,29 pg/ml presenti nel mosto a 0,18 pg/ml presenti nel vino, In quest’ultimo 1
degradazione si accentua soprattulto nella fase finale della conservazione (0,06 pg/ml);

- penconazole, anche se adsorbito su fecce e vinacce (0,59-0,47 ug/g), scompare lentamente durante la
vinificazione con iperossigenazione, decadendo nel vino dagli iniziali 0,21 pg/ml a 0,10 pg/ml dope 9
mesi;

procymidone conferma anche ned processo di iperossigenazione una lenta scomparsa, Pur se adsorbito su
fecce e vinacce (0,90-0,33 pg/g) I"antibotritico & presente nel vino di fine fermentazione a livelli di 0,25
pgfml, decadendo a bassi livelli nell’arco di 9 mesi (0,09 pg/ml);

triadimenol infine mostra una esigua riduzione dei residui presenti nel moste (0,20 pp/ml), i quali dopo
30 giorni compaiono inalterati nel vino di fine fermentazione (0,19 pp/ml). Durante la conservazione del
vino i residui decuadono lentamente e risultano ancora presenti dopo 9 mesi (0,06 pg/ml).

Influenza esercitara dalla tecnica di iperossigenazione sul decadimento dei residui (Fig.1)

It processo di iperossigenazione & risultato avere un'infiuenza significativa sui residui di benalaxyl
(significativita dello 0,001), metalaxy] (significativith dello 0,05) e penconazole (significativitd dello 0,05).
Per benalaxyl e metalaxyl in particolare 'iperossigenazione contrbuisee ad abbattere i residui in misura
maggiore rispetto al processo di vinificazione tradizionale, mentre per penconazole risulta la vinificazione
tradizionale a determinare le pili basse concentrazioni del principio attivo. Fenarimol, procymidene,
cymaxanil e triadimenol presentano infine un andamento residuale non signifieativamente diverso nei due
processi.
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L'analisi della varianza evidenzia, per la vinificazione con iperossigenazione, uma significativa
variabililtd dei dati riguardanii la separazione fecce/fase liquida a tre giomi dalla fortificazione [F=8,299;
F1.;12(0,03)=4,75]. In questo caso i principi attivi risultano pilt concentrati sulle fecce che non nella fase
liquida, diversamente dagli altri casi nei guali non risulta esservi wuna variabilith significativa dei dat.

Fig. 1 - Confronto delle regressioni lineari, secondo la distribuziene del t di Student, dei dad rilevati nei
due metodi di vinificazione '
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Conclusioni

Dall’esame comparato dei comportamenti di ciascun fitofarmaco si evidenzia un maggiore decadimento
di benalaxyl nella vinificazione con iperossigenazione, rispette a quella tradizionale {50+70% rispetto al
20+-30%). In entrambi i casi & confermata la lenta degraduzione del fungicida nella fase di conservazione
del vino (Cabras er al, 1991). Anche per metalaxyl si ha un comportamenio degradativo
significativamente pili accentuato nella vinificazione con iperossigenazione, con conferma di un minime
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abbawimento (25+40%) ad opera del processo di vinificazione (Lanari er af,, 1993). Penconazole risulta
Punico principio attivo a manifestare un abbattimento pill significativo nella vinificazione radizionale, La
rapida degraduzione di cymexanil gid nei primi giomi di fermentazione non consente particolari
vatutazioni, se non la conferma di un rapido decadimento del fitofarmaco in entrambi i processi. Per
procymidone, fenarimol e triadimenol si registra infine un decadimento pressoché identico in entrambi i
processi, con conferma della loro rilevabilith nel mosto e nel vino anche dopo mesi dal termine della
vinificazione (ESAM, 1989; Farris er al, 1992; Lanari ef ¢f., 1993). Risulta evidente dall’indagine come
1"addizione di ossigeno al mosto sia in grado di influire in modo significativa sulls scomparsa dei residui di
alcuni fitofarmaci. Risentono di tale metodologia benalaxyl, metalaxyl ¢ penconazole, mentre si
dimostrano del tutto indifferenti cymoxanil, fenarimol, triadimenol e procymidone.
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