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Objeto y sintesis

En el cultivo de la vid, los ataques de hongos son una de las principales causas
de pérdidas de cosecha y de calidad de la uva; por esta razon el uso de fungicidas es
un medio indispensable para evitar las enfermedades que producen. Por tanto la
utilizacion de fungicidas y su posible presencia en los vinos derivados de las uvas
tratadas, debe constituir una preocupacion, tanto para el vitivinicultor desde el punto
de vista de la calidad del vino, como para el consumidor por el posible efecto de sus

residuos en el producto final.

Los compuestos fendlicos y su concentracién en los vinos son los responsables
de gran parte de su calidad y de su actividad antioxidante, caracteristica ésta de gran
importancia en sus propiedades beneficiosas. Como productos endégenos de la uva, se
pueden ver influidos por la presencia de otros productos quimicos exdgenos que

provengan de tratamientos a los cultivos, como es el caso de los fungicidas.

En este sentido, en la presente Memoria se pretende estudiar la influencia de la
presencia de residuos de algunos fungicidas (antioidio, antimildiu y antibotritis),
seleccionados por sus caracteristicas de novedad de uso y por su toxicidad, en los
contenidos de actividad antioxidante y compuestos fendlicos de vinos obtenidos de
uvas Tempranillo y Graciano (caracteristicas de la D.O. Rioja), tratadas en campo bajo
condiciones de buenas y criticas practicas agricolas (BPA y CPA); asi como de los

obtenidos después de afiadirlos en bodega y antes de la vinificacion.

También se han realizado estudios de su biodisponibilidad /n vitro tanto de los

fungicidas estudiados, como de la fraccion fendlica.

Con el trabajo desarrollado, se ha pretendido alcanzar los siguientes objetivos

generales:
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1. Conocer los residuos de los fungicidas seleccionados en los vinos elaborados
con uvas Tempranillo y Graciano, tratadas en campo con las correspondientes
formulaciones comerciales en condiciones de buenas practicas agricolas o BPA
(respetando dosis y plazos de seguridad) y précticas criticas o CPA (aplicados el mismo
dia de la vendimia); asi como de las materias activas afiadidas a las uvas estrujadas en

la bodega y antes de la vinificacion.

2. Determinar los pardmetros mas caracteristicos relacionados con la fraccion
fendlica (actividad antioxidante, polifenoles totales y concentracion de compuestos
fendlicos) en todos los vinos elaborados y correlacionar la influencia de la presencia o

no de residuos de los fungicidas utilizados.

3. Estudiar el proceso de biodisponibilidad /n vitro, tanto de los fungicidas como

de los compuestos fendlicos, en los vinos obtenidos de las uvas tratadas y no tratadas.

Objetivos generales que incluirian los siguientes objetivos especificos:

1.1. Validacion de la metodologia analitica (extraccion y analisis) necesaria para
la determinacibn de los fungicidas: boscalid, kresoxim-metil, metrafenona,

fenhexamida, mepanipirim y ciazofamida.

1.2. Determinacion de los residuos presentes en los vinos obtenidos de uvas
Tempranillo y Graciano, tratadas en campo y fortificadas en bodega con los

mencionados fungicidas.

2.1. Determinacion de la actividad antioxidante de los vinos elaborados con las
uvas tratadas y correlacién de estos valores con la presencia o ausencia de residuos de

los fungicidas utilizados.

2.2. Determinacion de polifenoles totales (Folin-Ciocalteu) de los mismos vinos
y su correlacion con los fungicidas.

2.3. Valoracion de los contenidos en compuestos fendlicos, agrupados en las
familias antocianos, flavonoles, compuestos hidroxicindmicos y estilbenos, y su

correlacion con los residuos presentes por comparacion a los vinos testigo.
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3.1. Estudio de la influencia de la concentracion de los residuos de los
fungicidas y de la matriz en el proceso de biodisponibilidad /n vitro, comparando el

proceso en disoluciones patron, uva y vino.

3.2. Valoracién de la biodisponibilidad /n vitro de los residuos de los fungicidas

estudiados en los vinos elaborados.

3.3. Valoraciéon de la biodisponibilidad in vitro de las familias de compuestos

fendlicos y su comparacién con los vinos testigo.

Todo el trabajo realizado para alcanzar dichos objetivos, se puede resumir en el

esquema de trabajo representado en la Figura 1.1.

o> —— I ———Swo)
I I

4 tratamientos BPA: 4tratamientos BPAy 1 CPA:
boscalid+kresoxim-metil boscalid+kresoxim-metil

y y
metrafenona metrafenona

Tempranillo y Graciano
Fortificado:
ciazofamida

Vinos 2014

Tempranillo y Graciano
Fortificado:
enehexamiday mepanipirim

Vinos 2012

Figura 1.1.- Planteamiento y esquema del trabajo.
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2.1. ORIGENES DE LA VID Y EL VINO.

Entender la historia del vino implica adentrarnos no soélo en la vida cotidiana de
millones de personas a lo largo de milenios; también es observar el proceso de didlogo
con la naturaleza y de creacién de cultura, de apropiacion de técnicas agricolas, de
elaboracién, de envasado, entre muchas otras practicas y procesos. Tarea que
compromete la necesaria transmision de experiencias y conocimientos de una

generacion a otra.

Ninguna otra actividad agricola ha generado una mitologia tan rica y vasta
como la vitivinicultura. Sus dioses simbolizan la estrecha relacion entre lo sagrado y lo
racional que conviven en el arte y la ciencia derivados de la vid. El vino forma parte
desde muy temprano de ritos religiosos: la mitologia griega y romana, el Judaismo y el
Cristianismo, entre otros, adoptaron al vino como simbolo de vida, muerte y
resurreccion. Por su naturaleza, las actividades en torno de la vid crean cultura,
arraigan pobladores, enriquecen tradiciones y saberes heredados, unen pueblos a

través del intercambio comercial.

Segun el ampeldgrafo profesor Branas (1974), el actual reparto del género Vitis
en el mundo (secciones Muscadinea y Vitis que comprende 61 géneros), se explica
mediante la teoria de Wegener, por la creacién de los continentes a partir de uno
primigenio llamado Pangea hace 250 millones de afios, asi como la formacion de las
cordilleras en los mismos, que pudieran impedir los movimientos de las vides
empujadas por los frios de las glaciaciones. Las cordilleras orientadas en la direccion
norte-sur no imposibilitaron el citado movimiento, mientras que las situadas hacia el
este-oeste como sucede en Europa, si frenaron la traslacion de las mismas. Por esta
sola razdn se explica la existencia de las Vitis vinifera en la cuenca del Mediterraneo y

por el contrario la presencia en los continentes de Asia y América del resto de los
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género vitaceos. La mas antigua manifestacion de la existencia del género Vitis, data
de hace mas de 63 millones de afos, en el Pleistoceno (Terciario), con el
descubrimiento de una hoja fésil de una ampelidea en la localidad de Sézanne en el

Marne (Francia).

El género Vitis aparece en Europa hacia finales del Mioceno (Terciario) hace
unos 26 millones de afios, ocupando unas posiciones moderadamente calidas en el
Macizo Central. Mas adelante al final del Plioceno (Terciario) hace dos millones de
afnos, aparece la Vitis vinifera silvestris, quedando después de las glaciaciones en el

Cuaternario, refugiada en la cuenca del mar Mediterraneo y sur del mar Caspio.

Las especies procedentes del sur del mar Caspio y las del Oriente Medio,
llamadas Proles Orientalis, avanzaron hacia las riberas del Mediterraneo en sentido
este u oeste, mezclandose con las Proles Pontica originarias del mar Negro, que
también se movieron en este mismo sentido y cruzandose en su emigracion con las
especies procedentes del Occidente Mediterraneo, llamadas Proles Occidentalis, que
avanzaban en sentido contrario. Estas especies mezcladas entre si, se cruzaron con las

Vitis silvestris de la Europa del norte, dando origen a las actuales variedades de uva.

Si se considera al cultivo de la vid y la elaboracién de vinos como una actividad
humana intencional y planificada, se podria decir que en el Neolitico (entre los afos
8000 a.C. y 6000 a.C.) se dieron las condiciones necesarias para su comienzo, en una
vasta zona comprendida entre el Mar Negro y el Mar Caspio, delimitada por los

actuales paises de Turquia, Siria, Irak, Iran y Rusia (Figura 2.1).

La Neolitica constituyd la primera gran revolucién humana, ya que los hombres
cambiaron definitivamente sus vidas a partir de ella. Después de miles de afios de
trashumar siguiendo a las manadas de animales, alrededor del 8000 a.C., los grupos
dejaron de ser ndmadas, se asentaron y desarrollaron la agricultura, la metalurgia y
otras actividades, dando origen a los primeros poblados humanos. Los cultivos
mejoraron la calidad y cantidad de alimentos y trajeron consigo la domesticacion de
animales. La cantidad inusual de alimentos, su conservacion y distribucién gener6 la
division del poder, de las tareas sociales y demas actividades culturales dentro de las

aldeas. Fueron estas comunidades las primeras que aprendieron a cocinar, fermentar,
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deshidratar granos, condimentar alimentos y también bebidas como el vino y los

destilados.

“d (

L
Mar ‘ 2
Mediterraneo Rio
« Orontes Tigris 44
Rio
2 Eufrates Y
ot -
Sahara W[ ¥ T Nippur Susa
Jerico Rio Karun
Rio Nilo Uruk
Golfo
\ Mar Pérsico
Abydos Rojo

Figura 2.1. £/ mapa muestra las primeras regiones, entre los mares Mediterréneo, Negro y
Caspio, donde se arraigo la vid (Fuente: www.museum.upenn.edu).

Los alfareros y ceramistas (5000 a.C.) fueron clave: la plasticidad de la arcilla
hizo posible la construccién de vasijas de diferentes formas para la fermentacion y
conservacion del vino. Las vasijas cocidas a altas temperaturas perduraban afos y sus

poros constituian un excelente vehiculo de oxigenacion del vino.

Hasta ahora, la primera evidencia arqueoldgica la constituye un conjunto de
vasijas de cuello estrecho y alargado en la aldea Hajji Firuz Tepe, situada en Iran,
datadas entre los 5.400 y 5.000 afios a.C. A partir de analisis quimicos, se pudo
determinar la existencia de acido tartarico, propio del vino, en sus paredes. Hacia el
ano 2.000 a.C, durante el apogeo de Babilonia, en Mesopotamia, el cultivo de la vid se
trasladd hacia el Norte del Valle del Tigris, actual Turquia. De la lectura del Cédigo de
Hammurabi se desprende que el vino desempefiaba un papel importante en las
ceremonias religiosas y era consumido por la clase gobernante. Hasta el apogeo de los
romanos, el vino era un privilegio reservado para reyes, nobles y sacerdotes, mientras
que el pueblo consumia otras bebidas menos costosas (Hidalgo, 2003; Lanzarini y
Juan-Mangione, 2009).

-11 -
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2.1.1. EL VINO EN EGIPTO.

Egipto se encontraba situado fuera de la zona o habitat natural de la Vitis
silvestris, por lo tanto se piensa que la mayor parte del vino, que abundantemente se
consumia, procedia de fuera: Cana de Galilea, ribera del Egeo, Grecia, etc. Aunque en
determinadas zonas se cultivaba el vifledo, como en el delta del Nilo, pero con

resultados de vinos de poca calidad a tenor de las masivas importaciones.

Junto a los templos de los faraones de la primera dinastia del Reino Antiguo
(2700 a.C.), se encuentran grandes bodegas, lo que demuestra que los reyes y
sacerdotes egipcios consumian vino. Encontrandose ademas este producto en las
ofrendas funebres dentro de vasijas cerradas y selladas con arcilla fresca, a modo de
etiqueta en la que ponia informacion relativa del lugar, de la bodega y de su duefio.
Descubriéndose de esta manera que el vino era cultivado en pequefios vifiedos como
jardines. Las pinturas en las paredes de las tumbas en Tebas (hacia el 1450 a.C.)
permiten reconocer los canastos de mimbre, usados para recolectar uvas, lagares y

vasijas de arcilla cocida (Hidalgo, 2003; Lanzarini y Juan-Mangione, 2009).

2.1.2. GRECIA Y EL VINO.

Son multiples los testimonios sobre la produccién de vino en la cultura micénica
y el mayor exponente es el origen de la palabra vino, que procede de wo-no y que a su

vez deriva del nombre del dios del vino Diwonusos (Dionisios).

El apogeo de la vitivinicultura antigua comenzd con los griegos. Se los considera
los primeros “expertos en vinos” por los avances logrados en el cultivo y la
vinificacion. Fueron ellos los responsables de la difusién del consumo de vinos en toda
la costa del Mediterraneo, hasta Portugal, el Norte de Africa y Asia Menor; también
llevaron la vid a la actual Francia, habitada entonces por los galos. Tal era la
importancia del vino en Grecia, que a principios del siglo VII (a.C.) empezaron a
importar cantidades notables de cereales, con el objeto de liberar tierras para
destinarlas al cultivo de la vid e incluso llegaron a exportar vinos como producto de
alto valor comercial. Los vinedos griegos estaban protegidos por murallas y se
alternaban con frutales. Hombres y mujeres participaban en sus labores: las mujeres
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cosechaban y preparaban la comida para sus compafieros, mientras los varones

pisaban la uva, elaboraban el vino y ataban las cepas.

Junto con la vitivinicultura, florecieron en Grecia la alfareria y la orfebreria. Las
anforas de ceramica donde se fermentaba el vino eran semienterradas hasta que el
vino estaba listo para la venta. El vino resultante era de alto grado alcohdlico, espeso y
licoroso, por eso lo llamaban “vino negro” y era rebajado con agua ya que su consumo
se hacia de forma civilizada en el marco de los simposios. En el simposio se establecia
un ambiente y organizacion adecuados, dirigiendo el desarrollo un jefe (simposiarca),
el cual establecia la proporcion de la mezcla del agua con el vino. El objeto de esta
practica era rebajar la graduacién alcohdlica del vino, para que la duracién del festejo
fuera mayor o también suavizar los efectos de la accién de las plantas u otros aditivos
que se maceraban o mezclaban con el vino. Los griegos consideraban barbaros e
incultos al resto de los pueblos que bebian vino puro sin mezclar con agua. La cultura
griega se expandid por toda la ribera del mar Mediterrdneo, consumiendo
primeramente los pueblos colonizados vino griego o fenicio hasta que aprendieron a

producirlo en sus propias tierras (Hidalgo, 2003; Lanzarini y Juan-Mangione, 2009).

2.1.3. IMPERIO ROMANO Y EL VINO.

La vinicultura y enologia de Roma, tienen su origen en lo desarrollado por los
griegos, perfeccionandose sus técnicas a lo largo de los siglos y encontrando una
multitud de restos de estas actividades, tanto en yacimientos arqueoldgicos, como en
testimonios escritos. Con ellos, el consumo del vino se expandié mas alla del Norte de
Alemania, que era su frontera septentrional. Los primeros vifnedos se encontraban en

zonas costeras o cerca de rios importantes como el Rhin, Rédano, Garona y Danubio.

La expansion de los vifiedos en el Sur de Francia se dio a partir del afio 122
a.C. con la ocupacion de los romanos de la Galia Narbonense. Desde alli, los galos
vendian el vino en el Norte de Francia, Alemania e Italia obteniendo importantes
beneficios. La conquista de Iberia (actual Espafa) finalizada en 133 a.C. favorecio la

competencia entre los vinos ibéricos y los italianos.
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Hacia el fin del Imperio Romano la vid era el principal cultivo en las zonas que
actualmente siguen siendo vitivinicolas. Los romanos fueron los primeros en nombrar a
las distintas variedades, aunque es dificil para los ampeldografos encontrar sinénimos
con las actuales, dada la evolucidon que ha experimentado la vid en mas de 2000 anos

(Hidalgo, 2003; Lanzarini y Juan-Mangione, 2009).
2.1.4. ORIGENES DE LA VID EN LA PENINSULA IBERICA.

En la Peninsula Ibérica, aunque existen pruebas de presencia de vifiedos desde
el III milenio a.C., manifestado por restos de pepitas encontrados en diversos
yacimientos arqueoldgicos y otros estudios polinicos realizados, fueron probablemente
los comerciantes fenicios quienes en los siglos IX a VIII a.C., introdujeron el vino y
consecuentemente el cultivo de la vid, con los criterios que esencialmente hoy dia
contindan en vigor. Primero directamente desde los puertos fenicios de Asia y mas
tarde desde sus colonias avanzadas en Iberia o del norte de Africa (Cartago). En un
principio el vino era importado por el propio consumo de la colonia fenicia y también
con destino a las clases dirigentes locales. Una vez introducido el cultivo de vid en la
Peninsula Ibérica de la mano de los fenicios y pueblos helenos, la conquista de Iberia
por los romanos supuso primero una continuidad en la producciéon de vino, que
fundamentalmente se centraba en la zona costera del mar Mediterraneo y en segundo
lugar, una extension de los vifedos al resto del territorio y como consecuencia de la
cultura romana que siempre era fiel compafera de sus conquistas. Las referencias
sobre la vid y el vino en esta etapa de la historia, son numerosisimas y desde entonces
en los paises ibéricos la cultura del vino se consolidé como parte de la forma de vida
de sus habitantes (Hidalgo, 2003).

2.2. PANORAMA VITIVINICOLA ACTUAL.

Espafia es uno de los grandes productores mundiales de vino, segin los datos
del Observatorio Espafiol del Mercado del Vino (OEMV) recogidos en el informe de “El
vino en cifras 2013” realizado por WinesfromSpain (OEMV, 2014). Es el primero en el
ranking por superficie plantada, en la campana 2013/2014, primero por produccion,
superando a Italia y a Francia y segundo exportador mundial en términos de volumen,

aungue tercero en términos de valor. Por su importancia en términos econdmicos, pero
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también sociales y medioambientales, asi como por la importancia del vino como

imagen del pais en el exterior, el sector es de extraordinaria relevancia en Espafa.

2.2.1. SITUACION DEL MERCADO MUNDIAL.

2.2.1.1. Vihedo.

Segun datos que se recogen en el informe “Vine and Wine Outlook 2010-2012"
realizado por la Organizacién Internacional de la Vifia y del Vino (OIV, 2013), en 2012
la superficie viticola mundial disminuyd en 6.000 ha respecto a 2011, estimandose el
total mundial en 7.528.000 ha. El vifiedo comunitario total (UE-27) esta reduciendo
progresivamente su superficie plantada, pasando de las 3.791.000 ha en el afio 2008 a
las 3.492.000 ha en el ano 2012 (Figura 2.2). Este proceso es consecuencia de la
combinacion de factores como la reestructuracion del vifiedo y el impacto de la crisis
viticola, que por otra parte, se ha dejado sentir de forma distinta por zonas y tipos de

vino y a la que se afadio el programa europeo de ayuda a los arranques, ya finalizado.

La disminucién del vifedo comunitario queda compensada por el
mantenimiento de las superficies plantadas del resto del mundo. Mientras disminuyen
las plantaciones en Australia, éstas crecen en Chile, China y, en menor medida, en
EE.UU.

-12,60%
B Espafia

B Francia
H ltalia

B Rumania
B Portugal

¥ Otros UE

-6,60%

Figura 2.2. Reduccion de la superficie plantada entre 2008/2012, en los principales paises de
la UE (en %). Fuente: OIV; elaboracion OEMV.
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2.2.1.2. Produccion mundial de vino.

El primer pais productor de vino en 2012 fue Francia, con 41,4 millones de hl
(16,4% mundial), seguido por Italia, con 40,1 millones de hl (16% mundial), y Espafia,
con 30,4 millones de hl (12,1% mundial y 21% de la UE) (Figura 2.3). Ya con menor
volumen, la produccién creci6 en Portugal (+9,5%), Grecia (+14,5%) y cae en
Alemania (-1,3%) (OIV, 2013).

B Francia
M |talia

10,80% 16,40%

B Espafa

W Alemania

B Portugal

H OtrosEU

N EEUU
China
Argentina

B Chile

M Australia

Sudafrica
Otros

5,70% 2,40% 3,60%

Figura 2.3. Produccion mundial de vino 2012 (%). Fuente: OIV; elaboracion OeMV.

Fuera de la UE, el nivel de produccion es ligerisimamente inferior, en 2012, con
109,59 millones de hl, a 2011, 109,63 millones de hl. EE.UU. es el pais no europeo de
mayor produccién de vino con 20,5 millones de hl, lo que supone un crecimiento de
1,3 millones de hl respecto a 2011. En segundo lugar, se encuentra Australia, con 12,7
millones de hl, pais que supera ligeramente a Chile (12,6 millones de hl) y a Argentina
con 11,8 millones de hl. Con respecto a 2011, aumenta la produccién de Australia
(+13,2%) y de Chile (+20%). Por el contrario, Argentina disminuye sus cifras en 3,7
millones de hl con respecto a la produccion del ano anterior, cuando se redujo

igualmente, aunque de forma mucho mas suave.

Respecto a otros paises de fuera de la UE, Sudafrica pasa de producir 9,3
millones de hl en 2011 a superar levemente los 10 millones en 2012. Brasil pasa de los
de 3,4 millones de hl producidos en 2011 a 2,9 millones en 2012, volviendo a registrar
datos negativos. Nueva Zelanda vuelve a bajar de los 2 millones de hl tras superarlos

con creces en 2011. Suiza, por su parte, redujo ligeramente la produccion. Segun las
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estimaciones, de los 15,8 millones de hl que se dejaron de producir en 2012 a nivel
mundial, 15 millones se pierden en los tres primeros productores mundiales: Francia,
Espafia e Italia, mientras que fuera del Viejo Continente, destaca la caida de Argentina.
Por el contrario, paises como Chile, EE.UU. y en menor medida, Sudafrica o Portugal,

rompieron con el descenso mundial.

2.2.1.3. Produccion de vino en la Unién Europea.

De acuerdo con los datos publicados por la OIV, la producciéon de vino de la
Union Europea en 2012 se sitda en 141,4 millones de hl, bastante inferior a la de 2011,
que fue de 157,2 millones (-10%). Por el contrario, la produccién del conjunto de
paises externos a la UE se sitla en 2012 en los 109,59 millones de hl, sélo un 0,04%
menor que en 2011, que fue de 109,63 millones. Siguiendo estas estimaciones, la
Union Europea representaria el 56,1% de la produccién vinicola mundial en 2012.

Segun las cifras de la Comisién Europea, actualizadas a octubre de 2013
(OEMV, 2013), la produccién de vino y mosto de uva en la Union Europea alcanzaria
los 171,1 millones de hl en la campafia 2013/2014, lo que supondria un aumento del
12,9% con respecto a la campafa 2012/13, un aumento muy superior en relacién a la
media de las cinco Ultimas campafias (+3,4%). Hay que sefialar también que la
campafna 2012/2013 fue muy escasa. La produccidon destinada a vinificacion en la
campaia 2013/2014 se estima en los 167,1 millones de hl, el 97,7% del volumen total.
De ellos, 69,6 millones habrian sido destinados para vinos con Denominacién de Origen
Protegida (DOP) (41,6%), 34,3 millones para vinos con Indicacion Geografica
Protegida (IGP) (20,5%), 5,4 millones para vinos varietales sin DOP ni IGP (3,2%) y

57,8 millones para los demas vinos (34,6%).

Por tipo de vino, Francia ocupa la primera posicidon como productor de vinos
con DOP, con 19,8 millones de hl, frente a los 16,2 de Italia y los 14,8 de Espafa. En
lo que respecta a los vinos con IGP, la produccion francesa asciende a 13,1 millones de
hl, la italiana a 12,6 y la espanola a 4 millones. En cuanto a vinos varietales, sin DOP ni
IGP, Espaia se situa en cabeza con 2,5 millones de hl, seguida de Italia (0,4 millones
de hl) y Bulgaria (0,29 millones de hl). Por ultimo, en lo que respecta a la categoria de
otros vinos, Italia es la principal productora con 15,2 millones de hl, por delante de
Espana con 12 millones, y de Francia con algo menos de 10 millones.

-17 -



Introduccion

2.2.1.4. Consumo mundial de vino.

Con una estimacién de consumo mundial de vino en 2012 (OIV, 2013) de
alrededor de 243 millones de hl, se aprecia un leve descenso respecto al afio anterior
de 1 millén de hl (-0,4%). Por paises, destaca el aumento registrado en China, que
crece en 1,5 millones de hl alcanzando los 17,8 millones (+9,3%). Le seguiria Francia,
con un aumento de alrededor de 1 millén de hl, superando los 30 millones (+3,2%).
En menor medida, el consumo creceria en EE.UU. (+575.000 hl), Alemania (+293.000
hl), o Argentina (+242.000 hl), entre otros. Por el contrario, caeria el consumo en
Espafia un 6% hasta los 9,3 millones de hl (-594.000 hl), asi como en Italia (-419.000
hl) o Reino Unido (-327.000 hl) (Figura 2.4).

M Francia
M |talia

= Alemania

17,80%

9.30% B Reino Unido
M Espaia
 Restos UE

8,20%

EEUU

H China

5,20% M Rusia

[v)
3,80% Argentina

11,90% 12,00% ® Australia
Canada

Resto No UE

Figura 2.4. Consumo mundial de vino 2012 (%). Fuente: OIV; elaboracion OEMV.

En cuanto a la Unidén Europea, el consumo bajaria en 280.000 hl respecto a
2011, con una caida del 1,1%, mientras que, en el resto del mundo, también caeria el
consumo. Con 122,7 millones de hl, la Unidén Europea seguiria liderando el consumo de
vino a nivel internacional, aunque sélo un punto por encima (50,5%) del conjunto de

otros paises.
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2.2.2. SITUACION DEL SECTOR EN ESPANA.

El sector vitivinicola espafiol tiene gran importancia, tanto por el valor
econdmico que genera, como por la poblacion que ocupa y por el papel que

desempenfia en la conservacion del medio ambiente.
2.2.2.1. Viiedo.

Espafia, con 1,018 millones de hectareas destinadas al cultivo de la vid (97,4%
destinadas a vinificacién, un 2% a uva de mesa, un 0,3 % a la elaboracién de pasas y
un 0,3 % restante a viveros), sigue siendo, con diferencia, el pais con mayor extension
de vifiedo de la Unidn Europea y del mundo, a pesar de estimarse una caida de 14.000
hectareas respecto a 2011. Sin embargo, las estimaciones oficiales mas recientes del
Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente (MAGRAMA), recogidas en la
“Encuesta sobre Superficies y Rendimientos de Cultivos (ESYRCE)” (MAGRAMA,
2014b)”, apuntan a que esta superficie ha disminuido hasta las 951.693 ha en 2013.
En todo caso, representa casi el 30% de la superficie total de la UE (seguida por
Francia con el 23%, y de Italia con el 22%) y un 13,4 % del total mundial. Su tradicion
elaboradora de vinos se remonta a la época de los romanos, aunque no ha sido hasta
mas recientemente cuando la exportacién se ha convertido en un hecho masivo y

generalizado en el sector.
2.2.2.1.1. Superficie cultivada.

La situacién geografica, las diferencias climaticas y la variedad de suelos, hace
de la Peninsula Ibérica y nuestras islas un lugar privilegiado para la produccion de
vinos de caracteristicas muy distintas. Se cultiva vifiedo en la totalidad de las 17
Comunidades Auténomas en las que se divide el pais, si bien en 2013, como se puede
observar en la Figura 2.5., cerca de la mitad de la extension total se encuentra en
Castilla-La Mancha (463.639 ha y el 48,7 % del vinedo plantado), la zona geografica
con mayor extension del mundo dedicada a su cultivo, sequida de Extremadura
(84.096 ha, 8,8 %), Valencia (67.994 ha), Castilla y Ledn (63.468 ha), Catalufia, La
Rioja, Aragdn, Murcia y Andalucia. En todo caso, se trata de superficies de vifiedo que

siguen en descenso.

-19 -



Introduccion

M Castilla-La Mancha
48,70%

B Extremadura

Valencia

M Castillay Ledn

W Resto comunidades
autéonomas

8,80%

Figura 2.5. Extension total (%) sobre el vifiedo plantado de las Comunidades autonomas
2013, Fuente: OIV; elaboracion OEMV.

La superficie total de vifiedo en nuestro pais en 2013 se sitta en las 951.693
hectareas, frente a las 954.020 ha del afo anterior. Por tanto, se observa una ligera
caida de 2.397 ha (-0,2%). Las mayores caidas porcentuales las ofrecen Andalucia
(-7,4%), Murcia (-6,1%) y Madrid (-5,1%); siendo La Rioja (+1,1%) y Canarias
(+3,3%) las Unicas comunidades auténomas que incrementan la superficie de vifiedo

en 2012, mientras que Cantabria la mantuvo estable.

Espafia cuenta con 90 zonas de produccion de vinos de calidad con DOP, de
ellas 67 son con Denominacion de Origen, 2 con Denominacion de Origen Calificada, 7
son Vinos de Calidad con Indicacidn Geografica y 14 son Vinos de Pago, las cuales,
siguiendo el modelo europeo de produccién, mantienen un estricto control sobre la
cantidad producida, las practicas enoldgicas, y la calidad de los vinos que se producen
en cada zona. Las primeras Denominaciones autorizadas se aprobaron en 1932, y se
trata de Jerez-Xéres-Sherry, Manzanilla de Sanlicar de Barrameda, Malaga, Montilla-
Moriles, Rioja, Tarragona, Priorato, Alella, Utiel, Requena, Valencia, Alicante, Ribeiro,
Carifiena, Penedés, Condado de Huelva, Valdepeias, La Mancha, Navarra y Rueda. El
51,1% de la produccion esta destinada a la elaboracion de vinos tintos y rosados y el
48,9%, vinos blancos (MAGRAMA, 2009).

Las variedades de uva mas comunes en Espafia son la Airén (23,5%),

Tempranillo (20,9%), Bobal (7,5%), Garnacha Tinta, Monastrell, Pardina, Macabeo y
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Palomino, por orden de importancia en cuanto a su cultivo. De estas variedades, son
tintas, la Tempranillo, Bobal, Garnacha Tinta y Monastrell y blancas las restantes. Sin
embargo, el consumo interno de vino en Espana sigue ofreciendo unos datos bastantes
bajos , situandose a dia de hoy en una estimacion inferior a los 20 litros por persona

y afo, lo que supone estar a la cola de los paises europeos.
2.2.2.1.2. Produccion de vino.

Tras siete campafas de relativa estabilidad, rondando un volumen de
produccién de vino y mosto de en torno a los 40 millones de hectolitros, en la campafa
2013/2014 (MAGRAMA, 2015), la produccion supera los 52 millones de hl, frente a los
34,2 millones de la campafia 2012/13, lo que supone un importante aumento y la cifra

mas elevada historicamente.

En cuanto al reparto geografico, para esa campaia, Castilla-La Mancha sigue
siendo la principal regidn productora con el 62,2% de la produccion total espaiiola y un
espectacular aumento respecto a la campafia anterior, habiendo producido 32,7
millones de hl de vino y mosto, lo que supone casi el total de lo producido en la

campafa 2012/2013 en toda Espaia.

Extremadura, segunda comunidad productora, aunque muy lejos de Castilla-La
Mancha, produce 4,2 millones de hl que suponen un aumento del 32,2%. Catalufa,
tercera productora con 3,7 millones de hl, registra un aumento del 32,3% vy la
Comunidad Valenciana, cuarta del ranking, se acerca a los 3 millones de hl, registrando
un aumento del 40,3%. Otras comunidades con aumento destacado de su produccion
en la campana 2013/2014 son: Andalucia (+58%), Castilla y Ledn (+21,1%) y Murcia
(+32,7%). Durante la Ultima campafia 2013/14, sdélo dos comunidades reducen su
produccion: Cantabria, con muy poco peso dentro del total y La Rioja. En este caso, la

disminucion fue del -4,5%.

2.2.3. EXPORTACION DE VINO.

El comercio internacional en el sector del vino adquiere cada vez mas
importancia. De un total de 72,2 millones de hl de media en el quinquenio 2001-05, se

ha pasado a 98,5 millones de hl en el interanual a junio de 2013, segln estimaciones

-21 -



Introduccion

de la OIV. La valoracién del importe global de las exportaciones de vino y mosto habria
alcanzado en el ano 2013 la cifra de 25.767,1 millones de euros para un volumen de
98,6 millones de hl. Este mercado mundial, considerado por la OIV como la suma de
las exportaciones de todos los paises, ha crecido significativamente en términos de
valor, suponiendo un 1,4% mas que en 2012. No obstante, el volumen se ha reducido

un 2,3% respecto a 2012, con una pérdida de 2,3 millones de hl en un afo.

En 2012, las exportaciones mundiales de vino representaron aproximadamente
el 40,4% del consumo mundial (contra un 34,6% en 2006). De donde se deduce que
una tendencia estable a lo largo de los Ultimos afos es el crecimiento constante de lo
que los intercambios internacionales representan dentro del consumo mundial, sefal
que las caidas del consumo en los paises tradicionalmente productores se esta viendo
compensada por el incremento en paises cuyas necesidades de vino superan a su

propia produccién y se ven obligados, por lo tanto, a importarlo.

Siguiendo con los datos de la OIV para el afio 2013, Espana es el segundo
proveedor mundial de vino y mosto en términos de volumen y el tercero en términos
de valor, con 17,7 millones de hectolitros y 2.498 millones de euros respectivamente.
El precio medio del vino espanol en el exterior se fijo en los 1,41 euros por litro, y
sigue siendo muy inferior al del resto de principales paises proveedores, a pesar de
haber subido en 2013 un 22,1%.

Las exportaciones mundiales de vino, en términos de volumen, estan lideradas
por Italia, primer proveedor con 20,4 millones de hl vendidos en 2013. Sin embargo,
Francia vuelve a ser el principal exportador en valor de forma clara, con 7.858 millones
de euros de facturacion, seguido de lejos por los 5.038,6 millones ingresados por
Italia. Francia aun se encuentra, con 14,6 millones de hl, muy lejos de Italia y Espafa
en volumen, lo que indica un precio medio de venta muy superior para el pais galo. En
2013, se situd en los 5,40 euros por litro, y fue claramente el mas elevado entre los
doce principales proveedores mundiales. La diferencia es aiin mayor si lo comparamos
con los precios medios de sus principales competidores, Italia (2,46 €/I.) y Espaina
(1,41 €/1.). La suma de Italia, Espafia y Francia representd en 2013 aproximadamente
el 53,4% del volumen y el 59,7% del valor total de vino y mosto exportado a nivel

mundial.
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Respecto a otros proveedores, Chile sustituye a Australia como cuarto
exportador mundial de vino en volumen con 8,8 millones de hl (+17,6%) y también
como cuarto exportador en valor, con una subida del 1,6% hasta alcanzar los 1.422,4
millones de euros en el afio 2013. Encontramos a Australia en el quinto puesto, tanto
en volumen con 7,1 millones de hl y caida del 3,2%, como en valor con 1.339,4
millones de euros y caida del 12,1%. En 2013, Alemania se suma a la lista de 7 paises
cuyas exportaciones de vino superaron los 1.000 millones de euros de facturacién. El
pais germano ocupa el séptimo puesto en valor, gracias a una subida del 1,8% hasta
sobrepasar los 1.000 millones de euros. En cuanto a Estados Unidos, ocupa el sexto
puesto en términos de valor, con crecimiento del 9% hasta los 1.174,4 millones de
euros, mientras que en volumen ocupa la octava posicidon con 4,1 millones de hl y
aumento del 3,5%. En términos de volumen, a las ya comentadas caidas de Italia,

Espaina, Francia y Australia, se suman las de Portugal (-9,3%) y Argentina (-13,5%).

Las exportaciones espanolas de vino cierran el afio 2013 con un buen
crecimiento en términos de valor, aumentando un 6,5% hasta los 2.628 millones de
euros que suponen 161 millones mas que los facturados en 2012 y 882 millones mas
que en 2009 cuando, tras la fuerte crisis mundial iniciada ese afio, empezd la masiva y
mas reciente internacionalizacién del vino espafiol. Estos 2.628 millones de euros
facturados suponen un récord histérico para las exportaciones espafolas de vino. En
términos de volumen, se produce una caida del 10,9%, hasta los 18,5 millones de hl,
frente a los 20,7 millones de 2012. En 2013 se exporta, por tanto, menos vino pero
con un mejor precio medio que se sitla en 1,42 euros por litro, un 19,5% mas elevado
que en 2012, por el freno de las ventas de los vinos mas econdmicos, que subieron
notablemente de precio, unido a la buena marcha de los vinos con DOP, con un precio
muy superior a la media. Esto supone un aumento de 23 céntimos de euro con

respecto a 2012.
2.3. VARIEDADES DE UVAS DE VINIFICACION.

No todas las variedades tienen la misma vocacién viticola. Como consecuencia
de las caracteristicas morfoldgicas de los racimos y de las bayas, como por ejemplo la
compacidad, el grosor y la forma de las bayas, el espesor del hollejo, la consistencia de
la pulpa, el nimero de pepitas, y en funcion del destino de las uvas, se distinguen

varias categorias de variedades:
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- Las variedades de uvas de vinificacion: Garnacha, Tempranillo, Monastrell,
Graciano, Merlot, Syrah, Cabernet Sauvignon, Chardonnay, etc.

- Las variedades de uvas de mesa, de racimos sueltos con bayas bastante
gruesas, pulpa crujiente y piel resistente: Darrier de Beyrouth, Cardinal, etc.

- Las variedades destinadas a la pasificacion, de bayas generalmente apirenas
(sin pepita) y pulpa bastante consistente: Sultanina (B), Corinto (N), Perlette,
aungue a veces se usen de bayas con semillas como Moscatel de Alejandria y

Rosaki.

Las variedades de uvas tintas mas representativas de la Regiéon de Murcia y La
Rioja (de donde son nuestras variedades estudiadas) son: Monastrell, Cabernet
Sauvignon, Garnacha Tintorera, Merlot, Petit Verdot, Syrah, Graciano, Mazuela, Pinot

Noir y Tempranillo (Reynier, 2002).

De las diversas variedades de uva utilizadas en las diferentes Denominacién de
Origen (D.O.) espafolas, se ha elegido para los ensayos de laboratorio Monastrell,
caracteristica de la Region de Murcia; y para los ensayos de campo Tempranillo y

Graciano, como mas representativas de la D.O. Rioja.

2.3.1. VITIS VINIFERA VAR. MONASTRELL.

Monastrell es una variedad de origen espafiol conocida también como Gallata
(Murcia), Garrut (Tarragona y Zaragoza), Morastrell (Albacete y Valencia), Verema
Blanca y Murviedro (Valencia), Mourvedre (Francia), Ros, Reina, Veremeta, Churret,

Matard y Negrelejo (Diaz- Plaza, 2004).

Se piensa que su procedencia es El Camp de Morvedre, Sagunto (Valencia), del
cual se tienen abundantes referencias historicas. Aparece documentada desde el siglo
XV, aunque su utilizaciéon para elaborar vinos data de muchas generaciones anteriores

a esta fecha.

Esta variedad se extenderia desde el entorno de Sagunto hacia Francia para
instalarse en el Languedoc-Rousellén y Provenza. Es mas, diversos especialistas

sostienen la teoria segin la cual la Mourvedre francesa habria derivado de la
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Monastrell, algo légico si se piensa que hasta principios del siglo XX todavia se conocia
con ese nhombre en la zona de Sagunto, antes de que la filoxera obligara a sustituir la
vid por el naranjo. De hecho, el ampeldgrafo francés Pierre Galet identificaba ambas
variedades, por lo que se puede considerar que se trate de la misma cepa (Hidalgo,
2003) (Figura 2.6.).

Figura 2.6. Rac/m‘o Zfe Monastrell.
Con una fuerte presencia en Murcia y Alicante, esta considerada la variedad
principal en las Denominaciones de Origen de Jumilla, Yecla, Almansa, Alicante, Bullas,
Benissalem, Carifiena, La Mancha, Costers del Segre, Penedés, Pla del Bages y
Valencia. A nivel mundial y junto a su homdnima francesa Mourvedre, ocupa el décimo
primer puesto en cuanto a superficie cultivada (Girdn, 2012). En Espana es la quinta
variedad en extensién, y en Jumilla representa en torno al 80% de las variedades
tintas de cultivo, segun los “Datos de las Denominaciones de Origen Protegidas 2012-
2013” (MAGRAMA, 2014a).

Reguerimientos edafoclimaticos.

Es una variedad de gran rusticidad y elevada resistencia a la sequia, que
necesita una buena insolacion. De hecho, estd totalmente adaptada a las condiciones
climaticas y edaficas de la zona de Jumilla, es capaz de aguantar sin problemas las
diferencias extremas de temperaturas, los veranos calurosos y secos, en los que

ralentiza su desarrollo y disminuye su producciéon (Pardo, 1996).

Propiedades.

La variedad Monastrell se caracteriza por su alto valor oxidativo. Los vinos que
se elaboran con esta variedad son muy diversos, se pueden obtener vinos rosados y

tintos jovenes, vinos de escasa crianza, asi como los clasicos vinos de alto grado, secos
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generosos Y dulces naturales. El problema de estos vinos, es que evolucionan de forma
rapida. Por ello en los ultimos afios se ha ido cambiando la forma tradicional de
elaborar y criar vinos, por una parte, buscando la optimizacién de los procesos de
extraccion de compuestos fendlicos, en especial taninos, en los que esta variedad no
€s muy rica, y por otra, mejorando los procesos de conservacion y crianza, con ello se
pretende conseguir la obtencion de vinos de crianza y reserva con una evolucion
menos rapida y de mayor calidad (Pardo, 1996; Diaz- Plaza, 2004; Apolinar-Valiente et
al., 2015).

2.3.2. VITIS VINIFERA VAR. TEMPRANILLO.

Se trata de la variedad tinta espafiola de mayor calidad y fama, siendo
originaria de la zona alta del Ebro entre La Rioja y Navarra. Se estima que podria haber
surgido en el Ultimo milenio, siendo sus progenitores las variedades Albillo Mayor y
Benedicto. Es la uva tinta mas extendida en Espafia con un 20% de la superficie total
de vifiedo (Ibafiez et al., 2012). Es cultivada en la actualidad por el resto de las zonas
viticolas de la peninsula, bajo las sinonimias de Ull de llebre en Catalufia, Cencibel en
La Mancha, Escobera o Chinchillana en Extremadura, Tinta del Pais en Castilla-Ledn,
Tinto Fino en Madrid, Tinta Roriz en el Alto Douro portugués, asi como también en
lugares mas lejanos como en Argentina, Australia, e incluso California bajo el nombre

de Valdepefas (Figura 2.7).

—

Figura 2.7. Racimo de Tempranillo.

Reguerimientos edafoclimaticos.

Respecto a su comportamiento agrondmico, es muy segura en el cuajado, poco

resistente a la sequia y a temperaturas altas y, como su propio nombre indica, es “uva
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temprana” con ciclo corto de maduracion. Necesita terrenos de fondo, no muy sueltos,
de consistencia media y que tengan buena capacidad de retencion de agua. Prefiere
terrenos bien orientados a la iluminacién y al viento, obteniendo mejores rendimientos

en laderas que en terrenos bajos o vaguadas.

Propiedades.

El nombre de Tempranillo procede de su maduracion temprana, produciendo
cuando estad bien cultivada unos vinos tintos de importante carga polifendlica y un
inconfundible aroma a frutos negros y regaliz, siendo muy adecuados para su crianza.
Las técnicas de cultivo con producciones razonables y la eleccién del clon adecuado,
son las claves para obtener un excelente vino tinto. La variedad Tinta de Toro parece
ser un clon de la Tempranillo, contando con una mayor riqueza en compuestos
fendlicos, aunque algunos ampeldgrafos la citan como vinifera independiente (Diaz-
Plaza, 2004).

2.3.3 VITIS VINIFERA VAR. GRACIANO.

Variedad tinta de origen riojano donde su cultivo se recupera en los Ultimos
anos. Se presenta como una variedad con brotacion tardia, floracién en época normal
(primera decena de junio), envero tardio (en la segunda decena de agosto) y
maduracion tardia (primera quincena de octubre). En definitiva, es una variedad de

desborre tardio y de ciclo largo (Figura 2.8.) (Aguirrezabal, 2002).

Figura 2.8. Racimo de Graciano.

A pesar de sus excelencias para los "coupages", es poca la cantidad de vifias
existente en el marco varietal de Espana (el 0,02 %), concentrandose el 23,4 % de
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ella en La Rioja y el 31,4 % en Navarra. Su implantacion en Navarra es antigua aunque
siempre ha representado una superficie muy pequefia, poco mas del 1% del vinedo y

200 hectareas, estando implantada principalmente en las Riberas Alta y Baja.

Reguerimientos edafoclimaticos.

Necesita climas suaves con terrenos arcillosos, calizos y frescos. Es muy
sensible a la sequia. Tiene una adaptacion dificil y en climas adversos se desfolia

facilmente a final del ciclo.

Propiedades.

Los vinos son de colores muy intensos, por la gran concentracién de materia
colorante, de acidez elevada y con mucho cuerpo (abundante tanino). Es preciso que
se den las condiciones climaticas adecuadas para que su maduracidon sea Optima,
situacion que suele producirse en grandes afiadas. Se suele utilizar para complementar

otras variedades (en “coupages”) aunque también para elaborar vinos monovarietales.

2.4. VINIFICACION TRADICIONAL EN TINTO.

Desde el siglo XVIII se conoce la vinificacién en tinto tradicional tal y como se
desarrolla en la actualidad, es decir, con separacidon de racimos, estrujado,
despalillado, maceracién, prensado, fermentacion, trasiego, clarificacion vy filtracion.
Esto la convierte en una técnica relativamente antigua y a la vez adaptada a la
actualidad, pues desde hace mas de doscientos afios se ha venido realizando de forma
dindmica, adaptandose y evolucionando en torno a un objetivo claro: proteger los
componentes mas deseables del mosto de cara a producir el mejor vino posible (Diaz,
1991; Delgado, 1998; Girdn, 2012).

El vino tinto tradicional es un vino de maceracion, ya que la fermentacion
alcohdlica del mosto estd acompanada de la disolucion de los componentes de las
partes sdlidas de la uva, orujos y semillas. La maceraciéon, por tanto, es la
caracteristica esencial de los vinos tintos, que los diferencia entre ellos, y de otros tipos

de vino. Las sustancias colorantes, los taninos y los aromas de la uva se encuentran
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principalmente en la parte interna de la piel, en la pulpa hay muy poca cantidad, de
modo que los orujos no aportan solamente los pigmentos responsables del color, sino
muchos otros compuestos que contribuyen al sabor, al aroma y a la estructura que les
confiere unas caracteristicas organolépticas propias (Pardo, 1996; Casassa Yy
Harbertson, 2014; Petropulos et al., 2014).

Otro aspecto importante de este tipo de vinificacién es la fermentacién malo-
lactica. No hay duda de que una acidez total elevada confiere al vino una mayor
resistencia al desarrollo de bacterias, y por lo tanto disminuye el riesgo de un aumento
de acidez volatil, mas grave para la calidad que una acidez total alta. Pero es evidente
que la calidad gustativa de un vino tinto implica una acidez fija relativamente débil, por
lo que, en aquellas regiones (menos soleadas) en las que el contenido en acido malico
es muy alto en uvas y, por tanto, en los vinos que se elaboran a partir de ellas, la
fermentacion malolactica se hace mas que necesaria. De este modo, la concentracién
de acido malico se reduce como consecuencia de su transformacion en acido lactico
por accién de bacterias, generando una mejora gustativa de los vinos, no sélo porque
su acidez disminuye sino también porque se sustituye un acido de sabor muy
pronunciado, el malico, por otro menos agresivo, el lactico. En zonas muy soleadas, los
niveles de este acido son generalmente bajos, por lo que este fendmeno no suele
producirse. Ademas, como la acidez de las uvas es relativamente baja, este tipo de
fermentacion estropearia los vinos resultantes, provocando pérdidas de color y aromas
y, en general, disminucién de la calidad organoléptica del producto (Pardo, 1996;
Blouin, 2003; Izquierdo et al., 2008; Antalick et al., 2012; Ruiz et al., 2012; Benito et
al., 2015).

La elaboracién de vino tinto comienza con el estrujado de la uva, que
normalmente va acompafiado del despalillado del racimo, para evitar que comunique
al mosto sabores lefiosos, a verde, que rebajan la calidad del vino futuro. Una vez la
vendimia ha sido estrujada y despalillada se transporta a los depdsitos de fermentacién
(encubado), para que ésta se produzca en presencia de los orujos, facilitindose
mediante la maceracion la difusidén en el mosto de la materia colorante presente en los
hollejos. Antes que la fermentacion alcohdlica se inicie, se realiza el sulfitado para
proteger la masa estrujada de posibles oxidaciones y también para eliminar del medio
fermentativo bacterias y levaduras perjudiciales (Fernandez, 2004; Koch et al., 2010;
Nardi et al., 2010; Abramovic, 2015).
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Durante la maceracion, normalmente una o dos veces al dia, se toman de uno a
dos volimenes de mosto de la base del fermentador y se bombean sobre la parte mas
alta, bien pulverizando o rociando el sombrero (remontado o bazuqueo), con el fin de
que el caldo del fondo del depdsito acceda a los hollejos del sombrero para mejorar la
extraccion del color y de los componentes del aroma y gusto (homogeneizacion), asi

como enfriar el sombrero (Boulton et al., 2002).

Posteriormente el vino se trasiega del depdsito de fermentacion (descube),
separandose de los hollejos, que se prensan obteniéndose el llamado mosto-vino
prensa, de inferior calidad al mosto-vino flor recogido directamente en el descube. En
el depdsito nuevo, el vino termina la fermentacion alcohdlica (si el descube se ha
realizado antes de que ésta acabe) e inicia la fermentacidon malolactica si la

concentracion de malico es elevada (Piao et al., 2015).

Acabado este proceso, se efectian los trasiegos pertinentes y el vino es
sometido a tratamientos que varian segun el destino que vaya a tener. Si se desea un
vino de consumo corriente (el descube se ha llevado a cabo antes de finalizar la
fermentacion alcohdlica), éste se clarifica y se filtra, para conservar la limpidez del
producto una vez embotellado. Si lo que se busca es un vino destinado a la crianza y al
envejecimiento (el descube se ha realizado varios dias después de finalizada la
fermentacion alcohdlica) éste se traslada a barricas de madera, en las que permanece
meses o afos, dependiendo de si se desea un crianza, un reserva o un gran reserva
(Fernandez, 2004).

2.5. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LOS
VINOS.

Las cualidades organolépticas de un vino pueden ser consideradas como el
resultado de una serie de equilibrios entre las sustancias aromaticas y los elementos

sapidos que rigen la armonia del olor y el sabor.

La calidad es el conjunto de propiedades y caracteristicas de un producto que le
confieren su capacidad de satisfacer necesidades implicitas o explicitas (FAO, 2004).
Asi, al hablar de la calidad intrinseca de un vino, es estrictamente necesario concretar

el tipo de vino, y una vez fijado esto, aun es indispensable especificar el tipo de calidad
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al que se hara referencia: calidad sensorial, nutricional, global, etc. Cada una de ellas
estd asociada directa o indirectamente a una serie de parametros enoldgicos y a la
composicion final del vino, que determinara sus peculiaridades sensoriales. También se
puede hablar de calidad extrinseca, las exigencias en esta materia son crecientes y
esto es debido a numerosas causas: existe una competencia muy fuerte, el consumidor
cambia de exigencias, se introducen normas de aseguramiento de la calidad (Diaz-
Plaza, 2004).

Desde hace decenas de afos la determinacion de parametros de calidad tales
como densidad y grado alcohdlico, acidez total y volatil, pH, niveles de sulfuroso (total
y libre) e intensidad colorante y tono, constituyen el trabajo habitual de todos los
laboratorios de enologia. Los métodos de analisis son bien conocidos, y han sido
probados a lo largo del tiempo, convirtiéndose en oficiales a nivel nacional e
internacional (Bautista-Ortin et al., 2003; Fernandez, 2004).

La densidad es la primera determinacion que se realiza cuando se recibe la
vendimia. Su seguimiento permite controlar el inicio, desarrollo (velocidad) y final de la
fermentacion, e incluso posibles anormalidades en su transcurso (Navarro et al., 1990),
siendo su valor inicial indicativo del grado final de alcohol que puede alcanzar el vino,
aunque éste depende a su vez de la especie de levadura implicada en la fase de
fermentacion. Asi, levaduras como Saccharomyces cerevisiae, de alto poder
alcohdgeno, pueden llegar a los 17° en vinos que se elaboran en regiones vitivinicolas
como Jumilla. Estudios recientes, muestran que dependiendo de las variedades de
levaduras el perfil aromatico de los vinos varia (Crandles et al., 2015; Synos et al.,
2015). Ello puede ser debido a que cada tipo de levadura libera una cantidad distinta
de polisacaridos. Y una mayor cantidad de polisacaridos, provoca una reduccion en la
mayoria de los compuestos fendlicos (Del Barrio-Galan et al., 2015; Moreno-Garcia et
al., 2015). Debido a que las preferencias de los consumidores de vino estan cambiando
rapidamente hacia aromas y sabores exoticos, se estan llevando a cabo distintos
estudios, en los que se buscan cepas de levaduras que proporcionen a los vinos un
perfil aromatico distinto (Dashko et al., 2015) .

La acidez engloba cuatro caracteristicas principales: los propios acidos, la
cuantia de su disociacién, la acidez valorable resultante y el pH. Desde el punto de

vista gustativo son el pH y la acidez total (valorable) los que juegan un papel
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primordial, mientras que la composicién en acidos organicos (Cedron, 2004) queda

relegada a un plano mas secundario.

El pH condiciona la estabilidad del producto e influye sobre la calidad del
mismo. De este parametro dependen: la capacidad de la mayor parte de las bacterias
para desarrollarse, la solubilidad de las sales tartaricas, la eficacia de las adiciones de
diéxido de azufre y enzimas, la solubilidad de las proteinas asi como las reacciones de
oxidacién y pardeamiento (Boulton et al., 2002; Czibulya et al., 2015; Liu et al., 2015).
Valores mas altos de pH incrementan la formacion de glicerol y de aromas herbaceos
en el vino durante la fermentacion, ademas de favorecer el desarrollo de bacterias

lacticas que resultan dafiinas en esta fase (Cabanis, 2000).

Ademas, el aporte de acido acético procedente de la fermentacion, da un sabor
agrio, siendo el principal constituyente de la acidez volatil, aparte de un indicador del
estado de alteracién del vino (Fernandez, 2004; Pinto et al., 2015). Cualquier
desarrollo microbiano que se produzca, deseable o no, supone un aumento en los
niveles de este parametro. Por tanto, da informacidén acerca de la estabilidad del
producto, debiendo encontrarse por debajo de 1 g/l (expresado en acido acético).
Valores superiores son consecuencia de alguna alteracion microbiana, una mala

vinificacién o una conservacion defectuosa (Pardo, 1995; Trcek et al., 2015).

La determinacion de las concentraciones de didxido de azufre se hace mas que
necesaria de cara al mantenimiento del vino, y que dicho agente puede influir de forma
negativa en los caracteres olfativos y gustativos del producto acabado si no ha sido
empleado racionalmente durante el proceso de elaboraciéon El sulfitado actia como
germicida, antioxidante e inhibidor de enzimas, aunque pierde su efectividad durante
la fermentacion, a medida que se combina con el acetaldehido y otro constituyentes
(Fernandez, 2004; Garcia-Guzman et al., 2015).

No obstante, si se aplica en dosis elevadas, retrasa o impide la fermentacion
malolactica cuando ésta es favorable y, por lo tanto, conduce a vinos con una acidez
fija (acidez total-acidez volatil) demasiado elevada, ademas de sabores desagradables.
Por otro lado, si la dosis es insuficiente, el mosto no queda protegido frente a la
actividad de bacterias y levaduras perjudiciales, ademas de producirse oxidaciones de

compuestos fenodlicos y acidos grasos, hechos muy desfavorables para la calidad del
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vino. Las dosis empleadas deben tener en cuenta multiples factores; el grado de
madurez y el estado sanitario de la vendimia, su temperatura, su riqueza en azucar vy,
sobre todo, su acidez. En definitiva, el éxito del sulfitado de la vendimia y de la
conservacion de los vinos es, ante todo, una cuestion de las dosis utilizadas de

anhidrido sulfuroso.

Finalmente, en lo referente a parametros del color: intensidad colorante y tono;
cabe sefalar que son los menos controlados durante el proceso de vinificacion. Su
analisis se lleva a cabo en el vino terminado, y tras un tiempo de conservacion, pues

se trata de una propiedad que se modifica durante el envejecimiento del producto.

Los principales responsables del color son los compuestos fendlicos procedentes
del hollejo y pepitas de las uvas y raspones de los racimos. Se subdividen en no
flavonoides: acidos fenoles y estilbenos; y en flavonoides: antocianos, flavanos 3-oles y
flavonoles, descartando los flavanonoles y flavonas ya que sélo han sido identificadas
en el hollejo de uvas blancas. Su mayor o menor presencia en los vinos dependera de
aspectos como el grado de madurez de las uvas, el tiempo de maceracion y la
temperatura a la que ésta se realiza (Flanzy, 2000; Fernandez, 2004; Doshi et al.,
2015).

Principalmente, los cambios de color que experimentan los vinos jévenes tintos
durante la conservacion y el envejecimiento, son causa de la desaparicidon progresiva
de antocianos libres, responsables del color rojo violaceo, y del consecuente aumento
de complejos antocianos-taninos, que confieren tonalidades anaranjadas en los vinos
viejos (Martinez-Sandoval et al., 2015). Ademas también participan de este proceso la
oxidacion de ortodifenoles a formas quindnicas y la formacion de estructuras muy
complejas de taninos de elevado peso molecular, a partir de procianidinas,

polisacaridos y péptidos (Santos y Rivas, 1994; Hidalgo, 2010).

2.6. COMPOSICION FENOLICA DE LA UVA Y LOS
VINOS.

Los constituyentes fendlicos revisten una gran importancia en enologia debido
al papel que juegan directamente o indirectamente sobre la calidad de los vinos. En

efecto, son el origen del color y de la astringencia, siendo atribuida esta Ultima en
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particular a la presencia de taninos (Hogan et al., 2009; Li et al., 2009; Liang et al.,
2012; Meng et al.,, 2012 y 2013; Ma et al., 2014). Ademas, segln su naturaleza,
pueden tener un interés nutricional y farmacoldgico (Daglia et al., 2014; Mazué et al.,
2014; Sancho & Mach, 2014; Albertoni y Schor, 2015; Boydens et al. 2015; Calabriso
et al., 2015; Gormaz et al. 2015).

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fendlicos se caracterizan por
un nucleo bencénico que lleva uno o varios grupos hidroxilos. Su clasificacién esta
basada sobre la distinciébn entre compuestos no flavonoides y flavonoides. Estos
Ultimos tienen un esqueleto en Cg-C3-Cs. Los polifenoles incluyen también a los
derivados (ésteres, metil ésteres, glicosidos, etc.) que resultan de las sustituciones de
la estructura de base. La reactividad de este tipo de molécula es debida tanto a la
presencia de la funcidn fenol que, por la movilidad de su dtomo de hidrégeno, presenta
un caracter acido, como al nucleo bencénico que puede sufrir substituciones

electrdfilas (Fanzone et al., 2012; Flamini et al., 2013).

La uva contiene esencialmente compuestos no flavonoides en la pulpa y
flavonoides en los hollejos, semillas y los raspones. De esta manera, la transformacién
tecnoldgica adoptada condiciona la extraccion de los polifenoles a partir de las
diferentes partes del racimo y de las reacciones ulteriores de estas moléculas,
contribuyendo asi de manera esencial a la composicion polifendlica de los vinos. Un
conocimiento profundo de las diversas estructuras polifendlicas presentes en la uva y
de los mecanismos de su evolucion durante el transcurso de la vinificacion es una base
indispensable en la evaluacién de su papel en enologia y en el desarrollo de los
procesos tecnoldgicos adaptados a la vez a la materia prima y al tipo de producto
deseado (Doshi et al., 2015). De la misma manera, las investigaciones viticolas pueden
sacar partido de los avances en este dominio cientifico complejo que es la quimica
estructural de las sustancias fendlicas, en sus trabajos hacia la creacién de nuevas
variedades o la optimizacién de las practicas culturales por ejemplo (Cacho et el.,
1992; Flanzy, 2000).

La comparacidon de la composicién fenodlica de la uva y del vino muestra que
junto a las moléculas directamente procedentes de la baya, aparecen en el vino otros
fenoles. Estos constituyentes especificos del vino comprenden en particular los

compuestos procedentes de las etapas fermentativas, pero también numerosos
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productos resultantes de la evolucién de los polifenoles nativos de la baya de la uva
(Garcia-Estévez et al., 2015; Ivanova-Petropulos et al., 2015; Lima et al.,, 2015;
Vilanova et al., 2015). Durante la vinificacién y el envejecimiento, los polifenoles
participan en diversos tipos de reacciones, dando lugar a una multiplicidad de
estructuras nuevas. Ademas, en los vinos que han permanecido en barrica, se constata
la presencia de sustancias extraidas de la madera utilizada durante la crianza (Flanzy,
2000).

Los procesos de vinificacion conducen a medios (mosto, vino) en continua
evolucién. Asi, la composicion fendlica del vino depende a la vez de la materia prima
(Gonzalez et al., 2015) y del tipo de vinificacién adoptado, que influye por una parte
sobre fendmenos fisicos como la difusion de compuestos desde las partes sélidas hacia
mostos, o la extraccion de compuestos de los toneles; y por otra parte, influye sobre
los fendmenos bioquimicos y quimicos en los cuales estan implicados los polifenoles

(oxidacion, degradacion, condensacion) (Lima et al., 2015; Toaldo et al., 2015).

Finalmente debemos sefalar que las caracteristicas organolépticas en general y
los compuestos fendlicos en particular, pueden verse afectados por los ataques
fungicos, pudiendo producir un deterioro en el color y los aromas de los vinos, que dan
como resultado aromas terrosos, mohosos, a hojas verdes, entre otros. Por ello es
importante conocer cdmo se desarrollan estas enfermedades para controlarlas
(Cologrande et al., 1988; Flanzy, 2000; Casassa y Harbertson, 2014).

2.6.1. COMPUESTOS NO FLAVONOIDES.

Esta denominacién abarca a los acidos fenoles, divididos en acidos benzodicos
(C6-Cy) y acidos cinamicos, portadores de una cadena lateral insaturada (Cs-C3), pero

también a otros derivados fendlicos como los estilbenos (Flanzy, 2000).

2.6.1.1. Acidos fenoles.

En la uva, los acidos fenoles son principalmente acidos hidroxicinamicos que se
encuentran en las vacuolas de las células del hollejo y de la pulpa, bajo forma de
ésteres tartaricos. Estos son los acidos cafeoil tartarico (caftarico), p-cumaroil tartarico
(cutdrico) y feruloil tartarico (fertarico). La forma natural es la trans (E) pero los
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isdémeros cis (Z), largo tiempo confundidos con los derivados glucosilados, también

existen aunque en débil cantidad (Figura 2.9) (Schopp et al., 2013).

COOH H R

| /

CH—0—cC—C ——

N o
HO—CH o / \ /

| H

COOH

Figura 2.9. Esteres hidroxicinémicos de la uva.

Ademas, los acidos hidroxicinamicos, concretamente los acidos p-cumarico y
caféico, estan muy implicados en la acilacién de los sustitutos glucésidos de los

antocianos.

La presencia de los ésteres tartaricos y la ausencia de ésteres quinicos (acido
clorogénico por ejemplo) son una de las especifidades del género Vitis si se compara
con la mayor parte de las demas frutas. El analisis comparado de los contenidos en
ésteres hidroxicinamicos muestra concentraciones en el producto fresco mas elevadas
en el hollejo que en la pulpa (de 2 a 100 veces mas segun la cepa). En el hollejo, las
concentraciones varian de 0,06 a 0,78 mg/g de hollejo, para el acido caftarico, y de 0 a
0,3 mg/g para el acido cutarico, y el acido fertarico que se presenta en débil cantidad
(< 0,06 mg/qg). El potencial hidroxicinamico varia segun las cepas en el género Vitis. La
concentracion de los ésteres hidroxicinamicos disminuye durante el desarrollo de la
baya y se estabiliza en la madurez enoldgica. Ademads, el, porcentaje de estos
compuestos puede servir de criterio taxondmico (Hall y De Luca, 2007; Hixson et al.,
2012).

En lo que concierne a los acidos benzdicos, la uva contiene principalmente

acido galico (Figura 2.10), presente bajo forma de éster de flavonoles.
OH

HOOC OH

\_/

OH
Figura 2.10. E£structura del acido gélico.
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2.6.1.2. Estilbenos.

Es de destacar la presencia en la uva de otros compuestos fendlicos (Figura
2.11) como el resveratrol (3,5,4"-trihidroxiestilbeno) bajo forma trans y de su derivado
glucosilado. Este compuesto juega un cierto papel en la resistencia de ciertas bayas de
uva a los ataques fungicos (Waterhouse y Lamuela-Raventds, 1994; Hall y De Luca,
2007; Graziano et al., 2015; Bastianetto et al., 2015).

RO

H
4 N
HO H

R =H o R = Glucosa

Figura 2.11. Estilbenos de la uva.

2.6.2. FLAVONOIDES.

Los flavonoides estan caracterizados por un esqueleto de base de 15 atomos de
carbono (Cs-C;5-Cs) de tipo 2-fenil benzopirona (Figura 2.12). Esta gran familia se divide

en varias subclases que se distinguen por el grado de oxidacion de su ndcleo pirano.

Figura 2.12. Feni/ Benzopirona.

Los flavonoides en sentido estricto, basados en la estructura fenil-2-
benzopirona, estan principalmente representados en la uva por los flavonoles, mientras
que los flavonoides en sentido amplio comprenden igualmente los antocianos y los
flavanos 3-ol (3-flavanoles). Se encuentran también en la uva otros grupos de menos

importancia, como los dihidroflavonoles (flavanonoles), y, en las hojas, las flavonas
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(Flanzy, 2000; Kuskoski et al., 2004; Pascual-Teresa et al., 2010; Figueiredo-Gonzalez
et al., 2012).

2.6.2.1. Antocianos.

Los antocianos representan una parte importante tanto a nivel cualitativo como
cuantitativo de los flavonoides de la baya de uva tinta. Localizados en el hollejo y en
las 3 & 4 primeras capas celulares del hipodermo, contribuyen de manera
preponderante al color de las especie tintas. Estos pigmentos son también encontrados
en el seno de la pulpa en las cepas tintoreras (Flanzy, 2000; Pascual-Teresa y
Sanchez-Ballesta, 2008; Castafieda-Ovando et al., 2009).

Los antocianos se diferencian por sus niveles de hidroxilacion y de metilacion,
por la naturaleza, el nimero y la posicion de las osas unidas a la molécula, y también
por la naturaleza y el niUmero de los acidos que esterifican los azUcares, la variabilidad
creada por esta diversidad de estructuras y la coexistencia de estas diferentes
moléculas en el seno de una misma planta permite discriminar género y especie. Los
antocianidoles del género Vitis son el cianidol, el peonidol, el petunidol, el delfinidol y
el malvidol, pero el contenido y la composicidon en antocianos en la uva varian
enormemente en funcion de la especie y de la variedad (Mazza y Miniati, 1993;
Castillo-Mufioz et al. 2009; He et al., 2010).

2.6.2.2. Flavanos 3-oles (3-flavanoles).

Los flavanos 3-oles (3-flavanoles) estan presentes en la uva en estado de
mondmero y bajo formas mas o menos polimerizadas que constituyen los taninos
catéquicos. En el seno de la baya de uva, se localizan principalmente en las semillas,
aunque se han detectado también trazas de mondmeros y dimeros en la pulpa
(Bourzeix et al., 1986; Ricardo da Silva et al., 1992; Liszt et al., 2015).

Los principales 3-flavanoles mondmeros de la uva son la (+)-catequina y su
isdmero la (-)-epicatequina, pudiendo ser encontrado este Ultimo bajo forma de éster
galico (3-galato de epicatequina). La galocatequina (Piretti et al., 1976), el 3-galato de

catequina y el 3-galato de galocatequina (Lee y Jaworski, 1990) han sido igualmente

-38 -



Introduccion

puestos de manifiesto, pero parecen especificos de ciertas variedades del género Vitis
(Figura 2.13).

R3
OH
OH
OH
Monémeros R1 R2 R3
catequina H OH H
galocatequina H OH OH
epicatequina OH H H
epigalocatequina OH H OH

Figura 2.13. Estructura de los flavanoles mondmeros de la uva.
2.6.2.3. Flavonoles.
Estos flavonoides (en sentido estricto) estan Unicamente presentes en los

hollejos, bajo forma de glicdsidos en posicion 3. La Figura 2.14 representa los cuatro

principales flavonoles de la uva bajo su forma aglicona.

OH o}
Flavonoles R R’
kaempferol H H
quercetol OH H
miricetol OH OH
isoramnetol OCHj, H

Figura 2.14. Estructura de los cuatro principales flavonoles de la uva en su forma aglicona.

En la uva, se han caracterizado ocho flavonoles monoglicdsidos y tres
diglicdsidos. Las formas glucosiladas son las mas abundantes, pero se encuentran
igualmente cantidades importantes de glucurénidos. Otros monosacaridos encontrados
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son galactosa, xilosa y arabinosa, sobre todo en posicidon terminal de los diglicosidos
(Flanzy, 2000; Makris et al. 2006; Mattivi et al., 2006; Castillo-Munoz et al., 2007;
Figueiredo-Gonzalez et al., 2012; Liang et al., 2012).

2.7. PRINCIPALES ENFERMEDADES FUNGICAS DE LA
VID.

Las plagas y enfermedades de la vid afectan en dos aspectos: cantidad y
calidad de uva. El primer efecto de una enfermedad es mermar la producciéon y una
etapa mas intensa del ataque puede retrasar la maduracién dando vinos de sabor
verde, de poco color y de pocos grados, por lo tanto no aptos para el largo
envejecimiento que es deseable en muchas zonas de Espafa. Sin tener en cuenta otras
enfermedades como las que atacan a la madera, exponemos a continuacion las

caracteristicas mas destacables de las tres principales enfermedades de la vid.

2.7.1. PODREDUMBRE GRIS O BOTRITIS (BOTRYTIS
CINEREA).

La podredumbre gris es una enfermedad criptogamica que preocupa mucho a
los agricultores, ya que el hongo Botrytis cinerea (Figura 2.15) ataca a un gran nimero

de plantas.

YY)

Figura 2.15. Afaque de podredumbre gris sobre racimo.

En la vid, Botrytis cinerea, se manifiesta en los 6rganos herbaceos (hojas,
brotes e inflorescencias), en las estacas-injertos en camara caliente de estratificacion y

sobre los racimos en donde provoca:
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- Podredumbre peduncular, que se manifiesta en el peddnculo y en el raspon
de los racimos, produciendo su marchitez y muchas veces, su caida antes de la
cosecha; parece que esta forma se manifiesta sobre todo en los vifiedos alemanes y en

el nordeste de Francia.

- Podredumbre gris propiamente dicha, que es la forma mas grave y que afecta

a los granos del racimo, en tiempo himedo, entre el cuajado y la madurez.

- Podredumbre noble, que se manifiesta en periodo de sobremaduracion bajo

ciertas condiciones climaticas y que se busca para la elaboracion de vinos generosos.

El hongo puede atacar a casi todos los érganos y manifestarse a partir de la
primavera, pero los ataques mas graves son los que se producen sobre los racimos a

partir del envero.

La enfermedad se desarrolla mas faciimente en algunas circunstancias
relacionadas con las condiciones climaticas, con la sensibilidad de la planta misma y
con los factores de cultivo. El hongo se desarrolla bien entre 15 y 20° C. El agua de
lluvia o una humedad superior al 85% crea condiciones muy favorables para su

desarrollo.

Los vinos procedentes de cosechas con podredumbres presentan caracteres
particulares. En las variedades tintas se produce una degradacién de la materia
colorante y sustancias aromaticas, formacion de mucilagos que perjudican la
clarificacion y pérdida considerable de jugo (Reynier, 2002; Morales-Valle et al., 2011;
Hong et al., 2012; Steel et al., 2013; Calvo-Garrido et al., 2014).

2.7.2. MILDIU (PLASMOPARA VITICOLA).

El mildiu de la vid es una enfermedad originaria de América que fue observada
en Francia por Planchon en 1878. Esta producida por un hongo, Plasmopara viticola
(Figura 2.16), que se desarrolla sobre todos los drganos verdes: pampanos, hojas,

racimos y zarcillos. Al principio fue la causa de pérdidas catastroficas de cosechas.
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42535

Figura 2.16. A taue de mildiu sobre racimo.

En las hojas aparecen manchas trasllcidas, llamadas “manchas de aceite”, de
forma generalmente circular o alargada cuando aparecen en los nervios; en el envés
de las hojas, cuando la atmdsfera es suficientemente himeda, aparece en la zona de
las “manchas de aceite” un polvo blanco que se desprende facilmente al frotarlo; este
polvo esta formado por las fructificaciones del hongo (conidiéforos). Al cabo de un
tiempo, las manchas se oscurecen y se secan. En las hojas adultas, las manchas son
pequenas y angulosas, estando limitado su contorno por los nervios. Las uvas atacadas

por mildiu daran vinos de mala calidad con bajo grado y sabor desagradable.

En los pampanos, la contaminacién produce unas manchas de color amarillo
palido que se oscurecen después; el pampano se curva en forma de cayado y después
se endereza; de estas manchas salen conidi6foros; los dafos producidos sobre los

pampanos son mas raros pero mas graves que los de las hojas.

En los racimos, el ataque sobre el pedinculo provoca una curvatura en gancho
del racimo, pero donde mas frecuentemente se manifiesta la enfermedad es sobre las

bayas, bien en los frutos recién formados, o sobre los frutos verdes o desarrollados.

La humedad y el calor son indispensables para el desarrollo del mildiu. La
receptividad de la vid también juega un papel importante. Los érganos herbaceos,
jovenes, en vias de crecimiento y ricos en estomas son los mas sensibles (Reynier,
2002; Van-Leeuwen et al., 2013).

- 42 -



Introduccion

2.7.3. OIDIO (UNCINULA NECATOR).

Esta enfermedad se debe al hongo Uncinula necator, que se desarrolla en todos
los 6rganos herbaceos de la vid (Figura 2.17). Los brotes jévenes herbaceos presentan
en primavera un crecimiento reducido, con entrenudos cortos y un revestimiento de
polvo blanquecino que les confiere uno de los aspectos caracteristicos de la
enfermedad, visible solamente en las variedades sensibles del vifedo mediterraneo;
después del agostamiento los sarmientos tienen manchas parduzcas y sus

extremidades permanecen blanquecinas.

En las hojas se observa en principio un ligero rizado en el borde y después la
aparicion de manchas difusas de polvo blanquecino o grisdceo. Las manchas
blanquecinas del oido son visibles sobre todo en la cara superior del limbo mientras

que con el mildiu estan localizadas estrictamente en la cara inferior.

Figura 2.17. Ataque de oidio sobre racimo.

En los racimos, la contaminacion puede ocurrir antes de la floracion y provocar
una desecacion parcial o total de las inflorescencias. Después del cuajado, los granos
contaminados se recubren de un fino polvo blanquecino y posteriormente de necrosis
negras. El crecimiento de las partes afectadas se para, mientras que las uvas
continian engordando, revientan y dejan aparecer las pepitas. Estas lesiones son muy

favorables a la penetracion de la podredumbre gris.

Con tiempo cdlido y atmdsfera humeda, el oido se desarrolla muy rapidamente
sobre las hojas y en particular sobre los racimos abrigados por un follaje tupido. Las
lluvias de verano, calidas y cortas son favorables; asimismo, las noches frescas de

junio que producen rocios y nieblas matinales son también favorables.
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Para atajar estos problemas que merman la calidad final de la produccion, el
viticultor emplea desde hace siglos toda una gama de fungicidas, ademas de otros

productos fitosanitarios como insecticidas (Reynier, 2002).

2.8. PLAGUICIDAS Y VITIVINICULTURA.

2.8.1. CONCEPTOS GENERALES.

Los intentos del hombre por controlar las plagas en los cultivos es una cuestién
antigua, por lo que el empleo de plaguicidas en la agricultura se remonta a muchos
afos atras, aunque en los primeros tiempos fueron mayoritariamente obtenidos de
fuentes de la naturaleza. Los primeros registros corresponden a la quema de azufre
como fumigante en el afio 1000 a.C. Mas tarde, se usaron materias como extractos de
pimiento y tabaco, agua jabonosa, aguacal, vinagre, trementina, aceite de pescado,
salmuera y lejia, entre otras. Posteriormente, empezaron a utilizar sustancias quimicas
y mas tarde se sintetizaron los primeros plaguicidas quimicos. Al comienzo de la II
Guerra Mundial (1940), la mayoria de plaguicidas contenian compuestos arsenicales,
aceites de petrdleo, nicotina, piretrina, rotenona, azufre, cianuro de hidrogeno y
criolita, y con el fin de esta Guerra y las necesidades mundiales de incrementar la
produccion de alimentos, se inicié la época moderna de sintesis de nuevos plaguicidas
mas especificos y complejos (Casida y Quistad, 1998; Ware y Whitacre, 2004; Alain et
al., 2012).

El Cédigo Internacional de Conducta para la Distribucion y Utilizacién de
Plaguicidas, aprobado por el Consejo de la FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations) en su articulo 2°, define los plaguicidas como “cualquier sustancia
0 mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga,
incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los animales, las especies de
plantas o animales indeseables que causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra
forma en la produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacion de
alimentos, productos agricolas, madera y productos de madera o alimentos para
animales, o que pueden administrarse a los animales para combatir insectos, ardcnidos
u otras plagas en o sobre sus cuerpos”. El término incluye las sustancias destinadas a

utilizarse como reguladoras del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes,
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agentes para reducir la densidad de fruta o agentes para evitar la caida prematura de
la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para
proteger el producto contra la deterioracion durante el almacenamiento y transporte
(FAO/OMS, 2010).

Este Cddigo, constituye el marco de referencia sobre manejo de plaguicidas
para todas las entidades publicas y privadas comprometidas en, o asociadas con, la
produccion, la regulacién y el manejo de plaguicidas. Ofrece patrones de conducta y
sirve como punto de referencia en relacion a las practicas de manejo seguro del ciclo
de vida de los plaguicidas, en particular para las autoridades gubernamentales y la
industria de plaguicidas. El Cédigo de Conducta se implementa mediante directrices
técnicas que son elaboradas por un Panel de expertos sobre manejo de plaguicidas
(BOE, 1983, 1994ay 1994b).

2.8.2. FUNGICIDAS EMPLEADOS EN EL VINEDO.

Los fungicidas son aquellos plaguicidas destinados a controlar hongos
patdgenos causantes de enfermedades como mildiu, oidio y botritis en vifiedos, que

han sido descritas anteriormente.

Atendiendo a su comportamiento en la planta una vez aplicados, los fungicidas

pueden agruparse en:

- Superficiales o de contacto: son los productos que una vez aplicados en la
planta no penetran en los tejidos vegetales por lo que Unicamente ejercen su
accion sobre la superficie cubierta por el producto (accion local), no
protegiendo los organos formados después del tratamiento. Es decir, se
consideran preventivos o protectores ya que previenen la infeccion inhibiendo
al patdgeno antes de que éste haya penetrado en la planta y se haya
establecido en sus tejidos. Al no penetrar en los tejidos son lavados por lluvias
superiores a 10 mm, con lo que su persistencia no es larga (inferior a 7 dias),

por lo que hasta el presente no han mostrado riesgo de resistencias.

- Penetrantes o sistémicos translaminares: penetran en los tejidos de la planta,

pero no se trasladan interiormente por ellos, ejerciendo Unicamente su accion
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en el sitio donde fueron aplicados. Por lo tanto, al igual que los fungicidas de

contacto, no protegen los érganos formados después del tratamiento.

- Sistémicos: son aquellos productos que penetran en los tejidos de las plantas y
se desplazan por ellos a través de la savia, ejerciendo su actividad en sitios
lejanos a donde fueron aplicados y en los 6rganos que, por el crecimiento,

aparecen después de la aplicacion (hasta 10-12 dias después de la aplicacién).

Tanto los fungicidas penetrantes como los sistémicos se consideran curativos ya
que, al infiltrarse en los tejidos, detienen o impiden el desarrollo del micelio después
de que el hongo haya penetrado en la planta. No son lavados por la lluvia si transcurre
1-2 horas tras el tratamiento, su persistencia es mas larga (10 dias para los
penetrantes y 12 dias para los sistémicos), pero presentan el riesgo de aparicion de
resistencias. Ademas, ambos también tienen un caracter preventivo, inhiben al hongo
para que no penetre en los tejidos. Otro punto importante es que la accién curativa
sblo es eficaz si los tratamientos se realizan dentro de un determinado plazo de tiempo
contado a partir del momento en que se produjo la infeccion. En el caso de los
fungicidas antibotriticos este intervalo de tiempo queda reducido a unas pocas horas
por lo que esos fungicidas tienen una accién mas bien preventiva. Por el contrario, los
fungicidas antimildiu pueden impedir el desarrollo del hongo si se aplican 2-6 dias

después de haberse producido la infeccion (Laguna, 2013).

A su vez, segun la forma de actuar los fungicidas podrian clasificarse en dos

grandes grupos:

- Los fungicidas “multi-diana” (generalmente de contacto) que acttan

interfiriendo simultaneamente varios procesos vitales del hongo.

- Los fungicidas “mono-diana”, que suelen ser penetrantes o sistémicos, que
afectan a un solo proceso vital (inhibidores de la respiracion, inhibidores de la

divisién celular, etc.).

En los Ultimos afos las estrategias de lucha contra las plagas y enfermedades
que atacan nuestros cultivos han evolucionado hacia el uso de productos fitosanitarios

mas respetuosos con el consumidor y con el medio ambiente. Siendo uno de los
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principales retos al que se enfrenta la ciencia moderna, el desarrollo de fungicidas mas
eficientes, selectivos, no persistentes y que sean respetuosos con el medio ambiente.
Muchos de los fungicidas que se utilizan actualmente son tan persistentes que pueden
ser detectados en cultivos y suelos, después de varias semanas, incluso después de los

procesos de vinificacion; otros pierden su eficacia debido al desarrollo de resistencias.

Nuestro estudio se ha realizado con nuevos fungicidas pertenecientes a las

familias que se presentan en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Fungidas utilizados y familias a las que pertenecen.

Kresoxim-metil Estrobirulinas
Mepanipirim Organofosforados
Metrafenona Benzofenonas
Ciazofamida Cianoimidazoles

Boscalid Carboxamidas
Fenhexamida Hidroxianilidas

Han sido elegidos ya que presentan en general un buen perfil toxicoldgico y
ecotoxicoldgico, siendo adecuados en cultivos integrados en programas de gestién. Ya
que no se acumula en el suelo, plantas y animales y la cantidad absorbida se inactiva

rapidamente.

2.9. EFECTOS DERIVADOS DE LA UTILIZACION DE
PLAGUICIDAS EN VITICULTURA.

La calidad del vino depende fundamentalmente de la calidad de la uva. Para
obtener vinos de alta calidad, es necesario procesar las uvas sanas y en la etapa de
maduracidn correcta y por esta razon el agricultor tiene que tener especial cuidado en
la prevencion de ataques de parasitos sobre el vifiedo (Caboni y Cabras, 2010). El uso
de plaguicidas en cualquier cultivo presenta posibles efectos derivados de sus
caracteristicas fisico-quimicas y su forma de aplicacién. En el caso concreto de la vid,

estos efectos se pueden concretar en los siguientes.

2.9.1. RESIDUOS EN UVA, MOSTO Y VINO.

Durante el ciclo vegetativo de la vid y especialmente entre el envero y la
maduracion, el viticultor emplea toda una gama de plaguicidas; insecticidas,
fungicidas, herbicidas, etc. Aquellos que son penetrantes y/o sistémicos presentan
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mayor probabilidad de encontrarse después en el mosto de la uva y, posteriormente,
en el vino. Los que son de contacto, se quedan en la superficie de las bayas y pueden
dejar residuos sobre todo cuando son utilizados poco antes de la vendimia. Esta es la
razon por la que las autoridades imponen un plazo de seguridad (tiempo entre el
Ultimo tratamiento fitosanitario y la vendimia) en funcidon de la persistencia del
producto (Giraudon et al., 2000). Es decir, la deteccion de mayor o menor
concentracion de residuos en uvas, mostos y vinos depende fundamentalmente del
plaguicida empleado (caracteristicas quimicas de los ingredientes activos,
fotodegradacién, termodegradacion, la co-destilacion, degradacion enzimatica, dosis y
plazo de seguridad), aunque también influyen factores tan poco controlables como el
clima (Caboni y Cabras, 2010).

En los ultimos afios, se han realizado distintas investigaciones acerca de la
evolucién que experimentan los residuos de fitosanitarios a lo largo de las diferentes
fases tecnoldgicas que transforman la uva en vino. Los resultados disponibles ponen
de manifiesto que si tales productos se emplean como indican los fabricantes, no
deben aparecer residuos que superen los limites establecidos por la legislacion en el
momento de la vendimia (Gonzdlez et al., 2003; Fernandez, 2004; Ruediger et al.,
2005; Vaquero-Fernandez et al., 2009; Caboni y Cabras, 2010; Angioni et al. ,2011).

En este sentido, se han realizado estudios de acumulacion de clorpirifds y
dicofol en uvas, tras realizar los tratamientos con los correspondientes formulados
comerciales, siguiendo las normas de aplicacion y sin exceder los limites maximos de
residuos (LMR) se comprobd que tras el proceso de fermentacion malolactica, los

residuos de éstos se reducen a limites insignificantes (Ruediger et al. ,2005).

Otros trabajos se desarrollaron en uvas de la variedad Tempranillo con los
fungicidas pirimetanil, metalaxil, diclofluanida y penconazol en diferentes
concentraciones. Los residuos se encontraron principalmente en los hollejos, con
porcentajes que van desde 66,3% hasta 90,3% del total de residuos. En la pulpa,
estos valores variaron desde 3,5% hasta 31%. En las uvas recolectadas respetando el
plazo de seguridad, los niveles encontrados para residuos de fungicidas estaban por

debajo de los niveles maximos de residuos (Vaquero-Fernandez et al., 2009).
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Se ha estudiado el fungicida quinoxifen en tratamientos en campo,
detectandose en las uvas recogidas tras la aplicacién del producto concentraciones de
0,38 mg/kg (inferiores al LMR establecido en Italia: 0,5 mg/kg). Catorce dias después,
los niveles residuales disminuyeron hasta 0,09 mg/kg. Tras el prensado de la vendimia,
Unicamente se encuentran en el mosto el 45% de los residuos presentes en las bayas.
Si éste se somete a centrifugacion, desaparece el 8% de su concentracion residual, no

detectandose en vinos al final del proceso fermentativo (Cabras et al., 2000).

Las investigaciones realizadas en el campo de la vitivinicultura evidencia la gran
influencia que tienen los procesos enotécnicos en la eliminacion de residuos de
plaguicidas. En muchas ocasiones, los residuos presentes en las uvas se hallan en
concentraciones muy bajas en el momento de su recoleccidn; tal es el caso de los
fungicidas kresoxim-metil, penconazol y tetraconazol (Cabras et al., 1998b).En otras
situaciones, cuando las aplicaciones se llevan a cabo en condiciones desfavorables, o
bien sobre uva ya vendimiada, las altas proporciones de producto detectadas en las
uvas experimentan importantes variaciones durante la vinificacién (Sala et al., 1996;
Fernandez, 2000).

Durante el proceso de elaboracion de un vino, los niveles residuales de los
fungicidas disminuyen, unos de forma brusca y otros ligeramente. Dicha disminucion
depende de la naturaleza quimica del fungicida (sobre todo de su solubilidad en agua),
de la concentracion inicial en las uvas vendimiadas y de las diferentes etapas que se
llevan a cabo en el proceso de vinificacion. Aunque el porcentaje de reduccion es muy
variable, es muy improbable que los vinos presenten niveles residuales de fungicidas
gue supongan un riesgo para la salud de los consumidores. Ello se debe principalmente
a los procesos de retencion de los fungicidas en orujos y lias, a las reacciones de
hidrélisis acida de estos compuestos y/o a la accién de microorganismos (levaduras y
bacterias) y enzimas que intervienen durante la vinificacion (Cabras et al., 1994;
Lagunas, 2013).

En la primera etapa de vinificacion, estrujado y despalillado, los residuos de
fungicidas se reparten entre la fase solida de la uva y la fase liquida o mosto en
proporciones variables dependiendo de la afinidad del fungicida por cada una de las
fases y su solubilidad en agua. Los resultados publicados por diferentes autores,

muestran que los porcentajes de reduccidn de las concentraciones residuales en mosto
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prensado con respecto a las concentraciones en uva inicial pueden oscilar entre: 0-5%
(fenamidona, fludioxonil, mepanipirim, piraclostrobin, kresoxim-metil y trifloxistobin);
15-30% (azoxistrobin, ciprodinil y tebuconazol); 50% (pirimetanil, boscalid,
ciazofamida y mandipropamida), 60% (quinoxifen) y >75% (fluazinam, tetraconazol,
famoxadona, metrafenona y proquinazida) (Cabras et al., 1997, 1998a, 2000; Garau et
al., 2009; Gonzalez-Rodriguez et al., 2011a).

Asimismo se ha encontrado una reduccién significativa de las concentraciones
de los fungicidas fenamirol, mancozeb, penconazol y vinclozolina entre la pasta inicial
(mosto con piel y pepitas) y el vino tinto prensado, oscilando entre 45% y 65%, a
excepcion del metalaxil (sélo un 9%) (Navarro et al., 1999) Resultados similares se
obtuvieron para la disipacion de pirimetanil, que tras la fermentacion alcohdlica
mostrd una reduccion del 52,6% (Vaquero-Fernandez et al., 2012). Mientras que para
cipronidil, fludioxonil, pirimetanil y quinoxifen se obtuvieron porcentajes de reduccién
entre 70-85% (Fernandez et al., 2005a). Famoxadona se eliminaba en el vino tinto
prensado en porcentajes cercanos al 90% con respecto a la pasta inicial (De Melos
Abreu et al., 2006). No se detectaron residuos después de esta etapa de vinificacion

para piraclostrobin, famoxadona y folpet (Gonzalez-Rodriguez et al., 2009).

Los trasiegos posteriores, una vez terminada la fermentacion malolactica,
también tienen una gran repercusion en la desaparicién de algunos fungicidas, ya que
pueden ser de nuevo adsorbido en las lias (Sala et al., 1996; Navarro et al., 1999;
Fernandez et al., 2005a; Edder et al., 2009). La reduccion obtenida en la fermentacion
malolactica podria deberse mas a la adsorcidn en las paredes celulares de las bacterias
que a degradaciones quimicas o fisicas, como demostraron Cabras et al., (1994b;
2000), quienes determinaron las concentraciones que permanecian en las bacterias

tras dicha etapa de vinificacion.

La clarificacién y filtracion de los vinos también puede dar lugar a la
desaparicion de residuos de fungicidas presentes en los vinos. Con respecto a la
clarificacion, su eficacia depende de nuevo de factores como la solubilidad del
fungicida en la mezcla hidroalcohdlica del vino y el tipo de agente clarificante empleado
(albumina de huevo, bentonita, PVPP, etc.). Estudios realizados para evaluar el efecto
de cuatro agentes clarificantes (bentonita, carbon activo, PVPP y caseinato potasico)

en la eliminacion de famoxadona, fluquiconazol y trifloxistrobin, aplicados directamente
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en vinos trasegados elaborados a partir de la uva blanca variedad Airén de la D.O.
Jumilla (Murcia, Espafia), pusieron de manifiesto que la adicién de carbdn activo
origina porcentajes de eliminacién cercanos al 100% para los tres fungicidas (Oliva et
al., 2007b). En otro estudio, se evalla el efecto de seis agentes clarificantes (albumina
de huevo, albumina de sangre, bentonita mas gelatina, carbon activo, PVPP y silica
gel) sobre famoxadona, fluquiconazol y trifloxistrobin, pero esta vez afadiendo
directamente a un vino tinto trasegado de la variedad Monastrell. Cada uno de los
clarificantes afectd en mayor o menor grado a la eliminacién de los fungicidas, siendo
carbon activo y PVPP los mas efectivos, con porcentajes de reduccion comprendidos
entre 50-100%. Las albuminas de huevo y sangre mostraron porcentajes de
eliminacion intermedio (25-50%), aunque su empleo se desaconseja debido a que
pueden aportar aromas desagradables al vino. Finalmente silica gel y bentonita no

fueron tan efectivas en la eliminacion de estos residuos (Oliva et al., 2007c).

El tipo de filtrado antes del embotellado también puede tener algln efecto en la
reduccion de los residuos. El empleo de filtros de nylon de 0,45 pm influye
minimamente (< 10%) en el descenso de los residuos de famoxadona, fluguiconazol y
trifloxistribin, tanto en vinos tintos como en blancos previamente clarificados (Oliva et
al., 2007a; 2007c). Resultados similares fueron mostrados por cipronidil, fludioxonil,

pirimetanil y quinoxifen en vinos tintos (Fernandez et al., 2005b).

2.9.2. EFECTOS DE LOS RESIDUOS DE FUNGICIDAS SOBRE
LA ACTIVIDAD DE LEVADURAS Y BACTERIAS LACTICAS.

La presencia de levaduras y su evolucion durante la fermentacion del vino
puede verse influenciada por diversos factores entre los que se encuentra la presencia
de residuos de fungicidas (Cabras et al., 1999). Los niveles residuales de estos
compuestos pueden variar en el momento de la vendimia asi como su interaccion en
las rutas metabdlicas de la fermentacion, en concreto el efecto que pueden ejercer
sobre la sintesis de esteroles (Doignon y Rozes, 1992) o la inhibicidon de la respiracién
celular (Ubeda et al., 1996). Estos efectos pueden modificar la estructura de las
membranas celulares de las levaduras y afectar su funcion especifica, como resultado
se puede producir una caida progresiva en la viabilidad de la poblacién de levaduras y
como consecuencia, la ralentizacion de la fermentacion, afectando a las caracteristicas

organolépticas del vino, disminuyendo su calidad final (Cabanis y Cooper, 1991; Larue,
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1991; Garcia-Romeo, 1996; Reulet et al., 1996; Cugier y Reulet, 1997; Vaquero-
Fernandez, 2010; Regueiro et al., 2015,).

A partir de la década de los 90 se intensificaron las investigaciones centradas
en evaluar la influencia de las sustancias activas flngicas sobre los procesos
fermentativos alcohdlicos implicados en la elaboracidon del vino. Observandose que el
crecimiento de determinadas cepas de levaduras estaba afectado negativamente por
fungicidas como folpet, captan y captafol (Cabras et al., 1987; Dominguez et al., 1995;
Hatzidimitriou et al., 1997), mancozeb (Ubeda et al., 1996) o fenarimol (Zironi et al.,
1991). Asimismo, se ha constado el efecto de la concentracion sobre la actividad
fermentativa de diferentes levaduras para cinco fungicidas (diclofluanida, benomilo,
iprodiona, procimidona y vinclozolina). Clasificandolos de mayor a menor toxicidad en
funcién de la concentracion necesaria para inhibir el crecimiento de cada levadura en
un 90%: diclofluanida (2 mg/l) > benomilo (250-750 mg/l) > iprodiona (1000-1600
mg/l) > promicidona (800-2500 mg/I) (Calhelha et al., 2006).

Por el contrario, otras sustancias fungicas tales como azoxistrobin, ciprodinil,
fludioxonil, mepanipirim, pirimetanil y tetraconazol (Cabras et al., 1999); quinoxifen
(Cabras y Angioni, 2000), fenhexamida (Cabras et al., 2001), iprodiona y fludioxonil
(Ochiai et al., 2002) o zoxamida (Angioni et al., 2005) no afectaron de forma
significativa a los procesos fermentativos. Famoxadona, fenhexamida, fluquinconazol,
kresoxim-metil, quinoxifen y trifloxistrobin no produjeron efectos negativos sobre las
levaduras iniciales ni sobre el proceso fermentativo, pero si que podrian afectar a la
calidad organoléptica de los vinos (Oliva et al., 2007b). Estos efectos también han sido
estudiados y demostrados por otros autores como Gonzalez-Rodriguez et al. (2011b) y
Noguerol-Pato et al. (2011).

En otros casos se ha puesto de manifiesto que la aplicacion de nuevos
fungicidas organicos aplicados en vifiedo originan una reduccién drastica de las
levaduras autdctonas presentes en la piel de las uvas, asi como un cambio en la

poblacién de levaduras A. pullalans (Comitini & Ciani, 2008)

La inhibicidon que producen los plaguicidas sobre la actividad de bacterias
lacticas (fermentacidn malolactica) durante la elaboracion del vino es un efecto que se

ha estudiado en menor medida. Asi se ha puesto de manifiesto para bacterias
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Oenococcus Oeni responsables de la fermentacion malolactica, cuando estan en
presencia de diclofluanida, cobre o incluso acidos grasos, estas sustancias parecen
tener un efecto sobre el crecimiento celular inhibiendo la actividad de la ATPasa (Vidal
et al., 2001; Carreté et al., 2002). También se ha constado que dicofol presenta un
efecto inhibitorio importante sobre el catabolismo del acido malico. Clortalonil,
clorpirifos y fenamirol también presentaron dicho efecto pero en menor medida. Sin
embargo, los fungicidas carbendazima, fenarimol, metalaxil, oxadixil, procimidona y
triadimenol, no mostraron efecto negativo alguno sobre la bacteria lactica Oenococcuss
Oeni (Ruediger et al., 2005).

Otros autores estudiaron los efectos inhibitorios de fungicidas como zoxamida
(Angioni et al., 2005), no interfiriendo en la actividad de las bacterias lacticas, o
diclofluanida, iprodiona, vinclozolina y promicidona sobre la fermentacion malolactica
de Oenococcus Oeni (Sapis-Domercq, 1980; Vidal et al., 2001; Carreté et al., 2006).
Los tres ultimos fungicidas pertenecientes a la familia de las dicarboximidas no
mostraron apenas efectos inhibitorios. La diclofluanida mostré efectos moderados,

siendo la concentracién minima inhibitoria de 5 mg/I.

2.9.3 INFLUENCIA DE LOS RESIDUOS DE FUNGICIDAS EN
LA COMPOSICION FENOLICA DE LOS VINOS.

La presencia de residuos de fungicidas en uva puede provocar modificaciones
en la composicidon polifendlica de los vinos, al alterar no sélo la extraccion de estos
compuestos durante el proceso de vinificacion, sino también su evolucion durante el

envejecimiento.

Los primeros estudios realizados sobre este tema fueron los de HajSlova et al.
(1984) que estudiaron la influencia de dos formulados fitosanitarios, Melprex 65 W
(dodina) y Anthio 25 (formotion), en la composicién fendlica de manzana. Experiencias
posteriores en diferentes frutas, ponen de manifiesto que residuos de plaguicidas en
zumos de tomate y membrillo afectan a la actividad de diferentes enzimas entre los
que se encuentran algunos de los que participan en el metabolismo de los polifenoles,

como son peroxidasas y polifenol oxidasas (Saad et al., 1993; Fattouch et al., 2010).
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Los ensayos realizados sobre la influencia de fungicidas en el color durante el
proceso de vinificacidn son muy escasos. Los primeros resultados fueron obtenidos en
el estudio del efecto de cinco fungicidas: carbendazima, diclofluanida, iprodiona,
procimidona y vinclozolina, aplicados a dos dosis diferentes, sobre los parametros
fisico-quimicos y organolépticos del vino. Los valores de pH, densidad y acidez total no
presentaron diferencias significativas. Sin embargo, en presencia de procimidona y
vinclozolina se obtuvo menos concentracion de acido malico, mayor concentracion de
polifenoles totales y color rojo (a dosis alta de ambos plaguicidas), con la misma

tonalidad en todos los vinos elaborados (Santos, 1977).

Varios anos mas tarde se estudio la influencia de los residuos de seis fungicidas
(azoxistrobin, ciprodinil+fludioxonil, kresoxim-metil, pirimetanil y quinoxifen), sobre el
color final de vinos tintos obtenidos por maceracion prefermentativa a baja
temperatura. El estudio se llevd a cabo en uva tinta (variedad Monastrell) a la que, un
dia antes de la vendimia, se tratd con las diversas formulaciones utilizadas a las dosis
recomendadas por la casa comercial. Una vez terminada la fermentacion de los vinos,
se determinaron diferentes parametros indicativos de la composicion fendlica de los
vinos obtenidos. Los resultados mostraron diferencias significativas entre las
vinificaciones tratadas con fungicidas y la testigo, sobre todo en el caso de pirimetanil.
Asimismo se han encontrado diferencias significativas para diversos indices y
fracciones de compuestos fendlicos entre los vinos control y los procedentes de las
uvas tratadas con fenhexamida y famoxadona, elaborado con uvas de Monastrell (Oliva
et al., 2005; 2009).

En un ensayo realizado para comprobar el efecto de algunos fungicidas sobre el
contenido de antocianos en vinos, se encontrd que las concentraciones de antocianos
totales se incrementan con la aplicacion de quinoxifen y kresoxim-metil, siendo la
primera la mas significativa con respecto al control; por otro lado fluquinconazol se
mantiene en un nivel practicamente idéntico al control. Estos resultados coinciden con
los expuestos para kresoxim-metil en vinos (Fernandez et al., 2001). En otro estudio
de diversos fungicidas, se comprobd que famoxadona, trifloxistrobin y fenhexamida,
gjercian una cierta accion de inhibicion sobre el contenido de antocianos, mostrando
diferencia significativas respecto vino control; ninguno de los fungicidas estudiados
provocd un incremento en el total de acidos hidroxicinamicos y flavonoles, aunque

fenhexamida produjo la disminucion mas pequefia. En contraste, los fungicidas que
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producen la mayor disminucion en las concentraciones de algunas de los compuestos
fendlicos son fluguinconazol para el grupo flavonoles vy trifloxistrobin para antocianinas

y hidroxicinamicos (Mulero et al., 2015).
2.9.4. CONTAMINACION AMBIENTAL.

El uso continuado de fitosanitarios y su incorporacion al suelo, puede suponer
un riesgo potencial para el medio ambiente, sobre todo si los residuos persisten en el
suelo o se movilizan hacia cursos de agua. Pudiendo afectar incluso a plantas y
organismos beneficiosos como las lombrices (Fairbrother et al., 2007; Harmsen, 2007;
Katayama et al., 2010) y en consecuencia a la fertilidad del suelo. Estos residuos llegan
al suelo bien por aplicacion directa, en tratamientos de desinfeccidn, o bien por deriva
de la aplicacion a la planta (arrastre por aguas de lluvia o riego, viento, etc.) (Kookana
et al., 1998; Wightwick y Allinson, 2007; Wightwick et al., 2008; Kibria et al., 2010;
Komarek et al., 2010).

El destino y el comportamiento de los plaguicidas en el medio ambiente esta
influenciado por sus propiedades quimicas (capacidad para inmovilizarse en el suelo y
susceptibilidad para degradarse) y por los factores ambientales (tipo de suelo,
topografia, practicas agricolas, precipitaciones, etc.) (Wightwick y Allinson, 2007; Arias-
Estevez et al., 2008; Komarek et al., 2010). Una de las formas de desaparicion de los
plaguicidas en el suelo es su arrastre por lluvias o0 aguas de riego. Sin embargo, este
hecho beneficioso para el terreno contaminado, es por el contrario una fuente de
contaminacién potencial de aguas subterraneas y superficiales. En otros casos, la

temperatura y las condiciones de iluminacidon permiten la volatilizacién del compuesto.

En cuanto a la naturaleza del fitosanitario, es importante conocer su movilidad y
tiempo de vida media (tiempo necesario para que el depdsito de materia activa se

reduzca a la mitad) para mantener controlado el residuo (Fairbrother et al., 2007).

Por otro lado, la conjuncidon de las caracteristicas del suelo (pH, materia
organica, naturaleza de los coloides, humedad, microflora y microfauna), y las
propiedades fisico-quimicas del plaguicida (grupo quimico, densidad, punto de fusion,

solubilidad, etc.), ademas de las practicas culturales que se realizan en el cultivo
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condicionan en gran medida la presencia durante mas o menos tiempo del residuo en
el suelo (Khan, 1980; Gevao et al., 2000; Katayama et al., 2010).

También es necesario considerar la degradacion quimica o metabdlica del
producto, ya que en algunos casos, el metabolito resultante puede ser tanto o mas
téxico que el original y no siempre valorable por el método analitico empleado para el
producto inicial. En general, los plaguicidas utilizados en la defensa fitosanitaria de la
vid presentan una escasa movilidad en el suelo, y rara vez penetran mas de 30 cm. Su
degradacion aumenta al hacerlo la materia organica y los productos de metabolizacion
suelen ser, en la mayoria de los casos, menos toxicos que el original. Incluso la
etilentiourea, compuesto carcinogénico derivado de la degradaciéon de los
etilenbisditiocarbamatos, posee una minima persistencia debido a su rapida

transformacion en etilenurea (Cabras et al., 1987).

Segun lo expuesto, se podria afirmar que dada la breve persistencia de estos
plaguicidas en el suelo y su relativa inmovilidad, las posibilidades de acumulacion y
contaminacién en suelos o acuiferos del subsuelo son minimas, siempre y cuando se
apliqguen de forma apropiada, siguiendo las normas especificadas por las casas

comerciales.

2.9.5. EFECTO TOXICOLOGICO SOBRE EL CONSUMIDOR.

El gran numero de plaguicidas utilizados en la actualidad hace imprescindible la
realizacion de controles que permitan identificar y cuantificar los residuos que estos
compuestos pueden dejar en las uvas. Por lo que hay que tomar las debidas
precauciones para que la vinificacidon se realice de forma correcta y los residuos no se
transfieran al mosto y de éste a los vinos (Badii y et al., 2008; Ortiz et al., 2010;
Carisse, 2010).

En Espafia, al igual que en el resto de paises de la UE, se hacen regularmente
analisis del contenido de residuos de fitosanitarios en uvas, pues hoy en dia, no existen
LMR establecidos especificamente para vinos. Es decir, los LMR se fijan sobre uva, y
son los que hay que cumplir independientemente que su destino sea para consumo en
fresco o para produccidon de vino (Coscolla, 1993; Dugo et al., 1993; Ruggeri et al.,
1996; Juban, 1996).
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Sdlo la legislacién alemana establece LMR para algunos antibotriticos concretos
Unicamente para uvas destinadas a vinificacion; y en Suiza, metil-tiofanato y
vinclozolina tienen estipulados LMR tanto en uva como en vino, pero éstos son casos
excepcionales. En Italia, aunque los LMR se fijen en uvas, se permiten la estimacion
del limite en vinos considerando el porcentaje de transformacion, siempre y cuando se
sigan las técnicas normales de buena elaboracion (Cabras et al., 1987). En la
actualidad, en Francia, Italia y otros paises, e incluso a nivel de la CEE, se esta
estudiando la posibilidad de establecer una normativa en vinos. Pero hasta su
existencia, se ha de procurar siempre el cumplimiento de los limites legislados para
uvas, no soélo en el pais de origen sino también en el pais importador en caso de

comercio internacional.

Durante los afios 1998-2001 se realizd un muestreo sobre mas de trece mil
muestras de alimentos de origen vegetal (Fuster, 2003). En el caso de bayas y
pequefos frutos, la materia activa que aparece con mayor frecuencia (41%) es etil-
clorpirifos, seguida del fungicida procimidona (26%). Del resto de plaguicidas
encontrados en estos frutos, sélo triadimenol alcanza el 10%, mientras que los
insecticidas fenitrotion y metil-paration, y los fungicidas penconazol y vinclozolina no
superan el 3%. Sobrepasaron sus LMR (Limite Maximo de Residuo) etil-clorpirifos,
metil-paration, dicofol, fenitrotion, quinalfos y triadimenol, observandose ademas, que
en el ano 2000 se produce un ligero aumento de plaguicidas que se detectan con
concentracion superior a su LMR, lo que se debe principalmente, a la mayor presencia
de etil-clorpirifos, metil-paration y dicofol. En cambio, en 2001 se recupera la tendencia
a la baja de materias activas que superan su LMR. No obstante, ningun fitosanitario de
los encontrados en los distintos afios y muestras estudiadas puede inducir riesgo
toxicoldgico a largo plazo, pues la relacion entre la ingesta diaria admisible y la ingesta
diaria estimada (IDA/IDE) calculada para todos los plaguicidas detectados se sitda en

todos los casos por debajo del umbral de riesgo.

Con el fin de proteger la salud de los consumidores se ha regulado el uso de
estos productos y se han establecido programas de vigilancia para controlar la
presencia de sus residuos en uvas destinadas a la vinificacion y los controles

necesarios para el cumplimiento de la legislacién vigente (MAGRAMA, 2012).
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2.10. MEDIDAS LEGISLATIVAS SOBRE EL USO
SOSTENIBLE DE PRODUCTOS FITOSANITARIOS.

El uso de productos fitosanitarios esta regulado en la legislacion europea y
espafola con el fin de realizar un uso correcto de los mismos y contribuir asi a reducir
al minimo los posibles dafios que produzcan en el medio ambiente y en la salud de
personas y animales. En consecuencia, la UE aplica los mecanismos necesarios para
que solo puedan comercializarse aquellos productos fitosanitarios que sean Utiles y
eficaces para combatir las plagas mediante un sistema comunitario armonizado para

comercializar y utilizar productos fitosanitarios (COMM, 2006).

Con el fin de garantizar que la utilizacion de estas sustancias quimicas sean
seguras para los consumidores, se establecen los LMR, término que se define como e/
limite legal superior de concentracion de un residuo de plaguicida en alimentos o
plensos establecido de conformidad con la reglamentacion correspondiente, basado en
las buenas practicas agricolas y la menor exposicion del consumidor necesaria para
proteger a todos los consumidores, incluidos los mads vulnerables. La Agencia
Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion (AECOSAN) establece que
estos LMR no son limites toxicoldgicos, sino limites toxicolégicamente aceptables,
basados en una buena practica agricola y que representan la cantidad maxima de un
residuo que es posible encontrar en un producto alimentario de origen vegetal como

consecuencia del uso legal y racional de ese plaguicida evaluado.

Estos LMR no son limites toxicolégicos porque no representan la cantidad
maxima de la sustancia activa que puede ser perjudicial para la salud de los
consumidores. Es decir, la superacion de un LMR no implica siempre un riesgo para la
salud. Por otro lado, los LMR son toxicoldgicamente aceptables porque su
cumplimiento asegura que no causan efectos tdxicos en los individuos, ni a corto ni a
largo plazo. Los valores de LMR de las materias activas autorizadas y los cultivos para
las que estan registradas se encuentran tabuladas en una base de datos a disposicion
publica en el organismo correspondiente de la UE (EU PESTICIDE DATABASE, 2015).

El marco legislativo en materia de residuos de plaguicidas, desde 2008, es el
Reglamento (CE) N° 396/2005, del Parlamento Europeo y del Consejo relativo a los

limites de residuos de plaguicidas en alimentos y piensos de origen animal y vegetal y
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que modifica la Directiva 91/414/CEE del Consejo y sus modificaciones posteriores. Su
objetivo es unificar las directivas existentes anteriormente sobre los limites maximos de
los residuos de los plaguicidas (LMR) en los alimentos y piensos de origen animal y
vegetal destinados al consumo humano o animal, en un solo texto legislativo de
aplicacion directa a todos los Estados miembros y teniendo en cuenta las buenas
practicas agricolas aplicables a cada plaguicida y los principios de control integrado
(CEE, 1991 y 2005).

Hasta entonces cada Estado tenia limites maximos de residuos de algunos
plaguicidas no armonizados, que diferian segun el tipo de alimento y estas diferencias
podian comportar obstaculos en la comercializacién entre los Estados miembros y entre
terceros paises y la UE, asi como diferencias en el nivel de proteccidn de la salud de los
consumidores. Con este reglamento se da un paso mas en la armonizacion total de los

limites maximos de residuos de los plaguicidas en la UE. Este nuevo reglamento:

= Establece limites maximos armonizados para todos los productos alimentarios,
incluyendo también a los destinados a los animales.

= Exige acciones informativas para que se conozca exhaustivamente los riesgos
que presentan los plaguicidas.

= Define el papel que desempefiaran los distintos actores en el proceso de
control, especialmente la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria.

= Establece la obligacion de todos los paises miembros de publicar en Internet los
resultados de los residuos nacionales, de modo que, cuando el limite maximo
de residuo (LMR) sea excedido, los Estados miembros podran declararlo a los

minoristas, comerciantes y productores afectados.

Los productos, grupos de productos o partes de productos en los cuales se
aplicaran los LMR armonizados y las sustancias activas de productos fitosanitarios por

las que se establecen LMR se recogen en los siete anexos del Reglamento:

El anexo I incluye la lista de productos, grupos o partes de ellos en los que se
aplicaran los LMR segun el Reglamento (CE) n° 178/2006 (CEE, 2006).

El anexo II es la lista de LMR definitivos de la Unién Europea y consolida la
legislacion de la UE existente antes de 2008 (CEE, 1986a, 1986b y 1990).
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El anexo III, contiene la lista de los denominados LMR provisionales. Incluye los
LMR temporales de sustancias activas sobre las que todavia no se ha tomado una
decisién de inclusién o no en el anexo I de la Directiva 91/414/CEE del Consejo relativa

a la comercializacién de productos fitosanitarios.

El anexo 1V, expone la lista de sustancias activas evaluadas para las que no se
exige LMR (CEE, 1991).

El anexo V, contiene la lista de plaguicidas para los que sus residuos no podran
superar 0,01 mg/kg o el valor fijado por defecto, teniendo en cuenta los métodos

analiticos rutinarios disponibles.

El anexo VI, contiene la lista de factores de conversién de LMR para mercancias
procesadas (CEE, 2008).

El anexo VII, contiene la lista de sustancias activas y productos utilizados como
fumigantes a los que se aplica la excepcidn a los limites maximos establecidos en los
anexos II e III con respecto al tratamiento por fumigacion posterior a la cosecha antes
de que los productos se pongan en el mercado.

Si un plaguicida no estd incluido en ninguno de los anexos citados

anteriormente, se aplica por defecto un LMR general de 0,01 mg/kg.

Estos limites maximos, se fijan sobre materias primas sin transformar, por
ejemplo, uvas para vinificacion en lugar de vino, aceitunas para produccién de aceite

en lugar de aceite, uvas de mesa en lugar de pasas.

Es por ello que para conocer el LMR en productos transformados se hace
necesario aplicar factores de transformacién (concentracién, dilucidn, etc.) sobre el
LMR del producto inicial, segin se establece en el articulo 20.1 del Reglamento
mencionado. A modo de ejemplo si el LMR para trifloxystrobin es 0,3 mg/kg en
aceitunas para la produccion de aceite, y se considera un factor de, por ejemplo, 4 (es
una sustancia activa soluble en grasa), la cantidad maxima de trifloxystrobin
legalmente admitida en una muestra de aceite es de 1,2 mg/kg.

La responsabilidad de acreditar el factor a aplicar en funcién del procesamiento

al que ha sido sometido el producto fresco recaera en las diferentes autoridades de
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control oficial, pudiendo recurrir a diversa bibliografia para orientarse en este asunto y
fijar de manera certera el LMR. De entre ella destacamos, los dictdmenes razonados de
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) para cada sustancia activa

disponibles en su pagina Web o los documentos del Codex Alimentarius.

Asi, de manera orientativa, la deshidratacion es, quizas, el procesamiento mas
sencillo que puede afectar a la concentracion de residuos por lo que sus factores
asociados han sido los mas rapidamente aceptados por la comunidad cientifica. No
obstante, se pueden considerar otros factores como los acordados en reuniones
conjuntas FAO/OMS del Comité del Codex Alimentarius, como el rendimiento de la
produccién del elaborado a partir de la materia prima. Asi por ejemplo, para el vino se
considera un rendimiento del 70% y en consecuencia se puede aceptar un factor para
definir su LMR de 0,5-1 (JMPR, 2007); otros criterios apuntan a una variacion de la
concentracion de los residuos entre el 0,7 y el 1,3 dependiendo de, entre otros
factores, la liposolubilidad o no de la sustancia activa empleada, expresada como
coeficiente de particidn n-octanol/agua.

Aunque los productos fitosanitarios contribuyen a aumentar los rendimientos en
la agricultura y ayudan a asegurar una buena calidad en los alimentos, su utilizacion
puede tener efectos desfavorables en la produccidn vegetal y también puede entrafiar
riesgos para los seres humanos, animales y el medio ambiente, lo que representa un

coste demasiado alto para la sociedad.

Debido a ello, fue necesario elaborar un marco regulador a nivel europeo que
contempla, entre otras normas, la Directiva del Parlamento Europeo y del Consejo, por
la que se establece el marco de la actuacidn comunitaria para conseguir un uso
sostenible de los plaguicidas (transpuesta en los correspondientes R.D. y Reglamento
CE relativos a la comercializacion de productos fitosanitarios y por los que se derogan
las antiguas Directivas del Consejo (CEE, 2009a y 2009b; BOE, 2012).

El objetivo del Reglamento es garantizar un alto grado de proteccion de la salud
humana, animal y del medio ambiente, a la vez que salvaguardar la competitividad de
la agricultura comunitaria. Establece el procedimiento y los requisitos para la
aprobacién comunitaria de sustancias activas, protectoras y sinergistas, fijando unos
criterios de corte sanitarios y medioambientales para poder ser aprobadas. Contempla,

ademas, el procedimiento para la autorizacion nacional de comercializacion y uso de
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los productos fitosanitarios, estableciéndose por primera vez el concepto de evaluacion

zonal.

Para poder comercializar y usar los productos fitosanitarios es necesario una
autorizacion que conlleva realizar una estricta evaluacién de riesgos (CEE, 2009b).
Todos los paises miembros de la Unidn Europea aplican los mismos procedimientos de
evaluacién y autorizacion para poder poner los productos fitosanitarios en el mercado.
Las sustancias activas se autorizan a nivel comunitario mientras que los productos
fitosanitarios que contienen estas sustancias activas, necesitan autorizacion a nivel de

los estados miembros.

La Conferencia Sectorial de Agricultura y Desarrollo Rural celebrada el 10 de
diciembre de 2012, aprobd el Plan de Accién Nacional para el uso sostenible de
productos fitosanitarios (PAN), de acuerdo con lo indicado en el articulo 4 de la
Directiva 2009/128/CE (CEE, 2009a). En el Plan de Accidon Nacional se establecen
objetivos, medidas, calendarios e indicadores para introducir criterios de sostenibilidad
en el uso de productos fitosanitarios para el periodo comprendido entre los afos 2013
a 2017. El Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente elabora y hace

publico el informe anual de los resultados de la aplicacién del PAN (BOE, 2012).

2.11. DETERMINACION DE LA EXPOSICION A LOS
PLAGUICIDAS.

2.11.1. CONCEPTO DE RIESGO.

El riesgo se define como la probabilidad de que se produzca un efecto nocivo
para la salud y de la gravedad de dicho efecto, como consecuencia de un peligro o
peligros en los alimentos (FAO, 2014). Para ello se realiza un andlisis de riesgos que

consta de tres componentes: evaluacion, gestion y comunicacion de riesgos.
La evaluacidon de riesgos es un proceso basado en conocimientos cientificos,

que consta de las siguientes fases: (i) determinacion del peligro, (ii) caracterizacion del

mismo, (iii) evaluacion de la exposicion, y (iv) caracterizacion del riesgo.
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En la gestion de riesgos se realiza la ponderacién de las distintas opciones
normativas a la luz de los resultados de la evaluacidn de riesgos vy, si es necesario, de
la seleccidn y aplicacion de las posibles medidas de control apropiadas, incluidas las

medidas reglamentarias.

La comunicacion de riesgos consiste en el intercambio interactivo de
informacién y opiniones sobre los riesgos, entre las personas encargadas de la

evaluacién y de la gestidon de los mismos, los consumidores y otras partes interesadas.

La caracterizacion del riesgo se basa en la estimacién cualitativa y/o
cuantitativa, incluidas las incertidumbres concomitantes, de la probabilidad de que se
produzca un efecto nocivo, conocido o potencial, y de su gravedad para la salud de
una determinada poblacién, basada en la determinacion del peligro, su caracterizacion
y la evaluacion de la exposicion. En la identificacion y caracterizacion del agente de
riesgo, se realizan diversos estudios de toxicidad aguda y crénica, en los que se
examinan aspectos como la toxicidad genética, neurotoxicidad, carcinogenicidad e

inmunotoxicidad.
2.11.2. EVALUACION DEL RIESGO.

Una de las formas de medida del riesgo en el caso de los posibles
contaminantes de alimentos es el calculo de su ingestidon por el consumidor. Asi, se

utilizan conceptos como:

La ingesta diaria estimada (IDE) de un residuo de plaguicida, es la cantidad del
plaguicida ingerida por el consumidor. La ingesta diaria admisible (IDA) se define como
la cantidad (mg) de un residuo de plaguicida que puede ser consumida diariamente
con el alimento durante toda la vida de la persona, sin efecto adverso para ella, segin
ha demostrado la experiencia hasta ese momento. Debido a la gran diferencia de peso
entre personas, indicativo de su nivel de desarrollo fisioldgico, la IDA siempre se

expresa como mg del residuo en funcidn de kg de peso corporal.

La evaluacién de la exposicion, se determina mediante encuestas de consumo y
los niveles de residuos encontrados en las muestras, la IDE en caso de exposicion

cronica o la ingesta aguda estimada (IAE) para una exposicion aguda con los alimentos
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(Lowik et al., 1999; Petersen et al., 2001; Kroes et al., 2002). En teoria, es posible
estimar las ingestas de cualquier sustancia en una poblacion dada si se conocen estos
dos tipos de datos. Incluso, el sumatorio del producto del consumo de todos los
alimentos donde el residuo esta presente por las concentraciones en cada uno de ellos,

nos puede dar la ingesta total del residuo.

2.11.3. BIODISPONIBILIDAD DE LOS RESIDUOS DE
PLAGUICIDAS EN ALIMENTOS.

Sin obviar los importantes beneficios que supone la utilizacion de los
plaguicidas, tanto en la agricultura como en las actividades de salud publica, son
innegables los efectos tdxicos que pueden generar en el ser humano. Su
biodisponibilidad en el organismo depende de su toxicocinética: absorcién, distribucion,
metabolismo y eliminacién. Estos procesos estan influenciados tanto por factores
externos relacionados con los patrones de exposicidon y con la sustancia quimica (tipo
de empleo, temperatura ambiental, tipo de plaguicida, frecuencia, intensidad vy
duracion de la exposicion, etc.), como por factores inherentes al individuo (edad, sexo,
dotacién genética, estado de salud, estado nutricional, estilos de vida, via principal de
absorcion, etc.) (Fait y Colosio, 1998; Ramirez y Lacasafa, 2001; Garcia-Sartal et al.,
2013; Moreda-Pifieiro et al., 2013; Paya et al., 2013; Read et al., 2015).

La biodisponibilidad es un término esencialmente farmacéutico que alude a la
porcién de la dosis de un farmaco administrado de manera exdgena, que llega hasta el
organo o tejido en el que lleva a cabo su accién. Como determinar la concentracion en
un tejido resulta excesivamente invasivo, se acepta el valor de la concentracion del
mismo en el plasma. Puede expresarse en porcentaje o en tasas. Este concepto se

utiliza para cuantificar el grado en que una sustancia es aprovechada por el organismo.

Hoy dia, el ambito del estudio de la biodisponibilidad de un xenobidtico se ha
extendido a otros campos y asi se encuentran multitud de estudios en nutrientes y
algunos en contaminantes (Menchai et al., 2008; You et al., 2009; Tao et al., 2011;
Shaw-Wei et al., 2014; Rukhsanda et al., 2015). Para los residuos de plaguicidas este
valor viene implicito en los estudios de toxicidad por ingestion que se realizan en los
animales de experimentacion en el registro de una sustancia pero se aplica la sustancia

en estado puro, sin mezclar con los alimentos, y se ha demostrado ampliamente en el
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campo farmacéutico que la presencia de los alimentos puede disminuir sensiblemente,
o en algunos casos aumentar, la biodisponibilidad de un xenobidtico para el organismo.
Por tanto, el estudio de la biodisponibilidad de un residuo embebido en el medio que
llega al organismo es esencial para determinar la dosis que realmente penetra en él.
Aunque es posible encontrar diversos estudios de biodisponibilidad en suelos, los
trabajos realizados por el grupo de investigacién de la Universidad de Murcia E068
Quimica de Plaguicidas, contaminacion agroguimica, toxicidad y ecoeficiencia, sobre
biodisponibilidad in vitro de plaguicidas han sido los primeros que contemplan este
aspecto en los alimentos (Paya et al., 2006, 2007, 2009 y 2013; Cermefio et al., 2015;
Martinez et al., 2015) .

Cuando un xenobidtico entra en contacto con el organismo, bien voluntaria o
involuntariamente, lo primero que ha de ocurrir es que se absorba, es decir, la llegada
del xenobidtico a la sangre (puede ocurrir a través de la piel, aparato digestivo,
respiratorio, etc.), una vez en la sangre puede metabolizarse, pero la mayor parte se
distribuye, pudiendo quedar muy restringido a algunos tejidos o que sea una
distribucién muy homogénea, pero siempre en equilibrio entre la concentracién de la
sangre y los tejidos; ya dentro del tejido podra metabolizarse. El principal érgano
metabolizador de los xenobidticos es el higado. El rindn filtra la sangre para excretar
sustancias, pudiendo excretar el xenobidtico tal cual o los metabolitos resultantes. La
mayor parte de los xenobidticos se excretan por la orina, pero hay otras vias de

excrecién como son heces, sudor, respiracion, etc.

La absorcién de los farmacos va a depender de la via por la que llegan al
organismo. Existen varias vias de administracién como la oral, parenteral, respiratoria,
sublingual, intramuscular, dérmica, etc. La biodisponibilidad es muy dependiente de la
via de administracion; en primer lugar, la mayor biodisponibilidad la presenta la via
intravascular (intravenosa o intrarterial), debido a su modo de administracion, a
continuacién la via intramuscular y sublingual, seguidas por la oral y por Ultimo la
rectal. Ademas, en la via oral, es en la que mayores interacciones se encuentran
(Johnson, 1997; Ross et al., 2001; Hodgson et. al, 2004).

Los factores que influyen la biodisponibilidad oral son: pH, vaciado gastrico,
motilidad intestinal, presencia de los alimentos, metabolismo presistémico, efecto de

primer paso hepatico, microflora bacteriana. El efecto individual de estos factores en la
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absorcion oral de plaguicidas no se conoce. Pero de ellos, en el caso que nos ocupa, el
de mayor relevancia es el efecto de la presencia de alimentos, puesto que los residuos
de plaguicidas en la dieta nunca penetran aisladamente. Ademas, se debe tener en
cuenta la influencia de las propiedades fisicoquimicas de las sustancias, sobre todo su
estructura y su liposolubilidad, que determinaran en gran medida su capacidad para
atravesar las barreras bioldgicas. Por ello, los estudios de biodisponibilidad oral que se
presentan en este trabajo se han centrado en la influencia de la naturaleza particular
del plaguicida para la absorcidn y sus efectos sobre los vinos estudiados (Lesjak et al.,
2014).

En general, se suelen utilizar dos tipos de modelos para el estudio de la
biodisponibilidad oral en farmacos y xenobidticos, /n vivo e in vitro (Khire et al., 2014;
Juhasz et al., 2015; Tako et al, 2015; Singh et al., 2015). Los modelos in vivo con
animales de experimentacion son los mas facilmente correlacionables con los humanos,
de hecho se puede aplicar el mismo factor de seguridad citado en los estudios
toxicoldgicos de registro de una sustancia, pero plantean problemas de coste, tiempo y
ética (Koritala et al., 2015).

Los modelos /n vitro son aceptables en el estadio inicial de una investigacion
por ser buenos indicadores de lo que ocurre en un medio fisioldgico y ademas son
mucho mas econdmicos, sencillos y rapidos (Chiou y Barve, 1998; Ivashchenko et al.,
2014). Los ensayos /n vitro de biodisponibilidad oral se realizan frecuentemente con
montajes de bolsas y canulas en laboratorio para imitar los compartimentos
gastrointestinales y vasos del organismo, con cultivos celulares 0 con membranas de
didlisis (Audus et al., 1990; Artursson y Borchardt, 1997; André et al., 2015). Los
métodos /n vitro se han disefiado para simular el proceso digestivo en los seres
humanos, aunque l6gicamente estan limitados porque no evaltan la interaccion entre
alimento y el sistema digestivo. La digestibilidad /n vitro con didlisis es una técnica que
tiene en cuenta la solubilidad de los productos digeridos de los no digeridos. EI método
habitual es el uso de una membrana semipermeable a modo de intestino delgado,
porque es el epitelio donde se produce mayoritariamente la absorcion oral, al ser el
mas preparado celularmente por la presencia de sus microvellosidades in vivo para que
asi ocurra (Miller et al., 1981; Schricker et al., 1981; Gil-Izquierdo et al., 2002;
Bollinger et al., 2005; Paya et al., 2013). Esta membrana se coloca dentro de un

dispositivo adecuado, de manera que se dispone en un lado la disolucién a estudiar, en
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este caso el alimento fortificado, y se mide su aparicién en el lado opuesto, o sea, en
el interior de la membrana, una vez que ha logrado traspasar la superficie de la
membrana por difusion pasiva (Artursson, 1990). La permeabilidad de esta membrana
es el factor fundamental para que estos experimentos sean correlacionables, ya que la
caracteristica esencial de las membranas bioldgicas es que son semipermeables
(Artusson y Karlsson, 1991; Camenisch et al., 1998a, 1998b; Ivashchenko et al., 2014;
Khire y Valvia, 2014). Para estudiar este proceso adecuadamente, hay disponibles
membranas celuldsicas comerciales, de permeabilidad aproximada a las condiciones
fisioldgicas y en monocapa, como el epitelio intestinal. Ademas, la integridad y
viabilidad de la membrana deben ser vigiladas durante todo el proceso, mas si como

en este caso, hay por o menos cuatro horas de procedimiento.

Ademas estos sistemas /n vitro nos ayudan a estudiar la absorcion de los
compuestos beneficiosos para la salud, que en nuestro trabajo son los denominados
compuestos antioxidantes (Lesjak et al., 2014). Con ello podemos analizar qué

cantidad es la que realmente entra en el torrente sanguineo.

Ante todo lo expuesto, en esta Memoria se pretende aportar datos sobre los
residuos de fungicidas que permanecen en el vino después de su aplicacion en campo
y de su adicién controlada en bodega; asi como de los valores de compuestos fendlicos
y la influencia que la presencia de residuos de los fungicidas puede tener sobre dicha

composicion.
También y como aporte al concepto de seguridad alimentaria, se comprobara la

biodisponibilidad /n vitro de los residuos de los fungicidas ensayados y de los

compuestos fendlicos presentes en los vinos elaborados.
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Materiales y métodos

3.1. MATERIALES.

3.1.1. FUNGICIDAS ESTUDIADOS.

De todos y cada uno de los plaguicidas se utilizaron patrones analiticos de
pureza igual o superior al 98%, proporcionados por Dr. Ehrenstorfer (Ausgburg,
Alemania). A continuacién se detallan las caracteristicas de los plaguicidas que han

sido utilizados (Macbean, 2012).

3.1.1.1. Kresoxim-metil.

Nomenclatura y estructura.

Nombre quimico segun IUPAC: metil (E)-metoximino[a-(o-toliloxi)-o-tolilJacetato

(Figura 3.1.).
N 0
| c|-|30\E/L]\I,OL:H3
Figura 3.1. Estructura molecular de kresoxim-metil.

Propiedades fisico-quimicas.
Punto de fusién: 101,6-102,5 °C.
Tension de vapor: 2,3x10° mPa (20 °C).

Coeficiente de particion n-octanol/agua (Kow): log P =3,4 (pH 7, 25 °C).
Solubilidad en agua: 2 mg/l (20 °C).
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Modo de accidn.

Fungicida de contacto, preventivo, curativo y erradicante. Inhibe la produccion y
germinacion de las esporas y el crecimiento del micelio del hongo. Esto lo logra a
través de la inhibicion de la respiracion mitocondrial de los hongos mediante el bloqueo

de la transferencia de electrones entre el mitocondrio b y el citocromo c.

Se utiliza para el control de la sarna en las manzanas y las peras (Venturia
spp.); oidio en manzanas (Podosphaera leucotricha), vides (Uncinula necator),
cucurbitaceas (Sphaerotheca fuliginea) y remolacha azucarera (Erysiphe betae); moho
(Erysiphe graminis), escaldadura (Rhynchosporium secalfs), helmintosporiosis
(Pyrenophora teres) y mancha de la gluma (Septoria nodorum) en cereales y moho en

las verduras (Levefllula taurica, Erysiphe spp., Alternaria spp.).

Formulaciones.

“Stroby” (BASF, Nissan); "Ardent" (Makhteshim) mezclas: “Allegro” (+ epoxiconazol)
(BASF), "Mentor" (+ fenpropimorf) y “Collis” (+ boscalid) (BASF).

Aspectos toxicoldgicos.

DLso oral y aguda: ratas >5000 mg/kg

NOEL: ratas macho 2000 ppm (146 mg/kg al dia), para ratas hembra 500 ppm
(43mg/kg al dia) (3 meses).

IDA: 0,4 mg/kg de peso corporal.

No tiene potencial mutagénico.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Es muy toxico para peces y ligeramente toxico para aves y abejas. En el aire esta
presente Unicamente como particulas, las cuales son eliminadas de la atmoésfera por
precipitacion humeda y seca. En el suelo se espera que tenga una movilidad baja y que
no se volatilice desde sus superficies himedas. En este medio kresoxim-metil se
degrada muy rapidamente bajo condiciones aerdbicas, con una vida media menor a un
dia. En medios acuosos se adsorbe en solidos suspendidos y sedimentos y se degrada
muy facilmente bajo la accion de los microorganismos aerdbicos, con una vida media
de 1,2 dias. Su volatilizacion desde la superficie del agua no es un destino ambiental
importante para este compuesto. Su potencial de bioconcentraciébn en organismos

acuaticos es moderado.
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3.1.1.2. Mepanipirim.

Nomenclatura y estructura.

Nombre quimico segun IUPAC: N-(4-metil-6-prop-1-inilpirimidina-2-il) anilina (Figura

3.2.).
H
|

=M

CHs
Figura 3.2. Estructura molecular de mepanipirim.

Propiedades fisico-quimicas.
Punto de fusién: 132,8 °C.
Tension de vapor: 2,32x10 mPa (20 °C)

Coeficiente de particion n-octanol/agua (Kow): log P = 3,28 (20 °C).
Solubilidad en agua: 3,10 mg/I (20 °C).

Modo de accidn.

Fungicida no sistémico con accion preventiva. Inhibe la penetracién del patégeno en la
planta hospedera, la elongacion del tubo germinativo y la formaciéon de apresorio. No
inhibe la germinacion de las esporas, la formacion de esporas y el crecimiento de las
hifas. Se utiliza en el control del moho gris en vides, fresas, tomates y pepinos; rofia
en manzanas y peras; y la podredumbre marrén en melocotones. Y en el control de

oidio en las fresas, pepinos, berenjenas, caquis, y rosas.

Formulaciones.

“Cockpit”, “Frupica “ y “Japica™ (Kumiai).

Aspectos toxicoldgicos.

DLso oral y aguda: ratas y ratones >5000 mg/kg.

NOEL: para las ratas macho 2,45 y ratas hembras 3,07; para ratones macho 56 y
ratones hembra de 68 mg/kg de peso corporal diaria (2 afos).

IDA: 0,024 mg/kg.

No tiene potencial mutagénico.
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Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En ratas el 96-100% de la dosis se excreta por las heces y la orina dentro de las 96
horas siguientes a su ingestas, degradandose en varios metabolitos. Y en plantas los
principales metabolitos son 2-hidroxipropil-, 2,3-dihidroxipropil- y 4-hidroxifenil-.

3.1.1.3. Metrafenona.

Nomenclatura y estructura.

Nombre quimico segun IUPAC: 3'-bromo-2,3,4,6'-tetrametoxi-2',6-dimetilbenzofenona
(Figura 3.3.).

_—

!
By CHiCHs

Figura 3.3. Estructura molecular de metrafenona.

Propiedades fisico-quimicas.
Punto de fusién: 99,2-100,8 °C.
Tensién de vapor: 0,153 mPa (25°C).

Coeficiente de particion n-octanol/agua (Kow): log P = 4,3 (25 ©C).
Solubilidad en agua: 0,552 mg/I (pH 5).

Modo de accidn.

Fungicida con actividad preventiva, curativa y anti-esporulante. Controla el hongo
causante de la enfermedad conocida como mancha ocular (Pseudocercosporella

herpotrichoides) y los oidios (Erysiphe) en vid, trigo y cebada.

Formulaciones.

‘Flexity' y “Vivando” (BASF).

Aspectos toxicoldgicos.

DLsp oral y aguda: ratas macho y hembras 5000 mg/kg
NOEL: ratas 25 mg/kg de peso corporal al dia
IDA: 0,25 mg/kg de peso corporal al dia

No tiene potencial mutagénico.
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Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En las plantas penetra a través de la cuticula foliar y se acumula en los tejidos de
debajo de la zona de aplicacion. Su vida media en el suelo, determinada
experimentalmente, se considera moderada; en general, el producto se degrada mas
rapidamente en condiciones anaerébicas y bajo la incidencia de la luz. En el agua se
degrada rapidamente mediante transformacion fotolitica hasta metabolitos secundarios
que se depositan en el sedimento y se degradan de forma anaerdbica. En el aire su
potencial de volatilizacion es relativamente bajo y su degradacién es fotoquimica:
reacciona con radicales OH de forma répida, lo que hace que la cantidad de sustancia

activa que se dispersa en la atmésfera sea muy baja.

3.1.1.4. Ciazofamida.

Nomenclatura y estructura.

Nombre quimico segun IUPAC: 4-Cloro-2-ciano-N,N-dimetil-5-p-tolilimidazol-1-

sulfonamida (Figura 3.4.).

CH
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Figura 3.4. Estructura molecular de ciazofamida.

Propiedades fisico-quimicas.
Punto de fusién: 152,7 °C.
Tension de vapor: 1,3x10 mPa (35 °C).

Coeficiente de particion n-octanol/agua (Kow): log P =log P = 3,2 (25 °C).
Solubilidad en agua: 0,121 (pH 5, 20 °C).

Modo de accidn.

Fungicida de accién preventiva foliar que inhibe todas las etapas del ciclo de vida de
Phytophthora infestans. Se utiliza para el control de oomicetos y Plasmodiophora, en la

patata y el tomate (Phytophthora infestans) y mildius.
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Formulaciones.

'‘Docious’ (Ishihara Sangyo); 'Mildicut’ (Ishihara Sangyo); 'Ranman’ (Ishihara Sangyo).

Aspectos toxicoldgicos.

DLso oral y aguda: ratas y ratones >5000 mg/kg.
NOEL: 29,51 mg/kg/dia (ratas macho).
IDA: 0,17 mg/kg/dia.

No tiene potencial mutagénico.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

Se degradada rapidamente en el medio ambiente.

3.1.1.5. Boscalid.

Nomenclatura y estructura.

Nombre quimico segun IUPAC: 2-Cloro-N-(4’-clorobifenil-2-il)nicotinamida (Figura 3.5.).

Figura 3.5. Estructura molecular de boscalid.

Propiedades fisico-guimicas.
Punto de fusién: 142,8-143,8 °C

Tension de vapor: 7,2x10™ mPa
Coeficiente de particion n-octanol/agua (Kow): log P = 2,96
Solubilidad en agua: 4,6 mg/l (20 °C).

Modo de accién.

Inhibe el complejo Il en la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Es un
fungicida foliar que se utiliza para el control de oidio, Alternaria spp., Botrytis spp.,

Sclerotinia spp. y Monilia spp. en distintas frutas y verduras.
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Formulaciones.

“Cantus”, “Endura” y las mezclas “Signum” (+ piraclostrobin) y “Collis” (+ kresoxim-
metil) (BASF).

Aspectos toxicoldgicos.

DLsp oral y aguda: >5000 mg/kg.
NOEL: ratas 5 mg/kg.
IDA: 0,04 mg/kg.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En animales tienen una excrecién rapida, principalmente por las heces. Y en el suelo

se degrada de manera moderada.

3.1.1.6. Fenhexamida.

Nomenclatura y estructura

Nombre quimico segun IUPAC: 2’,3'-dichloro-4’-hidroxi-1-metilciclohexancarboxanilida
(Figura 3.6.).

I Cl
=
: CH3
o)~ %
Figura 3.6. Estructura molecular de fenhexamiaa.
Propiedades fisico-guimicas.

Punto de fusion: 153 °C.
Tension de vapor: 4x10™ mPa (20 °C).

Coeficiente de particion n-octanol/agua (Kow): log P = 3,51 (pH 7, 20 °C).
Solubilidad en agua: 20 mg/I (pH 5-7, 20 °C).

Modo de accion.

Fungicida foliar con accion protectora. Se utiliza para el control de Botrytis cinerea,
Monifia spp. y patogenos relacionados con las uvas, las bayas, frutas de hueso, citricos,

hortalizas y plantas ornamentales.
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Formulaciones.

“Decree” y “Elevate” (en cooperacién con Bayer) (Arvesta); 'Password' (Nihon Bayer);

‘Teldor' (Bayer CropScience).

Aspectos toxicoléqgicos.

DLso oral y aguda: ratas>5000 mg/kg.
NOEL: ratas 500 y ratones 800 mg/kg (24 meses).
IDA: 0,183 mg/kg.

No tiene potencial mutagénico.

Aspectos metabdlicos y medioambientales.

En ratas es absorbido y eliminado rapidamente sin acumulacién en 48 horas. La mayor
eliminacién se realiza por las heces (61%), mientras que la eliminacion renal supone
entre el 15-36% de la dosis total administrada. En los sistemas acuaticos, fenhexamida

se degrada rapidamente y completamente, dando como resultado la formacion de CO..

3.1.2. FORMULADOS COMERCIALES

Los fungicidas estudiados se aplicaron tanto en campo sobre la vid, como en
bodega para fortificar la uva estrujada en el primer paso de la vinificacion, como

formulados comerciales.

En la Tabla 3.1, se exponen las materias activas utilizadas, sus formulaciones
comerciales y concentraciones, asi como sus dosis de aplicacion, junto a sus
caracteristicas mas destacables desde el punto de vista agricola, su plazo de seguridad

(PS) y limite maximo de residuos legislado en uva (LMR).

Tabla 3.1. Formulados comerciales utilizados para aplicacion en campo y bodega.

Materia activa Formulacion Concentracion | Dosis de : LMR (ppm)
. SO PS (dias)
comercial en formulado | aplicacién uva
Fenhexamida Teldor™ 500 grikg 5 mgll 14 5
Granulado dispersable
a®
Mepanipirim Frupica
Polvo mojable 500 gr/l 3mgll 21 3
Ciazofamida Mildicut® 0
Suspensidn concentrada 2,5% plv 0,5 mg/l 21 05
Boscalid io® 200 gr/l 0,1
i Colis J 0,4 liha 28
Kresoxim-metil | Suspensién concentrada 100 gr/l 0,2
: ®
Metrafenona Vivando 500 grl 02 llha 28 05
Suspensidn concentrada
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3.1.3. MATERIAL VEGETAL ESTUDIADO.

3.1.3.1. Uvas tintas de vinificacion.

3.1.3.1.1. Vitis vinifera var. Monastrell.

Se utilizé uva tinta orgéanica (Vitis vinifera, var. Monastrell) cultivada en Jumilla
(Murcia), como matriz control exenta de residuos de fungicidas. Las vifias tenian entre
25-30 afios de edad y un marco de plantacion de 2,5 x 2,5 m® Las parcelas
pertenecian a Bodegas San Isidro Sociedad Cooperativa (D.O.P. Jumilla). Las plantas
no habian tenido tratamiento de agroquimicos y se encontraban en perfecto estado

nutricional y excelentes condiciones fisioldgicas.

3.1.3.1.2. Vitis vinifera var. Tempranillo.

Las vifias tenian 28 afios de edad y su plantacion abarca una superficie
aproximada de 3.000 m?, con 40-50 cepas por fila, con una separacién entre filas de
2,6 m y entre cepas de 1,2 m. El sistema de poda fue de vaso, el riego por goteo y la
carga de la cosecha de 8.000 kg/ha. Las parcelas pertenecian a las Bodegas D. Mateos
S.L., que se encuentra en Aldeanueva de Ebro, La Rioja, pertenecientes a la D.O.Ca. La

Rioja.

3.1.3.1.3. Vitis vinifera var. Graciano.

Las vifias tenian 18 afios de edad y la plantacion presentaba una superficie
aproximada de 3.000 m?, con 40-50 cepas por fila, con una separacion entre filas de
2,6 my entre cepas de 1,2 m. El sistema de poda fue de espaldera, el riego por goteo
y la carga de la cosecha de 10.000 kg/ha. Las parcelas pertenecian a las Bodegas D.
Mateos S.L., ubicadas en Aldeanueva de Ebro, La Rioja pertenecientes a la D.O.Ca. La

Rioja.
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3.1.4. REACTIVOS Y DISOLVENTES.

Determinacion de polifenoles y actividad antioxidante.

Se utilizaron los siguientes productos: acido formico, metanol y acetato de etilo
para cromatografia (Merck, Darmstad, Alemania), cianidina 3-rutinésido (Polifenoles
AS, Sandnes, Noruega), rutina (Merck, Darmstad, Alemania), acido clorogénico
(Sigma, Madrid, Sapin), trans-resveratrol (Sigma, Madrid , Espafia), Trolox® (6-
hidroxi-2,5,7,8-acido-tetrametilcroman  2-carboxilico) y 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH <) (Sigma, Steinheim, Alemania), reactivo de Folin-Ciocalteu de Sigma Aldrich
Chemie (St Louis, USA), carbonato sédico de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). El agua

ultrapura se obtuvo utilizando un sistema Milli-Q (Millipore Corp., Bedford, MA).

Extraccion, validacion y analisis de residuos de fungicidas en vino y
dializados.

Se usO bicarbonato sddico, 99% de pureza, de Scharlau (Barcelona, Espafia);
pepsina porcina de mucosa gastrica, 1:3000 NF de Sigma Aldrich Chemie (St. Louis,
USA); acido clorhidrico al 37%, de Scharlau (Barcelona, Espafia); sales biliares, de
Sigma Aldrich Chemie (St. Louis, USA); pancreatina de pancreas de porcino, de Sigma
Aldrich Chemie (St. Louis, USA); hidréxido sédico, 98% de pureza, de Scharlau
(Barcelona, Espafia); formiato amdnico, 95% de pureza, de Fluka (Buchs, Suiza);
sulfato magnésico anhidro, 97% de pureza, de Fluka (Buchs, Suiza); cloruro sédico,
99,5% de pureza, de Fluka (Buchs, Suiza); citrato dis6dico sesquihidratado, 99% de
pureza, de Aldrich (Milwaukee, USA) y citrato trisédico dihidratado, 99% de pureza, de
Sigma (St. Louis, USA).

Los disolventes empleados fueron: acetonitrilo de calidad cromatografia liquida
en gradiente, de Scharlau (Barcelona, Espafia); acido formico 98% grado reactivo de
Fluka (Buchs, Suiza); y agua milli-Q, procedente de un sistema Millipore de Purificacion
Pak (Billerica, USA).
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3.1.5. APARATOS E INSTRUMENTACION.

Aplicacién de productos fitosanitarios.

La aplicacion de los productos fitosanitarios en campo se realiz6 mediante un

atomizador Hardi modelo Mercury Vifia (Taastrup, Denmark).

Determinacion de polifenoles y actividad antioxidante.

Espectrofotometro UV-VIS 190 a 1.100 nm, Varian Cary 50, con Software
WinUV (Victoria, Australia). Filtros 0,45 um, tipo Millex HV13 (Millipore Corp., Bedford,
MA). Cromatografia de liquidos de alta resoluciéon con detector de diodo-array (HPLC-
DAD), acoplado a una bomba L-6200 de Merck-Hitachi (Merck-Hitachi, Darmstadt,
Alemania) y detector de diodo-array Shimadzu SPD-M6A UV (Shimadzu, Kyoto, Japén)
equipado con una columna de fase reversa, LiChrospher® RP 100-18 (25 x 0,4 cm, 5

um tamafio de particula) (Merck, Darmstadt, Alemania).

Extraccion de fungicidas v ensayos de biodisponibilidad.

Se utilizaron: centrifuga Heraeus Cristo (Osterode, Alemania); congelador
CFZ30JC, de Zanussi (Luton, Reino Unido); cdmara de refrigeracion semi industrial con
control de temperatura; bafio con agitacion y control de temperatura, de Julabo
(Seelbach, Alemania); pH-metro Crison (Barcelona, Espafia); micropipetas para
voliumenes de 10-1000 pl y 1-10 ml y puntas adecuadas, de Rainin (Oakland, USA);
balanza analitica, capaz de medir hasta 0,1 mg, de Sartorius AG (Goettingen,
Alemania); granatario capaz de medir hasta 3.000 g con precisién de 0,1 g, de Gram
Precision (Barcelona, Espafia); dispensadores de volumen de 1-10 ml y 2,5-25 ml, de
Brand (Wertheim, Alemania). También se utilizaron: viales de 2 ml, para autoinyector,
32 x 11,6 mm, con capsula y septum, de Ziemer GmbH (Mannheim, Alemania);
membrana de didlisis, con tamafio de poro de 12.000 Da, procedente de la casa Sigma
(St. Louis, USA); y tubos de centrifuga de polipropileno, 114 x 28 mm, de 50 ml, con

tapdn a rosca y de un Unico uso, de Sarstedt (Nimbrecht, Alemania).
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Determinacién de residuos de fungicidas

Para el andlisis de los residuos, se emple6é un cromatdgrafo de liquidos-masas
mod. 1260 Infinity (HPLC-MS), con una columna Poroshell 120 EC-C18 (3,0 x 100 mm,
2,7 micras), acoplado a un detector de masas de trampa de iones con analizador triple
cuadrupolo (MS QQQ) modelo Triple Quad LC/MS 6410B, con scan dynamic MRM, todo
de Agilent Technologies (Palo Alto, USA).

3.2. METODOS.

En este apartado, se describe la aplicacion en campo, la vinificacion realizada,
el método de extraccion y andlisis empleados para los plaguicidas seleccionados, asi
como su validacion y el control de calidad realizado en el laboratorio. Ademés de la
cuantificacion de compuestos fendlicos y actividad antioxidante y los ensayos de

biodisponibilidad /in vitro realizados en vino.

3.2.1. APLICACIONES EN CAMPO.

Las parcelas experimentales se encontraban ubicadas en La Rioja, en el
municipio de Aldeanueva del Ebro, plantada de vifiedos de uvas tintas variedades
Tempranillo y Graciano, pertenecientes a las Bodegas D. Mateos S.L. (adscritos a
D.O.Ca. Rioja), y son representativas del cultivo de uva de vinificacion en la zona
(Figura 3.7.).
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Figura 3.7. Localizacion geogréafica de las parcelas experimentales.
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Se selecciond, para cada variedad de uva, una parcela por tratamiento
formada por 6 filas de unas 240-300 cepas, tomandose muestra solamente de las dos
filas centrales. Asimismo se acotaron parcelas testigo, situadas lo suficientemente
cerca de las seleccionadas para desarrollar los distintos ensayos con objeto de
garantizar idéntico cultivo y condiciones climaticas, pero suficientemente separadas
para evitar cualquier riesgo de contaminacién procedente de los distintos tratamientos

fitosanitarios realizados.

Los ensayos con los productos comerciales Collis® (Boscalid + Kresoxim-metil)
y Vivando® (Metrafenona), se realizaron siguiendo el cédigo de Buenas Précticas
Agricolas (BPA). Utilizando las dosis recomendadas para este cultivo, calendario
apropiado segun las practicas agrondémicas habituales y respetando los plazos de
seguridad establecidos para cada fungicida. Las dosis aplicadas se encontraban en el

punto medio del intervalo permitido por el MAPA.

Las parcelas (testigo y tratadas) fueron cultivadas segun la practicas
agronémicas habituales de la zona y en concreto para el control de plagas fueron
objeto de tratamientos fitosanitarios durante los meses de abril a julio de cada uno de
los afios con los siguientes productos: azufre mojable, metiram, penconazol,
cimoxanilo, triadimenol, pirimetanil, oxicloruro de cobre, folpet, piraclostrobin y

dinocap.

Los tratamientos especificos de los fungicidas boscalid, kresoxim-metil y
metrafenona se realizaron aplicando los productos comerciales Collis® y Vivando® en
condiciones de Buenas Practicas Agricolas (BPA). En 2014 se realiz6 ademas un
tratamiento en condiciones de Criticas Practicas Agricolas (CPA), es decir aplicando los
plaguicidas a las dosis recomendadas y tomando muestra 2 horas después, sin
respetar el plazo de seguridad. En la Tabla 3.2 se exponen las dosis de aplicacién y las

fechas en las que se realizaron los tratamientos.
Tras la vendimia, las uvas procedentes de las parcelas experimentales

(Tempranillo y Graciano) tratadas bajo BPA con Collis® y Vivando® se llevaron a la

bodega experimental de la Universidad de La Rioja para la elaboracién del vino.
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Tabla 3.2. Conicentraciones y fechas de los tratamiento fitosanitarios en campo .

Producto tratamiento y dosis utilizada Fecha Vendimia
20/04/2012
Collis 0,4 1/ha 25/05/2012
17/09/2012
Vivando 0,2 I/ha 20/06/2012
12/07/2012
10/04/2013
Collis 0,4 1/ha
_ 14/05/2013 03/10/2013
Vivando 0,2 I/ha
22/07/2013
24/04/2014
_ 17/06/2014
Collis 0,4 1/ha
01/07/2014 25/09/2014
Vivando 0,2 I/ha
14/07/2014

25/09/2014 CPA

Sobre las uvas vendimiadas de las parcelas testigo y ya en bodega, se
realizaron fortificaciones con los formulados comerciales Mildicut® (Ciazofamida),
Frupica® (Mepanipirim) y Teldor® (Fenhexamida) a las dosis equivalentes a los
correspondientes LMR establecidos en la legislacion para uva, que son 0,5 mg/kg, 3
mg/kg y 5 mg/kg, respectivamente. Dichas fortificaciones se hicieron en uva testigo
estrujada procedente de las variedades tempranillo y graciano y antes de introducir el

mosto en los depdsitos para la vinificacion (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Fortificaciones en depositos.

Vaﬂsgad Afio Formulado comercial | Materia activa Cantidad afiadida
Tempranillo 2012 Teldor 50 WC Fenhexamida 250 mg/50 |
Graciano Fuprica 50 WP Mepanipirim 150 mg/ 5011
Tempranillo 2013 Teldor 50 WC Fenhexamida 250 mg/ 501
P Fuprica 50 WP Mepanipirim 150 mg/ 501
Tempranillo 2014 Mildicut SC Ciazofamida 250 cc/ 50 |
Graciano

3.2.2. VINIFICACION.

En todos los casos las vinificaciones se desarrollaron en depdsitos de 50 | segun

el procedimiento clasico para la elaboracion de vino tinto en la D.O.Ca Rioja (Figura
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3.8). Se realizaron 5 microvinificaciones idénticas, para cada uno de los tratamientos
en 2012 y 2013: testigo, Collis®-BPA, Vivando®-BPA vy fortificaciones con Teldor® 'y
Frupica®; y 6 microvinificaciones idénticas: testigo, Collis®-BPA, Vivando®-BPA, Collis®-
CPA, Vivando®-CPA y fortificaciones con Mildicut® para cada uno de los tratamientos,

en 2014. Todas las microvinificaciones se realizaron por duplicado.

UWA TINTA
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Figura 3.8. Esquema de vinificacion tradicional en tinto (D.O.Ca Rioja).

La evolucion de las microvinificaciones fue controlada en la Bodega
experimental de la Universidad de la Rioja, mediante la medida de densidad y recuento
del ndmero de levaduras viables. Se observdé una disminucién en el numero de
levaduras viables en aquellas microvinificaciones que provenian de uvas tratadas,
debido a la presencia de residuos de plaguicidas, pero sin perturbar la evolucion de las
microvinificaciones, que en todos los casos duraron 14 dias. Tras el trasiego de los
vinos se llevo a cabo una clarificacién de los mismos con gelatina a una dosis de 12
mi/hl. Por dltimo, todos los vinos fueron embotellados y quedaron dispuestos para

realizar los distintos andlisis objeto de la Memoria.
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3.2.3. ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS.

Para la puesta a punto y validacién de la metodologia analitica, tanto en uvas
como vinos, se utilizaron matrices testigo (exentas de residuos de plaguicidas)
procedentes de uvas y vinos ecoldgicos varietales de Monastrell elaborados en la
Bodega San lIsidro (Jumilla, Murcia), siguiendo para estos ultimos el protocolo de la
D.O.P. Jumilla.

3.2.3.1. Extraccion (QUEChERS) en uva y vino.

El procedimiento de extraccion utilizado ha sido una adaptacién del método
QUEChERS (Anastassiades et al., 2003, 2007), que tiene en cuenta la composicion de
las matrices a estudiar y las propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas (Souci et al.,
1999; Macbean, 2013; USDA, 2013) (Figura 3.9.).

Pesar 10 g de muestra en un tubo de centrifuga de 50 ml
Afadir 10 ml de acetonitrilo

Agitar vigorosamente durante 1 min
Anadir 4 g MgSQO,, 1 g NaCl, 1 g NasCitrato dihidratado, 0,5 g Na,Hcitrato sesquihidrato
Agitar cada tubo directamente tras cada adicién
Agitar vigorosamente durante 1 min
Centrifugar 5 min a 3500 rpm

1 ml del extracto se transfiere a un vial y se acidifica con 10 pl de acido férmico al 5%.

LC-MS/MS

Figura 3.9. Esquema del método de extraccion utilizado.

En tubos de centrifuga de 50 ml de polipropileno, se pesan 10 g de muestra y
se afiaden 10 ml de acetonitrilo. El tubo se cierra y se agita a mano vigorosamente
durante 1 minuto, en frio. Afadimos la mezcla de sales tampén para inducir la
separacion de fases y la particion. El tubo se cierra y se agita enérgicamente durante 1
minuto a mano. A continuacién se centrifuga a 3.500 rpm durante 5 min. El extracto

obtenido acidificado, se puede analizar directamente mediante cromatografia.
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3.2.3.2. Determinacién por CL-MS/MS.

Se ha utilizado un cromatégrafo HPLC Agilent Technologies modelo 1260
Infinity (LC-MS/MS QQQ) equipado con una columna Poroshell 120 EC-C18 (3 mm
x100 mm x 2,7 pum), termostatada a 40°C y con un flujo de 0,6 ml/min, siendo el
programa de inyeccion: 5ul muestra + 95ul de fase movil. El tiempo de analisis se fijé
en 12 minutos dejando 5 minutos de tiempo de estabilizacion. Las fases moéviles
empleadas fueron: A) acido férmico en acetonitrilo 0,1% (v/v) y B) &cido férmico al
0,1% y 2 mM de formiato de amonio en H,0, con el gradiente de flujos expuesto en la
Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Gradientes de flujos utilizados en el analisis LC-MS/MS QqQ.

Tiempo (min) %A %B
0 20 80
10 100 0
12 20 80

Para determinar los fungicidas se empleé un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo 6410B equipado con una fuente ESI (electrospray ionization) en modo
positivo.

Se utiliz6 como gas nebulizador nitrégeno y gas de colision argén. En las
siguientes condiciones: Tension capilar de 3000 Vy temperatura de la fuente y de
desolvataciéon de 120 °Cy 350 °C, respectivamente; flujo de gas de cono 1 I/min vy el
flujo de gas de desolvatacion 9 I/min; deteccién por Monitoreo Multi-Reaccion (MRM)
para todos los compuestos con un tiempo de ciclo de 500 ms. Los pardmetros ESI y
MS se optimizan individualmente para cada compuesto diana y se detallan en la Tabla
3.5.

Tabla 3.5. Pardmetros experimentales y condiciones de LC-MS/MS de los
analizados.

fungicidas

Fungicidas (ol lon cuantificador Jon Fragmentacion(v) 2
precursor confirmatorio (min.)
Boscalid [M+H]*=342,9 342,9 —306,9 342,9 —139,9 130 7,49
Ciazofamida [M+H]*=325,1 325,1 —108,0 325,1 —261,0 80 8,44
Fenhexamida [M+H]*=302,1 302,1-97,1 302,1 —55,1 130 7,51
Kresoxim-metil [M+H]*=314,1 314,1 —267,0 314,1 —206,1 80 8,52
Mepanipirim [M+H]*=223,9 2239 —77,1 223,9 —106,0 130 7,65
Metrafenona [M+H]*=409,0 409,0 —»227,0 409,0 —209,0 130 9,44
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3.2.4. VALIDACION DEL METODO ANALITICO DE RESIDUOS
DE PLAGUICIDAS.

La validacion del método analitico se realiz6 caracterizando su alcance,
especificidad, exactitud, sensibilidad, repetibilidad y reproducibilidad, siguiendo los
criterios de las Guias para andlisis de residuos de plaguicidas editadas por la Direccion
General de Sanidad y Consumo de la Unién Europea y la Norma 17025 (SANCO, 2013
y UNE-EN ISO/IEC 17025, 2005). A continuacion, se describen los aspectos
caracterizados y los criterios de aceptacién adoptados en la validacion analitica del

método utilizado.

3.2.4.1. Identificacion, confirmacion y cuantificacion.

La identificacion de las materias activas se realiz6 por comparacion de los
tiempos de retencion (tg) encontrados en las muestras, con los de un patrén externo,
inyectados ambos en el sistema cromatografico con las mismas condiciones analiticas.

Si tienen un rango de tg £ 2% seran admitidas como identificaciones positivas.

La confirmacion en espectrometria de masas se realizd seleccionando dos
transiciones MRM y energias de colision 6ptimas. Se confirma si, en el espectro de
masas, la relacion entre las transiciones de cuantificacion e identificacion cumplen los
requisitos de la Guia SANCO. La cuantificacion en CL-MS, se basé en la medida del
area cromatogréfica de cada pico, calculando su concentracion mediante el uso de

rectas de calibrado preparadas en matriz.

La selectividad y especificidad se estudiaron mediante el método de adiciones.
Anadiendo una cantidad conocida de materia activa a extractos de las matrices
seleccionadas y posterior comparacién de la respuesta de las muestras, con la
respuesta de un patron de la misma concentracion, sin observar diferencias

significativas entre ambas.

3.2.4.2. Linealidad de respuesta del detector.

La linealidad de respuesta del detector se determind con cinco puntos de

calibracion dentro del rango de analisis propuesto y una sola inyeccion de cada uno,

- 88 -



Materiales y métodos

para cada materia activa. El ajuste lineal de los datos a una curva de regresion se
evalu6 para cada materia activa mediante el método de minimos cuadrados, aceptando
la linealidad de respuesta del detector entre las concentraciones inyectadas siempre
que el coeficiente de correlacién lineal (R?) fuera superior a 0,98 y la desviacion
estandar relativa (RSD) inferior al 20% para los factores de respuesta. La recta de
regresion no fue forzada a pasar por el origen. Las curvas de calibracion de los
compuestos analizados se obtuvieron por triplicado a cinco concentraciones (5, 10, 25,
50 y 100 mg/l) mediante el uso de acetonitrilo puro y la solucién de extracto de matriz

para evaluar los posibles efectos de la matriz.

3.2.4.3. Limites de deteccion y cuantificacion.

Para cada materia activa se calculé el limite de deteccion (LD) como la
cantidad o concentracion minima de disolucion patron que fue detectada en las
condiciones experimentales del instrumento analitico utilizado, teniendo en cuenta que

la respuesta presentase una relacion sefial/ruido mayor de 3.

El limite de cuantificacion (LQ) se calculé para cada uno de los analitos,
determinando la menor concentracion de materia activa presente en el extracto de
cada matriz, cuya respuesta en el cromatograma puede cuantificarse con exactitud y

precision (relacion sefial/ruido > 10).

3.2.4.4. Precision y exactitud.

Para el calculo de la repetibilidad del método se procesaron de forma
consecutiva 10 muestras fortificadas a las concentraciones iguales a los limites de
cuantificacion (LQ) y 10 veces superior (10LQ) de cada uno de los fungicidas
estudiados. Los resultados obtenidos fueron sometidos a tratamiento estadistico y el
criterio de aceptacion fue que el valor del coeficiente de variacion (CV) o desviacion

estandar relativa (RSD) obtenido fuese < 20%.

Para el calculo de la reproducibilidad, se procesaron 10 muestras fortificadas a
dos niveles (LQ y 10LQ) en cinco dias diferentes y se sometieron a tratamiento
estadistico con el fin de calcular el coeficiente de variacion para cada fungicida. Se

acepto la reproducibilidad valida cuando el CV fue < 20%.
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Para la evaluacion de la exactitud o porcentaje de recuperacién se extrajeron
diez muestras fortificadas a los dos niveles citados, LQ y 10LQ, comparando sus
resultados con patrones preparados a las mismas concentraciones y analizados todos
en la misma secuencia. El criterio de aceptacion fue que la recuperacion media para

cada conjunto de 10 réplicas estuviese comprendida entre 70-120% con un CV < 20%.

3.2.4.5. Control de calidad.

El control de calidad interno se llevo a cabo de manera rutinaria, incluyendo en
cada secuencia de analisis tres puntos de calibracion, andlisis de blancos de disolvente

y blancos de muestra y fortificaciones a concentraciones de 0,01 y 0,05 mg/I.

3.2.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

La capacidad captadora de radicales libres de la uva y el vino se evalla
haciendo reaccionar la muestra con el radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) segun el
método descrito por Bondet et al., 1997. En el extracto metandlico de la muestra se
determina la capacidad antioxidante por medida en un espectrofotometro Varian Cary
UV, frente a un blanco de 900 pl de metanol. Posteriormente a este blanco se afiaden
95 ul de DPPH, y se realiza la primera lectura de absorbancia Ay. En este momento se
adicionan 5 pl de muestra y se observa la variacion de absorbancia durante 60

minutos, realizando lecturas a intervalos de 1 minuto

La disolucion patrén de DPPH se prepara afiadiendo a 0,036g de DPPH 80 ml
de metanol, y posteriormente se guarda en frio, protegido de la luz. En estas

condiciones se puede conservar 1 semana.

El poder antioxidante de la muestra hace disminuir la concentracion de DPPH y
por tanto el color azul intenso que presenta este radical a lo largo del tiempo. Esta
disminucién, que se mide a una longitud de onda de 517 nm, depende de la
concentracion de antioxidantes presente en la muestra, ya que la concentracion de

radical DPPH es constante en todas las determinaciones.

La capacidad antioxidante de la muestra se expresa referida a la capacidad

antioxidante del Trélox, un derivado soluble de la vitamina E capaz de ejercer una
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importante actividad antioxidante. Para ello se realiza una curva patrén utilizando 50 pl
de diferentes concentraciones de Trélox con 950 pl del radical DPPH (0,1 mM),
midiendo la absorbancia a 517 nm. La disolucion madre de Troélox (Sigma, Madrid,
Espafia) fue de 100000 uM, realizada disolviendo 25 mg de Trélox en 10 ml de

metanol. La recta de calibrado obtenida fue:
y=31554x  R?=0,9938

Siendo y= Absorbancia inicial — Absorbancia final, y x= concentracion.

El andlisis de la actividad antioxidante de las muestras de vino se realizo tras su
embotellado. Las muestras son analizadas por triplicado y los resultados de la
capacidad antioxidante se expresan como valores medios + desviacion estandar de

Equivalentes de Trolox (MMET/mlI).

3.2.6. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN
VINO.

3.2.6.1. Polifenoles totales.

Los fenoles totales han sido medidos mediante el reactivo de Folin-Ciocalteu
(Singleton & Rossi, 1965), metodologia basada en la capacidad de los fenoles para
reaccionar con agentes oxidantes. La coloracion azul producida se mide a una

absorbancia maxima de 765nm.

La muestra en blanco se prepara en un matraz aforado de 10 ml, adicionando
0.5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu y 2 ml de carbonato sédico al 20% (p/v) y

completando el volumen total con agua destilada.

Las muestras se preparan adicionando en un matraz aforado de 10 ml, y por
este orden, 40 pl de vino, 0,5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu y 2 ml de de carbonato
sodico al 20% (p/v), completando el volumen con agua destilada. Se determina la
absorbancia a 765 nm frente al blanco. Las determinaciones se llevaron a cabo por
triplicado y los resultados se expresaron como mg de acido géalico (AEG) por litro de

vino.
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3.2.6.2. Compuestos fendlicos.

La determinacion de antocianos, flavonoles y derivados hidroxicinamicos en los
vinos se realiza mediante inyeccién directa en HPLC-DAD, de 20 pl de vino, previo paso

por un filtro de 0,45 pm.

Los estilbenos se extraen mediante la mezcla de 5 ml de vino con 5 de acetato
de etilo y agitando vigorosamente. Después, la fase organica se separa usando un
embudo decantador, se lleva a secar en un rotavapor y se vuelve a disolver en 0,5 ml
de metanol y se filtran a través de un filtro de 0,45 um. El extracto obtenido es

directamente inyectado en el HPLC-DAD.

La fase movil es una mezcla de agua y acido formico al 5% (disolvente A) y
metanol grado HPLC (disolvente B), a una velocidad de flujo de 1 ml/min. La elucién se
lleva a cabo comenzando con un gradiente, 2% de B hasta 32% en 30 min, 40% a los
40 min y 95% a los 50 min y se mantiene durante 5 min en una elucion isocratica. Los
compuestos se caracterizaron por comparacion cromatografica con sus espectros en el

detector de fotodiodos.

Todas las antocianos (cianidina 3-glucésido, pelargonidina 3-glucdsido,
petunidina 3-glucésido, peonidina 3-glucésido, malvidina-3-glucésido y derivados
acilados) fueron cuantificadas como cianidina 3-rutinésido, por absorcion a 510 nm.
Los flavonoles (miricetina 3-glucésido, quercetina 3-glucdsido, kaempferol 3-glucdsido,
miricetina, quercetina) como rutina a 360 nm y los derivados hidroxicinamicos (Cafeoil-
tartarico, feruloil-tartarico, cumaroil-tartarico) como &cido clorogénico a 320 nm. Por
altimo, los estilbenos (cis y trans resveratrol y piceidos) fueron cuantificados como

trans-resveratrol a 320 nm (Cantos et al., 2003).

Los compuestos fendlicos totales se calcularon como la suma de las cantidades
de antocianos, flavonoles, hidroxicinamicos y estilbenos, detectados en cada
cromatograma. Todos los anadlisis se realizaron por triplicado y los resultados se
expresaron como valor medio = desviacion estandar (SD). La precision y la exactitud

del método se verificaron y se adecuaron para los objetivos buscados.
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3.2.7. ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD /N VITRO.

El estudio de biodisponibilidad se realiz6 simulando la digestion gastrointestinal
y el proceso de absorcién intestinal. Se tomaron 40 ml de estandares de los plaguicidas
a las concentraciones de 0,1; 0,5; 1; 2; 5 y 10 mg/kg, que fueron preparados en
acetonitrilo:agua 50:50 (V:V) y muestras de 40 g de uva y 40 ml de cada tipo de
vinificacion, fortificadas a las mismas concentraciones utilizadas para los estandares.

En la Figura 3.10., se expone un esquema del procedimiento.

Muestra

Dilucién 1:1
(excepto en vinos)
e

Digestion acida con pepsina
(pH 2, 37 °C, agitacion 2 h)

Alicuota | Alicuota Il
Valoraciéon con NaOH Bafio de hielo

Digestion con pancreatina y sales biliares
Didlisis con membrana tubular semipermeable
(pH 7, 37 °C, agitacién 2 h)

|

< Andlisis del dializado >

Figura 3.10. Esquema del ensayo de biodisponibifidad in vitro.

Inicialmente, el pH de la muestra se mide y se valora con HCl hasta pH 2.
Entonces, se afiaden 6 ml de la solucion de pepsina (160 mg/l) y se realiza la digestion
acida durante 2 horas, a 37°C, en un bafio con agitacion moderada constante,
imitando los peristaltismos y la temperatura corporal humana. Durante este tiempo, se

verificd el mantenimiento del pH en 2.

En segundo lugar, una alicuota de la muestra, a la que se afiaden 5 ml de la
solucion de sales biliares y pancreatina (4 mg/l), se valora con NaOH hasta pH 7,

mientras la otra alicuota permanece en un bafio de hielo con la digestion é&cida
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detenida. En tercer lugar, esta segunda alicuota se somete a la segunda digestion y a
la dialisis, a 37°C, durante 2 h y en un bafio con agitaciébn constante moderada,
imitando las condiciones humanas. Para ello, se introduce una membrana tubular
sellada, con un volumen de 10 ml de una soluciéon preparada con una cantidad de
NaHCO; equivalente a la acidez valorada en la primera alicuota y diluida hasta 25 ml
con agua Mili-Q. Media hora después, se afladen los 5 ml de la solucién de sales
biliares y pancreatina. Finalmente, se recoge el dializado, se mide y analiza (Miller et

al., 1981; Schricker et al., 1981; Gil-lzquierdo et al., 2002).
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4.1. RESIDUOS DE FUNGICIDAS.

4.1.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO DE RESIDUOS
DE FUNGICIDAS.

Tanto en los cromatogramas correspondientes al acetonitrilo, como en los
pertenecientes a extractos de matrices en blanco (uva y vino), no se detectaron picos
cromatograficos con areas superiores al 30% del limite de cuantificacién (LQ), en los

tiempos de retencién de los compuestos de interés.

La linealidad de respuesta se obtuvo en los correspondientes cromatogramas, a
partir de las areas de los picos de los diferentes plaguicidas, y se evalu6 mediante la
preparacion de diferentes rectas de calibracién con disoluciones estandar afiadidas a
matrices de uva y vino, con el fin de evitar posibles interferencias causadas por el
efecto de la matriz. La Tabla 4.1., muestra las ecuaciones de las rectas de regresion

obtenidas, sus coeficientes de correlacion (R?) y desviaciones estandar relativas (RSD).

Tabla 4.1. Rectas de regresion, coeficientes de correlacion (R°) y desviacion estandar relativa
(RSD) de los fungicidas estudiados en uva y vino.

Fungicidas — gya — V.if'o

Ecuacion de regresion R2 %RSD | Ecuacion de regresion R? %RSD

Boscalid y = 83,76x-6,49 0,999 6,52 y = 1702,69x+386,06 1,000 | 2,36
Ciazofamida y = 219,95x+144,95 0,999 7,85 y = 1031,24x+415,03 0,999 | 5,62
Fenhexamida y = 48,95x+66,39 0,999 | 16,88 y = 223,13x+63,88 1,000 | 6,66
Kresoxim-metil y = 106,86x+25,97 0,999 13,05 y =412,49x+331,89 0,999 3,34
Mepanipirim y = 414,28x+433,75 0,998 | 17,87 | y=779,27x+2952,92 0,999 | 11,04
Metrafenona y =111,79x+105,40 0,999 | 11,05 y =416,77x+139,72 0,999 | 3,18

Como se puede observar, todas las ecuaciones presentan valores del coeficiente

de correlacion superiores a 0,998 y unas desviaciones estandar relativas (RSD)
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inferiores al 18%; ajustandose a las exigencias de la Guia SANCO y por tanto las
consideramos vélidas en ambas matrices. Para todos los plaguicidas el limite de
deteccion (LD) fue de 0,003 mg/kg y el limite de cuantificacion (LQ) de 0,01 mg/kg.
Este Ultimo, como muestra la Tabla 4.2., es hasta 50 veces mas bajo que el menor
limite maximo de residuos (LMR) establecido para estos fungicidas en uva de

vinificacion, ya que no estan establecidos en vino.

Tabla 4.2. Limites de deteccion, cuantificacion y LMR en los fungicidas estudiados (mg/kg).

Fungicidas va vino
LD LQ LMR LD LQ LMR

Boscalid 0,003 0,01 5 0,003 0,01
Ciazofamida 0,003 0,01 05 0,003 0,01
Fenhexamida 0,003 0,01 5 0,003 0,01
Kresoxim-metil 0,003 0,01 1 0,003 0,01
Mepanipirim 0,003 0,01 3 0,003 0,01
Metrafenona 0,003 0,01 0,5 0,003 0,01

Para el estudio de precision y exactitud, se analizaron 10 réplicas de muestras
de uva y vinos fortificados con cantidades iguales al LQ y diez veces superior (10LQ),
en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad. En todos los casos, se aplicaron las
condiciones de aceptacion y rechazo especificados en las directrices SANCO y descritas

en el apartado 3.2.4. de Materiales y Métodos.

En la Tabla 4.3., se muestran los valores de desviacion estandar relativa (RSD)
obtenidos en el estudio de la precision en uva y vino en condiciones de repetibilidad y
reproducibilidad. Como se puede observar, las desviaciones estandar de la repetibilidad
como de la reproducibilidad para los fungicidas estudiados tanto en la matriz uva como
en la del vino se encuentran entre 1,57%-18,92%, y 1,91%-17,98%, respectivamente,

no superando en ningun caso el 20%, que es el limite de aceptacion fijado.
En las Tablas 4.4., 4.5., 4.6. y 4.7., se muestran los valores de exactitud

obtenidos en el analisis de las 10 réplicas para los dos niveles de fortificacion (LQ y

10LQ) para uva y vino, en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad.
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Tabla 4.3. Desviacion estandar relativa en el estudio de la precisién en uva y vino.

UVA RSD (%) Vino RSD (%)
Fungicidas Repetibilidad Reproducibilidad Repetibilidad Reproducibilidad
LQ 10LQ LQ 10LQ LQ 10LQ LQ 10LQ
Boscalid 4,33 3,18 17,09 3,74 4,76 2,75 8,55 2,88
Ciazofamida 3,01 3,61 11,06 4,65 6,28 351 6,82 3,72
Fenhexamida 4,26 157 7,78 5,90 5,33 2,54 9,47 3,01
Kresoxim-metil 5,82 5,85 18,92 7,83 5,99 6,63 6,96 5,86
Mepanipirim 4,98 3,77 10,85 5,88 14,88 2,55 17,98 4,04
Metrafenona 5,62 2,91 11,10 3,63 4,55 2,43 6,44 4,20

Tabla 4.4. Porcentajes de recuperacion en las muestras de uva

condiciones de repetibilidad.

fortificadas a LQ y 10LQ, en

Fungicida UVA- LQ UVA- 10LQ
Media Méaximo-Minimo Media Méximo-Minimo

Boscalid 105,39 113,78-98,39 83,55 87,13-78,34
Ciazofamida 111,92 119,64-107,70 95,06 99,41-87,49
Fenhexamida 84,53 90,04-78,39 71,56 73,56-70,17
Kresoxim-metil 108,63 123,32-99,19 95,04 102,57-83,92
Mepanipirim 79,52 89,00-74,15 74,29 78,44-70,15
Metrafenona 103,36 110,41-88,83 83,14 86,45-79,20

Tabla 4.5. Porcentajes de recuperacion en las muestras de uva

condiciones de reproducibilidad.

fortificadas a LQ y 10LQ, en

Fungicida UVA LQ UVA 10LQ
Media Méximo-Minimo Media Méximo-Minimo
Boscalid 89,97 113,78-72,39 89,97 90,18-79,78
Ciazofamida 98,10 119,96-78,23 91,87 99,4-83,3
Fenhexamida 79,96 90,04-72,02 74,30 83,49-70,16
Kresoxim-metil 88,82 102,57-80,01 92,01 102,57-80,01
Mepanipirim 79,49 100,73-70,48 74,37 84,92-70,15
Metrafenona 84,67 110,41-75,54 82,50 86,45-76,7

En las muestras de uva, en todos los casos se supera el 79,49% de

recuperacion para las muestras fortificadas con cantidades iguales al limite de

cuantificacion; y el 71,56% para las fortificadas con concentraciones 10 veces superior

a dicho limite. En condiciones de repetibilidad los valores medios son superiores a

79,52% (mepanipirim) a niveles de LQ y 71,56% (fenhexamida) en rangos de 10LQ;

en ningln caso se supera el valor medio de recuperacién de 111,92% (ciazofamida)

mas desfavorable. En condiciones de reproducibilidad los valores medios para niveles
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de LQ son superiores a 79,49% (mepanipirim) y para rangos de 10LQ a 74,30%

(fenhexamida); no superando en ningun caso el maximo de 92,01% (kresoxim-metil).

En las muestras de vino, en general, se supera el valor medio de recuperacion
de 77,51% en niveles de LQ y de 73,00% en 10LQ. En condiciones de repetibilidad el
valor medio para todos es superior al 77,51% (ciazofamida) en rangos de LQ y al 73%
(metrafenona) en 10LQ; no superandose el 84,04% (boscalid) en ningun caso. En
condiciones de reproducibilidad los valores medios son superiores a 77,76%
(ciazofamida) en el rango de LQ y a 73,01% (boscalid) en el de 10LQ; en ningln caso

se supera el 86,82% (mepanipirim) como valor medio de recuperacion.

Tabla 4.6. Porcentajes de recuperacion en las muestras de vino fortificadas a LQ y 10LQ, en
condiciones de repetibilidad.

Fungicida VINO LQ VINO 10LQ
Media Maximo-Minimo Media Maximo-Minimo

Boscalid 84,04 85,96-70,87 73,40 76,24-70,84
Ciazofamida 77,51 84,62-71,16 73,79 79,32-70,78
Fenhexamida 79,32 72,19-85,69 74,14 78,34-71,47
Kresoxim-metil 77,70 85,87-71,18 76,54 70,44-85,4
Mepanipirim 82,27 104,09-54,54 74,77 77,1-70,74
Metrafenona 75,85 81,74-71,59 73,00 75,58-70,21

Tabla 4.7. Porcentajes de recuperacion en las muestras de vino fortificadas a LQ y 10LQ, en
condiciones de reproducibilidad.

Fungicida VINO LQ VINO 10LQ
Media Méximo-Minimo Media Méximo-Minimo

Boscalid 81,57 94,07-70,87 73,01 76,24-70,21
Ciazofamida 71,76 70,03-84,62 73,56 79,32-70,47
Fenhexamida 82,72 96,59-72,19 73,67 78,34-70,95
Kresoxim-metil 77,94 87,6-71,18 73,42 75,36-70,44
Mepanipirim 86,82 104,09-54,54 74,47 79,45-70,74
Metrafenona 80,19 87,45-71,59 73.03 80,15-70,21

Podemos concluir que los valores obtenidos en el estudio de la metodologia
analitica empleada en la extraccién y cuantificacion de los residuos de los fungicidas
ensayados, cumplen los criterios de aceptacion y rechazo estipulados; y por lo tanto,

es suficientemente precisa y exacta para los objetivos de este trabajo.
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4.1.2. DETERMINACION DE RESIDUOS EN VINOS.

Se determinaron los residuos de los fungicidas boscalid, kresoxim-metil y
metrafenona, en los vinos obtenidos de uvas, variedades Tempranillo y Graciano,
cultivadas segun précticas agricolas y tratamientos fitosanitarios habituales (Buenas
Practicas Agricolas) y que se han expuesto en el apartado de Materiales y Métodos. El
proceso de vinificacion en bodega se desarrollé durante las campafias de 2012, 2013 y
2014. Ademas, en el afio 2014 se determinaron dichos niveles residuales bajo
tratamiento fitosanitario de Criticas Practicas Agricolas, vendimiando la uva 2 horas

después de la aplicacién de los fungicidas a las dosis recomendadas.

Los resultados obtenidos (Tabla 4.8.) muestran niveles residuales para los tres
fungicidas muy inferiores a los LMR establecidos para uva en los vinos elaborados
procedentes de vifias tratadas bajo BPA. Hay que sefialar que tanto en las vendimias
de 2013 como 2014 los residuos de los tres fungicidas son inferiores a los limites de

cuantificacion establecidos (0.01 ppm).

Tabla 4.8.- Residuos de fungicidas (ppm) en vinos después de su aplicacion en campo en uvas
de variedades Tempranillo y Graciano.

Tempranillo Graciano
Fungicidas LMR (uva) BPA CPA BPA CPA
2012 | 2013 | 2014 | 2014 | 2012 | 2014 | 2014
Boscalid 5 109 | <001 | <0,001 | 317 | 154 | <001 | 21
Kresoxim-metil 1 0,39 | <001 | <001 | 148 | 058 | <0,01 | 0,82
Metrafenona 0.5 02 | <001 | <001 | 084 | 0,19 | <0,01 | 0,13

En el caso de los tratamientos realizados bajo Criticas Practicas Agricolas (CPA)
en los dos tipos de uva, tan solo metrafenona y kresoxim-metil presentan residuos
superiores a los LMR en uva Tempranillo en la vendimia de 2014. El resto de fungicidas
y en todos los demas casos y vendimias son claramente inferiores a los LMR

establecidos para uva de vinificacion.

Las diferencias entre los valores residuales de las diferentes vendimias pueden
atribuirse principalmente a la climatologia y fechas de vendimia de los tres afios: 2012
fue un aflo considerado como “muy bueno” con una climatologia normal; 2013 se
caracteriz6 por una climatologia con pluviometria muy alta y 2014 ,mantuvo una

climatologia muy favorable para el desarrollo del vifiedo (CRDOC, 2015).
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En la Figura 4.1., se representan graficamente los valores residuales en los
vinos procedentes de uvas tratadas con los fungicidas objeto de estudio, aplicados en

campo y por vendimia.

m Metrafenona H Kresoxim-metil Boscalid

T BPA

T BPA
2012 TBPA 1 cpa

2013
2014 G BPA
2014 5012 ggff G CPA
2014

Figura 4.1. Evolucion de los residuos de fungicidas en las tres vendimias.

Como se observa en la Figura 4.2., en los vinos procedentes de la variedad
Tempranillo tratada bajo BPA, presentan valores ligeramente inferiores a los
elaborados a partir de la variedad Graciano, aunque en ningln caso en condiciones
agrondmicas habituales alcanzan los LMR establecidos para uva. En el caso de los
tratamientos en condiciones de CPA, encontramos que los niveles residuales en la

variedad Tempranillo son superiores a los de Graciano.

Boscalid W Kresoxim-metil H Metrafenona
3,5 1
3 -4
2,5
g 27
g
1,5 -
1 -4
0,5
0
T BPA T CPA G BPA G CPA

Figura 4.2. Valores residuales (ppm) en vinos.
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En los vinos elaborados con uvas de ambas variedades, a las que se les afiadio
en bodega y después del estrujado los fungicidas fenhexamida y mepanipirim, se
observa un comportamiento similar, encontrando que en ningin caso los vinos
contenian residuos de estos fungicidas con valores superiores a los LMR en uva. En el
caso de los vinos fortificados con ciazofamida, los niveles residuales en vino también

son inferiores a su LMR para uva (Tabla 4.9.).

Tabla 4.9. Residuos de fungicidas (ppm) en los vinos fortificados en bodega.

Concentraciones Tempranillo Graciano
Fungicidas afiadidas en uva 2012 2013 2014 2012 2014
(ppm)
Fenhexamida 5 2,54 2,35 2,14
Mepanipirim 3 0,25 0,37 0,22
Ciazofamida 0,5 0,19 0,2

No se observan diferencias significativas entre las dos variedades de uva
durante la vinificacion y tanto fenhexamida como mepanipirim y ciazofamida tienen
una evolucion similar, las muestras de uva fortificadas con estos fungicidas a las dosis
de 5, 3y 0,5 ppm, respectivamente disminuyen en mas del 50% a lo largo del proceso
de vinificacién, encontrando unos niveles residuales en vino muy por debajo del LMR

establecido para uva (Figura 4.3.).

3 7 B Fenhexamida ™ Mepanipirim = Ciazofamida

7 a9

T 2012 T 2013 T 2014 G 2012 G 2014

Figura 4.3. Valores residuales (ppm) en vino de los fungicidas afiadidos en bodega.

Se ha estudiado la posible influencia del proceso de clarificaciéon en la

eliminacién de los residuos de boscalid, kresoxim-metil, metrafenona, fenhexamida y
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mepanipirim en el vino, no encontrandose efectos significativos, ya que los valores

residuales no difieren antes y después de la clarificacion. (Tabla 4.10. y Figura 4.4.).

Tabla 4.10. Valores residuales (ppm) en vinos antes y después de la clarificacion.

. Tratamiento en campo Afiadido uva en bodega
vino Boscalid | Kresoxim-metil Metrafenona | Fenhexamida Mepanipirim
Sin clarificar <0,01 <0,01 <0,01 2,31 0,39
Clarificado <0,01 <0,01 <0,01 2,35 0,37

Boscalid m Kresoxim-metil ®m Metrafenona B Fenhexamida ® Mepanipirin

25 - 2,31 2,35

ppm

Sin clarificar Clarificado

Figura 4.4. Efecto de la clarificacion en la desaparicion de residuos de fungicidas.

4.2. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDAN-
TE Y COMPUESTOS FENOLICOS.

4.2.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

La actividad antioxidante se determin6 inmediatamente después de abrir el vino
embotellado para evitar posibles oxidaciones e interferencias en los resultados,
utilizando el radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), tanto en los vinos elaborados con
uvas de las parcelas sin tratar, como en los tratados en campo y en los fortificados en
bodega. En la Tabla 4.11., se exponen los resultados obtenidos expresados como
valores medios = desviacion estandar de equivalentes Trolox, en cada una de las

vendimias y variedades de uva.
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Tabla 4.11. Actividad antioxidante (mM Trolox/ml vino) de los vinos de las distintas vendimias
y variedades en BPA, CPA y fortificadas.

Funaicida Tempranillo Graciano
g 2012 2013 2014 | 2014 CPA 2012 2014 | 2014 CPA
Testigo 7,53+0,36 | 7,29+0,24 5,72+0,46 5,06+0,37 5,17+0,37
Boscalid + 1 795,047 | 7414022 | 5224046 | 5704041 | 412+0,31% | 6,02+025% | 5,16+0,16
Kresoxim-metil
Metrafenona 8,41+1,12 6,61+0,39 | 5,56+0,17 | 5,55+0,22 5,02+0,34 5,77+0,39* | 6,01+0,12**
Fenhexamida 7,09+0,37 6,89+0,61 5,00+0,66
Mepanipirim 7,45%0,63 7,20+0,42 4,61+0,49
Ciazofamida 5,52+0,14 5,13+0,29
*x* p<0,001 **p<0,01 * p<0,05

En los vinos testigo, sin tratamientos fitosanitarios, en las vendimias de 2012 y
2013 se constata que la actividad antioxidante de la variedad Tempranillo (7,53%0,36
mM Trolox/ml vino) es superior a la de los vinos variedad Graciano (5,06+0,37 mM
Trolox/ml vino); mientras que en la de 2014 los valores se aproximan. Estos datos
estdn en consonancia con los mostrados por distintos autores, ya que la capacidad
antioxidante del vino depende de la variedad de uva, condiciones edafoclimaticas,
practicas culturales y climatologia (Lee y Talcott, 2004; Rebolo-Lépez, 2007; Fanzone
et al., 2012).

La presencia de residuos de boscalid, kresoxim-metil, fenhexamida vy
mepanipirim en vino Tempranillo no afectan a su actividad antioxidante, ya que los
valores encontrados apenas difieren de los hallados en los vinos testigo. En el caso de
vinos con residuos de metrafenona, los valores presentan pequefias variaciones
respecto al testigo, no siendo éstas significativas. Por el contrario, hemos encontrado
que para vinos variedad Graciano, la presencia de residuos de los fungicidas
estudiados si afecta significativamente a la capacidad antioxidante de los mismos,

excepto para ciazofamida, mepanipirim y fenhexamida.

En la Figura 4.5., se muestra la actividad antioxidante en cada uno de los vinos
estudiados, testigo y elaborados durante las tres vendimias, tanto para los aplicados en
campo bajo buenas como en criticas practicas agricolas (BPA y CPA) como en la
experiencia realizada para establecer posible influencia de la clarificacion durante el

proceso de vinificacion.
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Figura 4.5. Actividad antioxidante en los de vinos Tempranillo y Graciano con los distintos
fungicidas estudiados, durante las tres vendimias.

Cuando comparamos los valores medios de la actividad antioxidante en los
vinos (Figura 4.6.) se puede observar que practicamente no hay variaciéon en funcion
del tratamiento fitosanitario en campo, bien sea en condiciones de BPA o CPA. Los
vinos Tempranillo con presencia de residuos de boscalid+kresoxim-metil vy
metrafenona presentan una ligera disminucién de la capacidad antioxidante; mientras
que en la variedad Graciano la presencia de metrafenona eleva ligeramente dicha
capacidad. En el caso de fenhexamida y mepanipirim, fungicidas afiadidos en depdsito
al inicio de la vinificacion, observamos una ligera disminucién de la actividad
antioxidante para la variedad Graciano y no hay diferencias significativas en
Tempranillo. La presencia de ciazofamida reduce la actividad antioxidante en vino

Tempranillo y practicamente no influye en Graciano.
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H Tempranillo

mM Trolox/ml vino

B Graciano

Figura 4.6. Comparacion de la actividad antioxidante media de las tres vendimias para cada

variedad vino y fungicida estudiado.

Se ha estudiado la influencia del proceso de clarificacién en la vinificacion, con

objeto de determinar si la eliminacién de sélidos en esta etapa podria afectar a la

capacidad antioxidante de los vinos. En la Tabla 4.12. y Figura 4.7., se exponen los

valores de la actividad antioxidante en vinos clarificados y sin clarificar de la variedad

Tempranillo, observando como se habia indicado anteriormente, la clara influencia de

metrafenona y fenhexamida en la capacidad antioxidante del vino ya que se reduce

respecto a la del vino testigo (6,61+0,39 y 6,89+0,61 frente a 7,29+0,24 mM Trolox).

Tabla 4.12. Efecto de /a clarificacion en la actividad antioxidante (DPPH) en vino Tempranillo.

o [ Actividad antioxidante (mM Trolox/ml£SD)
Fungicida afiadido
Clarificado Sin clarificar

Testigo 7,29+0,24 7,29+0,24
Boscalid + Kresoxim-metil 7,41+0,22 7,20+0,18
Metrafenona 6,61+0,39 6,69+0,68
Fenhexamida 6,89+0,61 7,56+0,26
Mepanipirim 7,2040,42 7,3140,22

En general, no se aprecian diferencias significativas en la actividad antioxidante

antes y después del proceso de clarificacion. Hay que sefialar que en los vinos con

residuos de fenhexamida, se produce una disminucion del orden del 9 %.
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m Clarificado = Sin Clarificar

mM Trolox/ml vino
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Figura 4.7. Efecto de la clarificacion en la actividad antioxidante de vinos Tempranillos con
residuos de fungicidas.

Al hacer una comparacion global de todos los tratamientos, en la Figura 4.8. se
puede observar que en el vino Tempranillo, la presencia de residuos de mepanipirim y
fenhexamida incrementan la actividad antioxidante, mientras que ciazofamida,

boscalid+kresoxim-metil y metrafenona la disminuyen respecto al vino testigo.

Vino Tempranillo

M Ciazofamida Boscalid + Kresoxim-metil
W Mepanipirim W Metrafenona

H Fenhexamida

Act. Antiox.

Figura 4.8. Variacion de la actividad antioxidante en vino Tempranillo respecto al vino testigo.

En el caso de vino Graciano (Figura 4.9.), ciazofamida y boscalid+kresoxim-

metil no se aprecia influencia sobre la actividad antioxidantes respecto al vino testigo,
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mientras que la presencia de metrafenona la aumenta y mepanipirim y fenhexamida la

reducen.

Vino Graciano

Ciazofamida Boscalid + Kresoxim-metil
W Mepanipirim W Metrafenona

W Fenhexamida

Act. Antiox.

-40 -20 0 20 40

Figura 4.9. Variacion de /a actividad antioxidante en vino Graciano respecto al vino testigo.

4.2.2. POLIFENOLES TOTALES.

La actividad antioxidante del vino se debe a su capacidad para atrapar radicales
libres, y se ha establecido que su valor presenta una relacién directa con el contenido
polifendlico (Gonzalez-Paramas et al., 2004; Fernadndez-Pachén et al., 2004; Miller et
al., 2010, Molina-Quijada et al., 2010; Sun et al., 2011). Para establecer posibles
correlaciones entre la actividad antioxidante y compuestos fendlicos, se ha
determinado el contenido en polifenoles totales (expresados como g/l) segun el
método de cuantificacion que utiliza el reactivo de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi,
1965). En la Tabla 4.13., se exponen los valores de polifenoles totales para cada vino
elaborado con las dos variedades de uva, las tratadas con los formulados comerciales
en campo Collis® (boscalid+kresoxim-metil) y Vivando® (metrafenona) y las
fortificadas en bodega con Teldor® (fenhexamida) y Frupica® (mepanipirim) vy

Mildicut® (ciazofamida).
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Tabla 4.13. Polifenoles totales (Folin-Ciocalteu) en vinos Tempranillo y Graciano (g/1).

Funaicida Tempranillo Graciano
’ 2012 2013 2014BPA | 2014CPA | 2012 | 2014 BPA | 2014 CPA
Testigo 2,05+0,09 | 1,790,01 1,67+0,03 2,460,09 2,41+0,05
Krsgjfi?:]'_dm;t“ 1,78+1,71* | 2,59+0,01%* | 1,52+0,45 | 1,6640,02 | 1,60+0,04 | 2,4740,02 | 2,57+0,01
Metrafenona 2,11+0,06 | 1,80+0,01 | 1,65+0,02 | 1,65+0,05 | 155+0,10 | 2,45+0,06 | 2,47+0,03
Fenhexamida | 1,61+0,12** | 2,00+0,01* 1,84+0,07
Mepanipirim 1,38+0,04 | 1,71+0,01** 1,61+0,24**
Ciazofamida 1,61£0,02 2,360,01
**xp<0,001 **p<0,01  *p<0,05

Al examinar los valores encontrados en los vinos testigo de la vendimia de
2012, se constata que el contenido en polifenoles totales en vino variedad Graciano
(2,46x0,09 g/1) es ligeramente superior al encontrado en vino Tempranillo (2,05+0,09
g/). La presencia de residuos de boscalid+kresoxim-metil, metrafenona, fenhexamida
y mepanipirim reducen el contenido de polifenoles totales en los vinos variedad
Graciano. Sin embargo este comportamiento es diferente para vinos Tempranillo, ya
que metrafenona incrementa ligeramente su contenido (2,11+0,06 g/l) respecto al
vino testigo (2,05+0,09 g/l), (Figura 4.10.). Los resultados encontrados estan sin duda
condicionados por las distintas labores manuales realizadas tanto durante los
tratamientos en campo, por el clima y sobre todo por el proceso de vinificacion en los

depositos experimentales.

Se ha estudiado la influencia de la clarificacién en el contenido en polifenoles
totales calculado segin el método de Folin-Ciocalteu, encontrando que los vinos con
presencia de los fungicidas fenhexamida, boscalid+kresoxim-metil y metrafenona
presentaban contenidos mas altos en polifenoles que el vino testigo (Tabla 4.14.).
Observando como el proceso de clarificacion en vinos Tempranillo tiene efectos

significativos en los valores de polifenoles totales.
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Figura 4.10. Polifenoles totales en los vinos Tempranillo y Graciano tratados con los distintos
fungicidas estudiados, durante las tres vendimias.

Tabla 4.14. Efecto de la clarificacion en el contenido en polifenoles totales en vino Tempranillo
(2013).

o o Polifenoles Totales (g/l)
Fungicida afiadido = : =

Clarificado Sin clarificar

Testigo 1,79+0,01 1,79+0,01
Boscalid + Kresoxim-metil 2,59+0,01** 2,46+0,03**

Metrafenona 1,80+0,01 1,85+0,10

Fenhexamida 2,00£0,01** 1,73+0,08
Mepanipirim 1,71+0,01* 2,00+0,12**

**xp<0,001 ** p<0,01  * p<0,05
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En el caso de los vinos con presencia de residuos de boscalid + kresoxim-metil
y fenhexamida los polifenoles totales experimentan un incremento frente al vino sin
residuos (2,59+0,01 y 2,00+0,01, frente a 1,79+0,01 g/I, respectivamente) (Figura
4.11)).

m Clarificado m Sin Clarificar

Figura 4.11. Efecto de la clarificacion en el contenido de polifenoles totales en vino
Tempranillo con residuos de fungicidas.

En las Figuras 4.12. y 4.13., se representan los efectos de los distintos

fungicidas sobre el contenido de polifenoles totales.

Vino Tempranillo

m Ciazofamida Boscalid + Kresoxim-metil
B Mepanipirim W Metrafenona

M Fenhexamida

Polifenoles totales

-40 -20 0 20 40

Figura 4.12. Variacion de polifenoles totales en vino Tempranillo respecto vino testigo.
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Vino Graciano

Ciazofamida Boscalid + Kresoxim-metil
H Mepanipirim HMetrafenona

HFenhexamida

Polifenoles totales
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Figura 4.13. Variacion de polifenoles totales en vino Graciano respecto vino testigo.

Asi en vino Tempranillo la presencia de residuos de ciazofamida y mepanipirim
reducen su contenido respecto al testigo; mientras que boscalid+kresoxim-metil lo
aumentan ligeramente; por ultimo fenhexamida y metrafenona no afectan su

contenido.

En el caso de vinos Graciano la influencia de la variedad es notable, ya que en

todos los casos la presencia de fungicidas reduce el contenido de polifenoles totales.

La actividad antioxidante se ha relacionado con el contenido en polifenoles para
una amplia variedad de vinos, ya que se ha constatado en diversos estudios que
presenta una cierta correlacion (Frankel et al., 1995; De Beer et al., 2003; Sanchez-
Moreno et al., 2003). La mayoria de los trabajos establecen una fuerte correlacién
entre ambas medidas (Saxena et al., 2007; Mulero et al., 2009 y 2011; Shen et al.,
2009; Tabart et al.,, 2009; Beserra-Almeida et al., 2011; Chaieb et al., 2011;
Szydlowska-Czerniak et al., 2011; Zilic et al., 2011; de Souza et al., 2012; Terpinc et
al., 2012); pocos son los que observan una débil relacion (Jayasekera et al., 2011;
Sulaiman et al., 2011; Tlili et al., 2011).

En nuestro caso (Figura.4.14.) encontramos valores dispares, mientras que
para vino Tempranillo la correlacién lineal es muy débil con una dispersion notable de

los datos (R?= 0,0209, p<0,05), en el caso de Graciano hay una mayor correlacién
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(R*= 0,5268, p<0,05). En todo caso, dicha correlacién es poco significativa, lo que
puede ser debido a la disparidad y gran diferencia en la calidad y caracteristicas de las
tres vendimias. Hay destacar las importantes diferencias climatoldgicas entre los afios
2012, 2013 y 2014 en La Rioja, sobre todo lluvias y temperaturas medias que

incidieron en la produccién y maduracion de las mismas (CRDOC, 2015).

ATempranillo M Graciano

3,00
2,50 I
3 R? =0,5268
2 [ |
° 200 R? = 0,0209
e /o Aw
c
£ | A
S 150 A
[« W
1,00
0,50
0,00 T T T ]
0 2 4 6 8
Actividad Antioxidante
(mM Trolox)

Figura 4.14. Correlacion entre polifenoles totales y actividad antioxidante de los vinos.

4.2.3.- COMPUESTOS FENOLICOS.

Los compuestos fendlicos en el vino proceden, l6gicamente, de la uva (algunos
de ellos se encuentran en el hollejo, otros en la pulpa, en las semillas, y en el raspon)
y su composicion depende, como hemos dicho anteriormente, de la variedad de uva,

ubicacién geogréfica, caracteristicas agronémicas y climatoldgicas del cultivo, etc.

Basicamente responden a cuatro tipos, segun sean derivados de flavonoides o
no flavonoides, para los primeros destacamos: a) Derivados de &cidos
hidroxicinamicos, utilizados para seguir la oxidacién del vino, entre los que destacan
cumarico y ferulico, importantes a nivel organoléptico por producir olores muy fuertes.

Ademas, pueden llegar a provocar pardeamiento del liquido; y b) Estilbenos, con un
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notable poder antioxidante, especialmente el resveratrol. Se hallan en la semilla y el

hollejo de la uva y tienen una notable accion antifungica en las bayas.

En el caso de los no flavonoides: a) Flavonoles, importantes en la llamada
copigmentacioén, por formar complejos con los antocianos. Se ubican en los hollejos y
también en los raspones de uvas tintas y blancas. Su cantidad se ve influenciada por la
insolacién, cantidad de agua que recibe la vid y el contenido en nitrégeno del suelo; b)
Antocianos: Son los principales encargados del color de los vinos tintos. Aparecen en
las uvas tintas a partir del envero. La cantidad presente se ve fuertemente influenciada
por las restricciones hidricas, los rendimientos, el vigor de la planta, la temperatura, la

exposicion del follaje y las caracteristicas del suelo (Zamora, 2003).

Los principales compuestos fendlicos que hemos determinado en los vinos
Tempranillo y Graciano son: antocianos, derivados hidroxicinamicos, flavonoles y
estilbenos. En la Tabla 4.15. se exponen los valores medios de estos compuestos

determinados en ambos vinos en todas las vendimias.

Tabla 4.15. Valores medios de compuestos fendlicos (mg/]) para los dos vinos.

Vino | Compuestos | Antocianos | Hidroxicindmicos | Flavonoles | Estilbenos
Testigo 596,26 139,57 98,48 43,03
Fenhexamida 669,61 153,37 107,93 42,46
° Boscalid
= + . 697,61 140,49 116,63 50,12
5 | Kresoxim-metil
E Metrafenona 572,53 143,88 98,33 38,39
Mepanipirim 576,33 154,49 119,18 40,96
Ciazofamida 701,93 146,67 100,84 46,93
Testigo 678,13 108,55 55,24 44,55
Fenhexamida 698,54 92,46 65,77 44,58
Boscalid
Sl kresoim. 623,40 73,00 80,33 4341
8 metil
© Metrafenona 594,28 107,97 59,00 41,90
Mepanipirim 626,61 111,84 81,6 52,03
Ciazofamida 532,87 94,09 4521 31,01
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Los antocianos presenta un valor medio de 596,26 mg/l en vino testigo de
tempranillo frente a 678,13 mg/l en Graciano. Obteniendo el valor més alto en los
vinos Tempranillo con ciazofamida (701,93 mg/l) y el mas bajo en vino Graciano con
ciazofamida (532,87 mg/l). La concentracion de compuestos hidroxicindmicos fluctian
entre 73,00 mg/l en vino Graciano con boscalid+kresoxim-metil y 154,49 mg/l para
vino Tempranillo con mepanipirim. Los flavonoles se determinaron en menores
concentraciones (entre 45,21 y 119,18 mg/l para vino Graciano con ciazofamida y
Tempranillo con mepanipirim, respectivamente); por ultimo, los estilbenos oscilan
entre 31,01 y 52,03 mg/l, encontrados para vinos Graciano con ciazofamida y

mepanipirim, respectivamente.

La fraccion fendlica mas destacada en Tempranillo y Graciano es la de
antocianos (70,45 y 77,50 % respectivamente) seguidos de los derivados hidroxi-
cinamicos (18,31 y 13,64 %); flavonoles (14,62 y 9,95 %). En el caso de los estilbenos
en vinos Graciano el porcentaje es ligeramente superior que en Tempranillo (6,34
frente al 4,98%) (Figuras 4.15. y 4.16.).

En los vinos Tempranillo la presencia de residuos de fungicidas influye en el
contenido de compuestos fendlicos. Asi vemos como el porcentaje de antocianos se
incrementa con fenhexamida, ciazofamida y boscalid+kresoxim-metil, mientras que
disminuye con metrafenona y mepanipirim. Los derivados hidroxicindamicos se
incrementan con fenhexamida, metrafenona y mepanipirim, se reducen con
boscalid+kresoxim-metil y ciazofamida. Los flavonoles se incrementan en la presencia
de metrafenona y mepanipirim y se reducen con el resto de fungicidas. Por ultimo los
estilbenos se incrementan con fenhexamida y boscalid+kresoxim-metil y se reducen

con el resto.
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11,00%
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Tempranillo Fenhexamida

® Antocianos M Hidroxicinamicos ™ Flavonoles Estilbenos
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Tempranillo Boscalid+Kresoxim-metil

Resultados

EAntocianos B Hidroxicindmicos ~ H Flavonoles Estilbenos

5,01%

6,18%

12,38%

76,43%

Graciano Testigo

HAntocianos M Hidroxicinamicos ~ ® Flavonoles Estilbenos
4,95%
10,26%
77,50%
Graciano Fenhexamida
H Antocianos ~ m Hidroxicinamicos ~ ® Flavonoles Estilbenos
5,30%
9,80%
8,88%
76,02%

Graciano Boscalid+Kresoxim-metil

Figura 4.15. Porcentajes medjos de compuestos fendlicos en cada una de los vinos estudiados

procedentes de uvas tratadas en campo.
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4,45%

12,24%
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Tempranillo Metrafenona

B Antocianos M Hidroxicindmicos ~ ® Flavonoles Estilbenos
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18,31%
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Tempranillo Mepanipirim

B Antocianos B Hidroxicinamicos M Flavonoles Estilbenos

10,12% 4.71%

14,72%

70,45%

Tempranillo Ciazofamida

Figura 4.16. Porcentajes medios de compuestos fendlicos en cada una de los vinos tratados

en bodega antes de la vinificacion.
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En los vinos Graciano la presencia de residuos de fungicidas también influye en
el contenido de compuestos fendlicos. Asi, vemos como el porcentaje de antocianos se
incrementa con fenhexamida y mepanipirim y disminuye con boscalid+kresoxim-metil,
metrafenona y ciazofamida. Los derivados hidroxicinamicos se incrementan con
metrafenona, mepanipirim y ciazofamida, se reducen con los otros fungicidas.
Flavonoles aumentan con la presencia de los seis fungicidas. Por ultimo los estilbenos
se incrementan con boscalid+kresoxim-metil, metrafenona y mepanipirim y se reducen

con el resto.

Como era de esperar los antocianos son la mayor fraccion de los compuestos
fendlicos, ya que el color del vino tinto se debe a su presencia en el hollejo de la uva.
La segunda fraccion en importancia son los derivados hidroxicinamicos, presentes en la
pulpa de la uva. Los flavonoles procedentes de la piel de la uva, formados basicamente
por glucésidos y glucurdnidos de quercitina, kaempferol y mireicitina, no superan en
nuestros ensayos mas de 20% del total determinado. Por Ultimo, se encuentran
también pequefias proporciones de estilbenos, del que resveratrol es el componente
mayoritario de las uvas de Vitis vinifera (Cantos et al., 2003 y Carery et al., 2003;
Mulero, 2005).

En las Tablas 4.16. y 4.17., se muestran las concentraciones de compuestos
fendlicos en los vinos procedentes de uvas Tempranillo y Graciano, tratadas en campo
con los productos comerciales Collis®® (boscalid+kresoxim-metil) y Vivando®
(metrafenona); asi como vinos fortificados en bodega con Frupica® (mepanipirim) y

Teldor® (fenhexamida) en la vendimia de 2012.

Tabla 4.16.- Compuestos fendlicos de vinos Tempranillo (mg/l) (2012).
Boscalid
Compuestos Testigo Fenhexamida + Metrafenona Mepanipirim
Kresoxim-metil

Antocianos 762,98+22,83 | 776,37+32,51 | 762,21+4560 | 671,70+11,47** [ 649,30+7,67*
Hidroxicinamicos | 150,25+5,75 | 148,61+12,51 146,85+8,36 229,26+25,61* | 140,30+15,67
Flavonoles 116,13+31,18 | 93,43+12,65 98,67+6,34 120,40+14,32 109,22+4,83

Estilbenos 56,66+6,22 51,32+2,96 53,30+2,99 44,071,027 | 45,57+0,81%*
***p<0,001 **p<0,01 *p<0,05
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Tabla 4.17.- Compuestos fendlicos de vinos Graciano(mg/l) (2012).

Boscalid
Compuestos Testigo Fenhexamida + Metrafenona Mepanipirim
Kresoxim-metil

Antocianos 755,30+13,94 | 698,54+55,27*( 609,22+23,14** | 632,56+36,40"* | 626,61+34,04**
Hidroxicinamicos | 108,98+1,45 | 92,46+6,80* 65,01+5,66** 110,82+0,45* | 111,84+3,68**
Flavonoles 64,95+9,26 | 65,77+3,33* 81,524, 74* 74,73+0,32* 81,60+4,00**

Estilbenos 50,47+0,60 44 58+1,94** 44 ,89+1 52** 49,06+2,48** 52,03+1,41*
**x p<0,001 ** p<0,01  * p<0,05

En los vinos Tempranillo de la vendimia 2012 que contienen residuos de
metrafenona, se produce una disminucion significativa del contenido en antocianos y
estilbenos y un aumento significativo de derivados hidroxicindmicos. Para los vinos con
presencia de mepanipirim todos los compuestos fendélicos determinados disminuyen en
su concentracion respecto al testigo, apreciando diferencias significativas en el caso de
antocianos y estilbenos. En el caso de la presencia de la mezcla boscalid+kresoxim-

metil y fenhexamida se comprueba que no afecta significativamente al perfil fendlico.

En los vinos Graciano de la vendimia 2012, se ha determinado que la presencia
de los fungicidas influye en los compuestos fendlicos. Encontrando diferencias
significativas en los valores de derivados hidroxicinamicos y flavonoles (inferiores a los
encontrados en vino Tempranillo), antocianos y estilbenos (valores similares).
Mostrando los fungicidas estudiados un efecto muy similar al descrito anteriormente

para vino Tempranillo sobre el contenido de las distintas fracciones fendlicas.

Cuando estudiamos las diferencias significativas entre parejas de tratamientos
(Tablas 4.18. y 4.19.), se observa que éstas existen en la mayoria de los casos,
mostrando ciertas diferencias entre las dos variedades estudiadas. El analisis ANOVA
de la vendimia 2012 en vino Tempranillo muestra que para la pareja fenhexamida y
boscalid+kresoxim-metil el perfil fendlico no presenta diferencias significativas. La
pareja fenhexamida/mepanipirim no afecta a los contenidos de acidos hidroxicindmicos
y flavonoles; mientras que boscalid+kresoxim-metil/mepanipirim a los acidos

hidroxicinamicos y la metrafenona/mepanipirim tampoco a estilbenos y flavonoles.
Al estudiar las diferencias significativas entre parejas de tratamientos en los
vinos Graciano 2012, se observa que éstas existen, en general, para todas ellas.

Unicamente no se ve afectado el contenido de antocianos para la pareja metrafenona y
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la mezcla boscalid+kresoxim-metil y flavonoles para las parejas fenhexamida/

mepanipirim y boscalid+kresoxim-metil/mepanipirim.

Tabla 4.18. Relacion entre compuestos fendlicos y fungicidas en vino Tempranillo (2012).

Fungicidas | Antocianos | Hidroxicindmicos | Flavonoles | Estilbenos
MET-FEN * * * ok
MET-BOSC o - - o
MET-MEP * ok
FEN-BOSC
FEN-MEP b **
BOSC-MEP b * ok

***p<0,001 **p=<0,01 *p<0,05.
MET=Metrafenona, FEN=Fenhexamida, BOSC= Boscalid+kresoxim-metil; MEP= Mepanipirim

Tabla 4.19. Relacion entre compuestos fendlicos y fungicidas en vino Graciano (2012).

Fungicidas | Antocianos | Hidroxicinamicos | Flavonoles | Estilbenos
MET-FEN *x ** **
MET-BOSC * b **
M ET_MEP *% *% *% *%
FEN_BOSC *% *k *k **
FEN-MEP *x ** **
BOSC-MEP *x ** **

***p<0,001 **p<0,01 *p<0,05.
MET=Metrafenona, FEN=Fenhexamida, BOSC= Boscalid+kresoxim-metil; MEP= Mepanipirim

En la vendimia 2013 se estudi6 el efecto del proceso de clarificacion en la
fraccion fendlica de vino Tempranillo tratado en campo con metrafenona y
boscalid+kresoxim-metil y fortificados en bodega con fenhexamida y mepanipirim.
Constatando que para la mayoria de los vinos clarificados y sin clarificar existen
diferencias significativas en los niveles de compuestos fendlicos para todos los
fungicidas estudiados (Tablas 4.20. y 4.21.); Unicamente la presencia de metrafenona
y fenhexamida en el vino sin clarificar no afecta al contenido en flavonoles. En el vino
con metrafenona clarificado no se encuentra afeccidn en los niveles de antocianos,

derivados hidroxicinamicos y flavonoles.
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Tabla 4.20.- Compuestos fendlicos de vinos Tempranillo clarificados (mg/l) (2013).

Boscalid
Compuestos Testigo Fenhexamida + Metrafenona Mepanipirim
Kresoxim-metil

Antocianos 419,14+1,82 | 562,84+62,83** | 888,71+42,1** | 394,19+14,66 | 503,37+5,35**
Hidroxicinamicos | 126,69+1,89 | 158,12+8,21** | 141,35+26 5 136,13+7,37 | 168,68+4,77**
Flavonoles 91,55+3,09 | 122,434571** | 185,05+12,6*** 98,5045,70 | 129,15+17,86***
Estilbenos 31,86+1,41 33,59+0,73* 71,7142,71** 31,36+2,00%** | 36,35+1,27%*

***p<0,001 **p<0,01  *p<0,05

Tabla 4.21. Compuestos fendlicos de vinos Tempranillo sin clarificar (mg/l) (2013).

) ) Boscalid -
Compuestos Testigo Fenhexamida + Metrafenona Mepanipirim
Kresoxim-metil
Antocianos 419,14+1.82 | 565,654+39,2% | 841 45+6,75** | 396,89+12,81 | 491,06+12,02+
Hidroxicinamico | 196691189 | 182,67+2,08%* | 196754379 | 142,13+6,12* | 166,92+5,03*
Flavonoles 91,55+3,09 92,52+41,16 | 182,73+373"* 94,27+155 | 141,38+0,03%
Estilbenos 31,86+41,41 | 5656+1,18"* | 658942020 | 26.87+1,10% | 38,1940 444+
*** p<0,001 **p<0,01 * p<0,05

Cuando no se clarifica el vino, solamente antocianos y flavonoles en el vino
tratado con metrafenona y flavonoles en el tratado con fenhexamida, no presentan

diferencias significativas.

Cuando estudiamos las diferencias significativas entre parejas de tratamientos
(Tablas 4.22.), se observa que éstas existen en la mayoria de los casos, mostrando

ciertas diferencias entre los vinos clarificados o sin clarificar.

El andlisis estadistico nos muestra diferencias significativas en estilbenos para
todas las parejas. En flavonoles no hay diferencias significativas para metrafenona

clarificada y sin clarificar, metrafenona/fenhexamida sin clarificar, fenhexamida/

mepanipirim, la mezcla boscalid+kresoxim-metil clarificada y sin clarificar y

metrafenona sin clarificar/fenhexamida sin clarificar. En acidos hidroxicindmicos no hay

diferencias significativas para las parejas metrafenona/boscalid+kresoxim-metil,

metrafenona clarificada y sin clarificar, fenhexamida con boscalid+kresoxim-metil,

mepanipirim,  metrafenona sin  clarificar, 'y  mepanipirim  sin  clarificar,

boscalid+kresoxim-metil/metrafenona sin clarificar, mepanipirim clarificado y sin

clarificar. Finalmente el contenido de los antocianos no presenta diferencias

significativas inducidas por el proceso de clarificacion en los vinos con fungicidas.

-122 -



Resultados

Tabla 4.22. Relacion entre compuestos fendlicos y fungicidas en vino Tempranillo

clarificado y sin clarificar (2014).

Fungicidas

Antocianos

Hidroxicinamicos

Flavonoles

Estilbenos

MET-FEN

*kk

*kk

*kk

*

MET-BOSC

*kk

*kk

*kk

MET-MEP

*%kk

*kk

*kk

*kk

MET-METSC

*kk

MET-MEPSC

*kk

*kk

*kk

*kk

MET-FENSC

*kk

*kk

k%%

MET-BOSCSC

*kk

*kk

*kk

*kk

FEN-BOSC

*kk

K%k

K%k

FEN-MEP

*%

*

FEN-METSC

*kk

FEN-MEPSC

*kk

Kk

*kk

FEN-FENSC

*kk

*kk

k%%

FEN-BOSSC

*kk

*kk

*kk

*kk

BOSC-MEP

*kk

*kk

*kk

*kk

BOSC-METSC

*kk

BOSC-MEPSC

*%kk

*kk

*kk

*kk

BOSC-FENSC

*kk

*kk

*kk

*kk

BOSC-BOSCSC

*kk

*kk

MEP-METSC

*kk

*kk

*kk

*kk

MEP-MEPSC

*

MEP-FENSC

*%

*kk

*kk

MEP-BOSCSC

*%kk

*kk

*kk

*kk

METSC-MEP-SC

*kk

*kk

*kk

*kk

METSC-FENSC

*kk

*kk

*kk

METSC-BOSCSC

*kk

*kk

*kk

*kk

MEPSC-FENSC

*kk

*%

*kk

*kk

MEPSC-BOSCSC

*kk

*kk

*kk

*kk

FENSC-BOSCSC

*%kk

*kk

***pn<0,001 **p=<0,01 *p<0,05.
MET=Metrafenona, FEN=Fenhexamida, BOSC= Boscalid+kresoxim-metil; MEP= Mepanipirim. SC=Sin Clarificar

El estudio del efecto del tratamiento en campo de boscalid+kresoxim-metil y

metrafenona, en condiciones de BPA y CPA sobre variedades de uva Tempranillo y

Graciano en 2014, puso de manifiesto diferencias significativas con el vino testigo en

los contenidos de antocianos, derivados hidroxicindmicos, estilbenos y flavonoles

(Tablas 4.23. y 4.24.). En concreto, en vino Tempranillo no hay diferencias

significativas en el contenido de derivados hidroxicinAmicos y flavonoles con la
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presencia de boscalid+kresoxim-metil BPA, ni en el de estilbenos en los vinos con

metrafenona CPA y boscalid+kresoxim-metil CPA.

En el caso de vinos Graciano, no hay incidencia en el contenido de antocianos
por la presencia de metrafenona CPA y boscalid+kresoxim-metil CPA. Flavonoles no se
ven afectados por ciazofamida y por ultimo, los estilbenos tampoco por metrafenona

BPA y CPA y boscalid+kresoxim-metil CPA.

Tabla 4.23. Valores medios de compuestos fendlicos (mg/l) en vino Tempraniflo (2014).

Boscalid Boscalid
. . . Metrafenona Metrafenona + +
Compuestos IS0 Ciczuilies BPA CPA Kresoxim-metil | Kresoxim-metil
BPA CPA

Antocianos 606,67+0,67 | 701,93+1,93*** | 645,83+1,63*** | 578,41+0,64** | 554,10+0,93*** | 58543+1,55***

Hidroxicindmicos | 141,78+0,73 | 146,67+1,38* | 126,41+2,15%* | 83,7141 58%* 144,43+6,22 129,32+1,61***

Flavonoles 87,76+0,51 | 100,84+1.26** | 90,61+1,84* | 83,80+1,29* 87,92+5,09 94,87+1,33%*

Estilbenos 40,56+0,65 | 46,93+1,01%* 38,77+0,72* 39,35+0,84 34,74+1,68** 40,71%1,67

=** p<0,001 ** p<0,01  * p<0,05

Tabla 4.24.Valores medios de compuestos fendlicos (mg/l) en vino Graciano (2014).

Boscalid Boscalid
Compuestos Testigo Ciazofamida HEDEITETaTE] B * . * .
BPA CPA Kresoxim-metil | Kresoxim-metil
BPA CPA

Antocianos 600,95+9,60 |532,87+32,62*** | 546,58+2,90** | 603,69+1,53 | 672,41+18,42*** 588,58+2,19

Hidroxicinamicos | 108,12+0,82 | 94,09+1,79** | 9551+154** | 11759+1,36** | 83,83+1,50%** 70,17+1,20%**

Flavonoles 45,53+0,66 4521+1,23 51,9241,.21%* | 50,36+0,46** | 84,27+0,52%* 75,20+0,84%*

Estilbenos 38,63+0,52 | 31,01+115+** 37,30+1,41 39,33+1,05 45,641,014 39,69+0,92

*** p<0,001 **p<0,01 * p<0,05

En las Tablas 4.25. y 4.26. se exponen las comparaciones entre las distintas
parejas de vinos con fungicidas, tratados en campo bajo BPA y CPA, asi como la
fortificacién de ciazofamida en bodega durante la vendimia de 2014. Como se observa,
se pone de manifiesto que en Tempranillo aparecen diferencias significativas en el
contenido de antocianos entre todas las parejas de plaguicidas. En el caso de los
derivados hidroxicinamicos no se encuentran diferencias significativas para
metrafenona BPA/boscalid+kresoxim-metil CPA y ciazofamida/boscalid+kresoxim-metil
BPA. Para los flavonoles tampoco hay diferencias significativas con metrafenona BPA/

boscalid+kresoxim-metil BPA y boscalid+kresoxim-metil BPA y CPA. Por ultimo, el

-124 -




efecto del tratamiento en BPA y CPA para metrafenona, asi como los tratamientos

boscalid+kresoxim-metil CPA/metrafenona CPA

contenido de estilbenos

Tabla 4.25. Relacion entre compuestos fendlicos y fungicidas en vino Tempranillo BPA y CPA

(2014).

Tabla 4.26. Relacion entre compuestos fendlicos y fungicidas en vino Graciano BPA y CPA

(2014).
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***p<0,001 **p<0,01 *p=<0,05.
MET=Metrafenona, FEN=Fenhexamida, BOSC= Boscalid+kresoxim-metil; MEP= Mepanipirim.
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***p<0,001 **p=<0,01 *p=<0,05.
MET=Metrafenona, FEN=Fenhexamida, BOSC= Boscalid+kresoxim-metil; MEP= Mepanipirim.

En la variedad Graciano, no observamos diferencias significativas en los
contenidos de antocianos y derivados hidroxicindmicos entre la pareja de vinos
tratados con metrafenona BPA y ciazofamida. Asimismo, la pareja boscalid+kresoxim-

metil CPA/metrafenona CPA no afecta al contenido de antocianos y estilbenos.
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En las Figuras 4.17. a 4.20., se muestra la variacion de los compuestos
fendlicos respecto al vino testigo en la vendimia 2012, asi como sus tendencias
porcentuales de variacion. Podemos observar un comportamiento diferente entre vino

Tempranillo y Graciano.

Asi en Tempranillo, encontramos que boscalid+kresoxim-metil y mepanipirim
reducen el contenido en compuestos fendlicos frente al del vino testigo. Metrafenona
reduce los estilbenos y antocianos e incrementa los derivados hidroxicinamicos y

flavonoles. Fenhexamida sélo reduce los flavonoles y estilbenos respecto vino testigo.

En Graciano, mepanipirim y metrafenona incrementan frente al vino testigo, el
contenido de &cidos hidroxicindmicos y flavonoles; boscalid+kresoxim-metil sélo

flavonoles.

Cuando estudiamos el efecto de los fungicidas en la fraccién fendlica respecto
al vino testigo (Figuras 4.19. y 4.20.), se puede observar que en vino Graciano los
valores de los contenidos de las diferentes fracciones fendlicas estan practicamente
dentro del intervalo del £20%; mientras que en Tempranillo, metrafenona supera dicho

rango.

En los vinos Graciano de esta misma vendimia el comportamiento difiere
respecto Tempranillo. Boscalid+kresoxim-metil en este caso aumenta los flavonoles y
sigue disminuyendo el resto. Mepanipirim aumenta estilbenos, flavonoles y derivados
hidroxicinamicos. Metrafenona mantienen un efecto similar al de Tempranillo y

fenhexamida disminuye todos menos flavonoles que se mantienen respecto al testigo.
En las Figuras 4.21. a 4.24., se representan las diferencias entre los contenidos

de compuestos fendlicos de los vinos Tempranillo clarificados y no clarificados frente a

los del vino testigo.
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Boscalid + Kresoxim-metil W Mepanipirim  EMetrafenona  BFenhexamida
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Figura 4.17. Variacion de los compuestos fendlicos (%6) respecto al vino control en variedad
Tempraniflo (2012).
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Figura 4.18. Relacion entre fungicidas y compuestos fendlicos, frente al vino testigo, variedad
Tempraniflo (2012).
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Figura 4.19 Variacion de los compuestos fendlicos respecto al vino control, variedad Graciano
(2012).
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Figura 4.20 Relacion entre fungicidas y compuestos fendlicos, frente al vino testigo, variedad
Graciano (2012).
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Boscalid+Kresoxim-metil W Mepanipirim M Metrafenona M Fenhexamida
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Figura 4.21. Variacion de los compuestos fendlicos respecto al vino testigo clarificado,
Tempraniflo (2013).
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Figura 4.22. Relacion entre fungicidas y compuestos fendlicos, frente al vino testigo
clarificado. Tempranillo (2013).
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Figura 4.23. Variacion de los compuestos fendlicos respecto al vino testigo sin clarificar.

Tempraniflo (2013).
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Figura 4.24. Relacion entre
clarificar. Tempraniflo (2013).

fungicidas y compuestos fendlicos, frente al vino testigo sin
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En todos los casos, el comportamiento es similar en vino clarificado y sin
clarificar, solamente con vinos con residuos de metrafenona se produce una
disminuciéon del contenido de antocianos en el vino tanto antes como después del
proceso de clarificacion y en el vino sin clarificar que también se reducen los

contenidos de estilbenos respecto al vino testigo.

Por ultimo, se han estudiado los efectos que sobre la calidad y composiciéon de
los vinos tienen los tratamientos fitosanitarios segun se realicen bajo condiciones de
Buenas o Criticas Practicas Agricolas (BPA o CPA) durante la vendimia de 2014. Al
mismo tiempo, estudiamos la interaccién del fungicida ciazofamida afiadido durante la
vinificacion sobre los compuestos fendlicos en los vinos de las dos variedades. En las
Figuras 4.25. y 4.26. se representan las concentraciones de los compuestos fendlicos

encontrados en los vinos Tempranillo y Graciano estudiados.

m Testigo H Ciazofamida
B Metrafenona BPA B Metrafenona CPA
Boscalid + Kresoxim-metil BPA Boscalid + Kresoxim-metil CPA
800 -+
700 -
600 - =
500 -
<
()]
£ 400 -
300 -
200 -
W LY IF
- -
o L -
Antocianos Hidroxicindmicos Flavonoles Estilbenos

Figura 4.25. Compuestos fendlicos en vino Tempranillo (2014).

Se observa claramente como en los dos casos, tal como ya habiamos
comentado anteriormente, los antocianos son los componentes mayoritarios de la

fraccion fendlica, seguidos de acidos hidroxicinamicos, flavonoles y estilbenos.

La presencia de residuos incrementa los contenidos de flavonoles y estilbenos;
en el caso de hidroxicinamicos ocurre lo mismo excepto con metrafenona CPA. Por
Ultimo, los antocianos s6lo se ven aumentados con la presencia de ciazofamida y

metrafenona BPA.
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Figura 4.26. Compuestos fendlicos en vino Graciano (2014).

En las Figuras 4.27. a 4.30., se representan las diferencias entre los contenidos
en compuestos fendlicos de los vinos Tempranillo y Graciano procedentes de uvas
tratadas en campo con boscalid+kresoxim-metil y metrafenona, en condiciones de BPA
y CPA durante la cosecha de 2014, asi como los obtenidos después de fortificar la uva
con ciazofamida en bodega, asi como las relaciones entre fungicidas y fraccion fendlica
frente al vino testigo. En la variedad Tempranillo la fraccién fendlica se encuentra en el
intervalo de +£20% respecto al testigo excepto en el caso de la presencia de
metrafenona CPA para los compuestos hidroxicinamicos. En Graciano este hecho sélo

ocurre con los antocianos (Figura.4.28. y 4.30.).

En vino Tempranillo se produce un incremento de antocianos en los vinos con
ciazofamida y metrafenona BPA. Los acidos hidroxicinamicos disminuyen con todos
excepto con ciazofamida y boscalid+kresoxim-metil BPA; flavonoles s6lo disminuyen
en los vinos tratados con metrafenona CPA. Por ultimo los estilbenos sélo aumentan

con la presencia de ciazofamida.

En los vinos Graciano encontramos que los antocianos s6lo aumentan con la
presencia de boscalid+kresoxim-metil BPA. Los derivados hidroxicinamicos igualmente
s6lo aumentan con la presencia de metrafenona CPA; al contrario, los flavonoles
aumentan con la presencia de todos los fungicidas excepto ciazofamida. Finalmente los
estilbenos solamente presentan una disminuciéon en presencia de metrafenona BPA y

ciazofamida.
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Figura 4.27. Variacion de compuestos fendlicos respecto al vino Tempraniflo control (2014).
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Figura 4.28. Diferencias entre compuestos fendlicos respecto al vino Tempraniflo control.
(2014).
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Figura 4.29. Variacion de compuestos fendlicos respecto al vino Graciano control (2014).
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Figura 4.30. Diferencias entre compuestos fendlicos respecto al vino Graciano control (2014).
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Estos resultados estan en concordancia con diferentes estudios que ponen de
manifiesto que en vinos tintos, los compuestos fendlicos pueden llegar a presentar
concentraciones superiores a 1- 2 g/l, y que en general los valores obtenidos dependen
de diferentes parametros como variedad uva, condiciones agronémicas de la vid,
condiciones edafoclimaticas, metodologia analitica empleada, etc. (Gonzalez-Paramas

et al., 2004, Soleas et al., 2002; Pérez-Magarifio y Gonzélez-Sanjosé, 2004).

4.3. BIODISPONIBILIDAD.

4.3.1. BIODISPONIBILIDAD DE FUNGICIDAS.

4.3.1.1. Efecto de la matriz y de la concentracion.

Para comprobar la influencia de la matriz y de la concentracion sobre el proceso
de biodisponibilidad en las pruebas /n vitro de los residuos de fungicidas, se utilizaron 6
niveles de concentracion para cada uno de ellos, tanto en agua (control), como en uva
y vino (0,1; 0,5; 1; 2; 5; y 10 ppm). Todas las muestras se fortificaron con una
disolucion patrén multirresiduos para que los fungicidas alcanzaran las concentraciones

antes citadas.

En la tabla 4.27. se exponen los resultados encontrados expresados como
concentracion de cada plaguicida en el dializado. En uva y vino el proceso de
dializacion en membrana semipermeable comienza a producirse a partir de

concentraciones superiores a 2 ppm, y en agua a partir de 5 ppm,

Tabla 4.27. Concentracion en el dializado de cada fungicida en las tres matrices estudiadas.

Agua Uva Vino

Fungicida 2ppm | Sppm | 10ppm | 2ppm | 5ppm | 10 ppm | 2ppm | 5ppm | 10 ppm

Boscalid <0,01 | 0,22 1,00 <0,01 0,36 0,56 0,19 0,57 0,64

Ciazofamida <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 0,10 0,31 <0,01 | 0,28 0,36

Fenhexamida | <0,01 | 0,36 1,27 0,13 0,39 0,66 0,19 0,56 0,72

Kresoxim-metil | <0,01 | <0,01 0,91 <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 0,20

Mepanipirim <0,01 | 0,25 1,01 <0,01 0,27 0,57 0,14 0,52 0,61

Metrafenona <0,01 | <0,01 0,68 <0,01 | <0,01 0,41 <0,01 | 0,44 0,50

Los resultados obtenidos muestran un claro efecto de la matriz sobre la

capacidad de biodisponibilidad de los seis fungicidas estudiados. Asi cuando se utiliza la
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disolucion control, es decir agua, encontramos que no se produce dializacién alguna
para ningun fungicida a concentraciones inferiores a 2 ppm. Ciazofamida no se dializa
a ninguna de las concentraciones ensayadas; boscalid, fenhexamida y mepanipirim
presentan didlisis a 5 y 10 ppm. Por ultimo, kresoxim-metil y metrafenona solo se

dializan a la concentracion de 10 ppm.

En el caso de uva, kresoxim-metii no se dializa a ninguna de las
concentraciones estudiadas; mientras que metrafenona lo hace sélo a 10 ppm.
Boscalid, ciazofamida y mepanipirim presentan didlisis para las concentraciones de 5y

10 ppm. Fenhexamida se dializan a partir de la concentracién de 2 ppm.

Cuando se utiliza vino como matriz, los resultados difieren de los de uva. Asi, a
la concentracion de 10 ppm todos los fungicidas son dializados en mayor o menor
grado y a 5 ppm solo kresoxim-metil no presenta este proceso. Ciazofamida y
metrafenona tampoco dializan a la concentracién de 2 ppm. Boscalid, fenhexamida y

mepanipirim se dializan desde el nivel de 2 ppm.

En la Tabla 4.28., se exponen los porcentajes de cada plaguicida dializados en

cada matriz ensayada.

Tabla 4.28. Porcentajes de dializacion de cada fungicida en las tres matrices estudiadas.

- Agua Uva Vino
Fungicida
2ppm | S5ppm | 10 ppm | 2ppm | 5ppm | 10 ppm | 2 ppm | 5 ppm | 10 ppm

Boscalid - 4,49 10,96 - 7,26 5,59 9,37 | 1151 6,41

Ciazofamida - - - - 2,09 3,15 - 5,69 3,62

Fenhexamida - 7,14 12,75 | 6,56 | 7,77 6,64 9,7 11,22 7,2

Kresoxim-metil -- - 9,06 - - - - - 1,96

Mepanipirim - 4,99 10,08 - 5,39 5,68 7,09 10,4 6,08

Metrafenona -- -- 6,76 - - 4,07 -- 8,82 5,03

En las Figuras 4.31. a 4.33., se representan los porcentajes de dializacién de los
fungicidas, por separado en las tres matrices ensayadas, a partir de la concentracién

de 5 ppm en aguay de 2 ppm en uvay vino.

Los fungicidas que presentan mayor dializacion son y por este orden:

fenhexamida, boscalid y mepanipirim, en vino y en agua.
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Figura 4.31. Porcentajes dializados en agua.
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Figura 4.32. Porcentajes dializados en uva.
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Figura 4.33. Porcentajes dializados en vino.
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Boscalid, fenhexamida, mepanipirim y metrafenona presentan valores de
dializacion parecidos en todas las matrices. Ciazofamida, presenta muy bajas
concentraciones de dializaciéon en uva y vino, y solo a concentraciones superiores a 5

ppm. Kresoxim-metil s6lo presenta dializacién en medio liquido (agua y vino).

Fenhexamida, presenta porcentajes de dializacion parecidos en los tres niveles
en uva, mientras que en vino disminuye sensiblemente a 10 ppm, sin embargo en
agua casi lo duplica. Kresoxim-metil, solamente se dializa en agua y vino para la
concentracion de 10 ppm. Mepanipirim, presenta dializaciones parecidas en uva; sin
embargo, en vino disminuye sensiblemente en la concentracion mas alta, al contrario
gue en agua. Metrafenona, en uva y agua solo dializa a 10 ppm y en vino disminuye

aproximadamente la mitad de 5 a 10 ppm.

En general, debido posiblemente a que en la uva solamente existe fase acuosa
y azUcares, el porcentaje de dializacion en todos los casos es menor que en vino. En
vino, existe fase acuosa-etandlica, y se observa que a partir de 5 ppm disminuye el
porcentaje de dializacion. En agua, siempre aumenta la dializacion con la

concentracion.

Podemos finalizar afirmando que la matriz ejerce un efecto directo en el
proceso de dialisis. Para concentraciones inferiores a 5 ppm, vemos que la presencia
de uva y vino potencian la biodisponibilidad de boscalid, fenhexamida y mepanipirim.
En el caso de muestras de vino a la concentracion de 10 ppm se consiguen dializar
todos los fungicidas y por tanto la capacidad de absorcion en el proceso digestivo se

refuerza.

En el proceso de didlisis en membrana semipermeable de plaguicidas, la
composicion quimica de las matrices, polaridad de sus componentes, mezclas,
densidad, etc., pueden influir en el bloqueo de la membrana. Asimismo, se ha puesto
de manifiesto que el etanol y otros alcoholes pueden ejercer interacciones inespecificas
con la membrana, produciendo un aumento en la fluidez de la misma (Taraschi &
Rubin, 1985). Ello podria explicar los mayores valores encontrados en el proceso de
didlisis en vino que en uva para todos los fungicidas. Ademas, la relacién tamafo de

particula/polaridad podria ser la causante de las variaciones en los porcentajes
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dializados que se producen entre las distintas matrices estudiadas (Monteiro et al.,
2004).

También se observa una disminucion en la capacidad de dialisis para la mayoria
de los fungicidas estudiados cuando se utiliza la dosis de 10 ppm. Asi, boscalid,
fenhexamida, kresoxim-metil, mepanipirim y metrafenona presentan menor porcentaje
de dializacién en uva y vino que en agua; mientras que para ciazofamida la capacidad
de dialisis se incrementa. Esto podria estar asociado tanto a las caracteristicas

moleculares de los plaguicidas como a la saturacion de las membranas.

4.3.1.2. Estudio de la biodisponibilidad de los fungicidas en vino.

En este apartado se exponen los resultados de los estudios de biodisponibilidad
de los fungicidas estudiados, durante los tres afios, aplicados en campo segun criterios
de BPA y CPA, asi como afiadidos al mosto en los depdsitos de la bodega antes de la

vinificacion.

Al comparar los datos obtenidos al realizar el estudio de los vinos Tempranillo y
Graciano el primer afio (2012), debemos sefalar los bajos niveles residuales

encontrados. Los resultados se exponen en la Tabla 4.29.

Tabla 4.29. Concentraciones y porcentajes dializados de cada fungicida en los vinos
Tempranillo y Graciano (2012).

Vino BPA Fortificaciones
Boscalid Kresoxim-metil | Metrafenona | Fenhexamida | Mepanipirim
mg/l % mg/l % mg/l % mg/l % mg/l %

Tempranillo | 0,26 | 23,7 | 0,02 6,1 002 | 103 | 061 | 2404 | 006 | 248

Graciano 056 | 366 | 019 333 | 005 | 266 | 0,69 323 | 007 | 322

Como podemos observar, el vino elaborado con uva Graciano presenta un
efecto matriz positivo, respecto al realizado con Tempranillo, aumentando el
porcentaje dializado; circunstancia que puede ser debida a la distinta constitucion de la
matriz de ambas variedades de uva y por tanto de sus vinos (acidez total, azicares
residuales y grado alcohdlico alcanzado) y por la concentracion de los fungicidas en los

vinos, ya que la dialisis esta influenciada por la misma.
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Los porcentajes de dialisis oscilan entre un minimo de 6,1% para kresoxim-
metil en vino de Tempranillo, hasta un méaximo de 36,6% para boscalid en el de
Graciano. En los vinos de Tempranillo el plaguicida que mas se dializa es mepanipirim,

en cambio en Graciano es boscalid el que presenta una mayor biodisponibilidad.

En la Figura 4.34., se representan graficamente los porcentajes de dializacion

de los fungicidas estudiados en ambos vinos.

B Tempranillo ®Graciano

BPA Fortificaciones

36,6
40 1 33,3 323 32,2

30 7 23,7

% dializado
N
o

Figura 4.34. Porcentajes de biodisponibilidad de los residuos de fungicidas en vinos (2012).

También se constata que las diferencias estructurales y de las propiedades
fisico-quimicas entre los distintos fungicidas influyen en el porcentaje dializado, sobre

todo para kresoxim-metil.

Durante el segundo afio (2013), se estudio el efecto del proceso de clarificacion
en la biodisponibilidad de fungicidas en vinos variedad Tempranillo. En la Tabla 4.30.,
se exponen las cantidades de los fungicidas dializadas y sus correspondientes

porcentajes, en vinos Tempranillo sin clarificar y clarificados.

Tabla 4.30. Cantidades y porcentajes de los fungicidas dializados en vinos sin clarificar y
clarificados (2013).

Vino _ BF_’A _ Fortificaciones _
Tempranillo Boscalid Kresoxim-metil | Metrafenona | Fenhexamida | Mepanipirim
mg/l % mg/l % mg/l % | mgll % mg/l %
Sin clarificar | <0,01 | - <0,01 - <001 | -- [ 045 |1972 | 010 | 2573
Clarificado <001 | - <0,01 - <001 | - | 059 2537011 3107
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Se comprueba que la clarificacion tiene un ligero efecto positivo en la
biodisponibilidad de los fungicidas; posiblemente debido a la eliminaciéon de parte de
solidos en suspension del vino, que facilita la dializacion de los residuos; aunque como
vimos anteriormente el proceso de clarificacion no afectaba a su contenido residual
final. En los vinos procedentes del tratamiento BPA y al no detectarse residuos de

fungicidas, no se realizaron los ensayos de biodisponibilidad.

Vemos que en los vinos Tempranillo fortificados en bodega con fenhexamida y
mepanipirim se observan diferencias en la capacidad de dialisis, segun el vino esté o
no clarificado; 19,72% no clarificado frente al 25,37% clarificado para fenhexamida y
25,73% sin clarificar frente al 31,07% clarificado para mepanipirim, encontrando una
mayor posibilidad de absorcion de los residuos por el organismo (mas del 22%) para el
clarificado ya que se incrementa la capacidad de dialisis de los fungicidas y en

consecuencia su biodisponibilidad (Figura 4.35.).

Boscalid mKresoxim-metil m Metrafenona ® Fenhexamida ® Mepanipirin

35 31,07

30 1 25,73 25,37

N
a1
I

19,72

% dializado
= N
(6)] o

[y
a1 o
L L

Sin clarificar Clarificado

Figura 4.35. Porcentajes dializados en vinos Tempranillo sin clarificar y clarificados (2013).

Las diferencias entre los vinos con tratamientos BPA y los fortificados en
bodega, pueden deberse también a que en el proceso de vinificacién la clarificacion
puede reducir los residuos de plaguicidas y dado que las concentraciones iniciales en
los vinos son muy bajas, este proceso puede provocar que las determinaciones
analiticas se sitlen por debajo de su limite de cuantificacion. En el caso de la
fortificaciébn en bodega, las cantidades residuales iniciales y su determinacion se sitla
en niveles mas altos (Navarro et al., 1999; Oliva et al., 1999; Fernandez et al., 2002 y

2005b; Oliva et al., 2007b).
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Finalmente y durante el dltimo afio (2014), se estudié la biodisponibilidad de
dos fungicidas aplicados en campo la mezcla boscalid+kresoxim-metil (Collis®) y
metrafenona (Vivando®), bajo BPA y CPA; asi como de ciazofamida (Mildicut®) afiadida

al mosto en bodega.

En la Tabla 4.31., se exponen las concentraciones de residuos en los dializados

de los vinos analizados y sus porcentajes de dializacion.

Tabla 4.31. Porcentajes dializados y concentraciones de los fungicidas estudiados (2014).

BPA Fortificaciones CPA

Vino Boscalid Kresoxim-metil | Metrafenona Ciazofamida Boscalid Kresoxim-metil | Metrafenona

mg/l | % | mgl % mg/l | % mg/l % |mgl| % mg/l % mg/l

%

Tempranillo | <0,01 | -- | <0,01 - | <001]| - <0,01 - | 067 |2134| 043 | 28,95 | <0,01

Graciano | <0,01| -- | <001 | - |[<001| - <0,01 - 1056|2687 | 026 | 31,76 | <0,01

En las Figuras 4.36. y 4.37., se muestran sus representaciones gréaficas para

una mas facil comprension.

m BPA Boscalid B BPA Kresoxim-metil ® BPA Metrafenona Ciazofamida

m CPA Boscalid CPA Kresoxim-metil m CPA Metrafenona

0,6 -
0,5 -

0,4 -

mg/I

0,3 -
0,2 -

0,1 -

Tempranillo Graciano

Figura 4.36. Concentracion de los fungicidas dializados en vinos (2014).

En condiciones de BPA los vinos no presentan residuos cuantificables y por lo
tanto no se realizaron las pruebas de biodisponibilidad /n vitro. Para los tratados bajo
CPA, los porcentajes de dializacion de boscalid y kresoxim-metil se sitlan entre el 21-
31%, mientras que metrafenona no presenta dializacion. En el caso de la ciazofamida

afladida al mosto no se produce dializacién de la materia activa.

-142 -




50 -

40 -

e

Graciano

30

% diaizado

20

10

Figura 4.37. Porcentajes de los fungicidas dializados en vinos (2014).
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4.3.2. BIODISPONIBILIDAD DE COMPUESTOS FENOLICOS.

4.3.2.1. Biodisponibilidad de la actividad antioxidante.

Se ha estudiado el efecto del proceso de biodisponibilidad /n vitro de la

actividad antioxidante de los mismos vinos en los que se estudiaron residuos de

fungicidas y el resto de las medidas de compuestos fendlicos.

Asi, en el primer afilo se compararon los valores de la actividad antioxidante

antes y después de haber realizado la biodisponibilidad in vitro de los vinos Tempranillo

y Graciano, con las aplicaciones en campo vy las fortificaciones en bodega (Tabla 4.32.).

Tabla 4.32.- Biodisponibilidad de actividad antioxidante (DPPH) (mM Trolox/ml) y porcentaje
dializado en vino Tempraniflo y Graciano (2012).

Boscalid
i Testigo Fenhexamida + Metrafenona Mepanipirim
Vino Kresoxim-metil
AA % AA % AA % AA % AA %
Tempranillo 01 1,33 0,26 3,67 0,28 3,86 0,25 2,97 0,1 1,34
Graciano 01 1,98 0,08 1,60 0,07 1,70 0,07 1,39 0,05 1,08

La presencia de residuos de fenhexamida, mezcla de boscalid y kresoxim-metil

y metrafenona, provocan un ligero aumento en la biodisponibilidad de la actividad

antioxidante de los vinos Tempranillo; cosa que no ocurre en el vino Graciano, donde
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los valores practicamente no varian, aunque en los correspondientes vinos testigo los
valores de Graciano son ligeramente superiores. En la Figura 4.38., se representan

graficamente los porcentajes dializados de la actividad antioxidante de ambos vinos.

4 H Testigo
3.5 1 W Fenhexamida
3 .
”s H Boscalid + Kresoxim-metil
X 2 H Metrafenona
157 Mepanipirim
1 -
0,5 -
0

Tempranillo Graciano

Figura 4.38. Porcentajes dializados de la actividad antioxidante de vinos Tempranillo y
Graciano (2012).

Al afio siguiente se realizaron los mismos calculos con los vinos Tempranillo,
antes y después del proceso de clarificacién. En la Tabla 4.33., se exponen los valores
de la actividad antioxidante encontrada en los dializados de ambos vinos, asi como los

porcentajes obtenidos.

Tabla 4.33. Biodisponibilidad de actividad antioxidante (DPPH) (mM Trolox/ml) y porcentaje
dializado en vino Tempranillo clarificado y sin clarificar (2013).

Boscalid
) Testigo Fenhexamida + Metrafenona Mepanipirim
Tempranillo Kresoxim-metil
AA % AA % AA % AA % AA %

Clarificado 0,32 4,39 0,24 3,48 0,25 3,37 0,20 3,03 0,21 2,92

Sin clarificar 0,32 4,39 0,19 2,51 0,23 3,10 0,21 3,14 0,23 3,15

Como se observa, el proceso de clarificacion no afecta a la biodisponibilidad de
la actividad antioxidante y para todos los casos los valores presentan muy pequefias
diferencias. En la Figura 4.39., se representan graficamente los porcentajes dializados

del vino Tempranillo clarificado y sin clarificar.
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Figura 4.39. Porcentajes dializados de la actividad antioxidante de vinos
Tempranillo clarificados y sin clarificar (2013).

Finalmente, se analiz6 la actividad antioxidante de los vinos Tempranillo y
Graciano, a los que se aplico las formulaciones de fenhexamida y boscalid + kresoxim-
metil, en condiciones de BPA y CPA; asi como fortificados en bodega con ciazofamida.
En la Tabla 4.34., se exponen los valores de actividad antioxidante dializada junto con

los porcentajes que suponen respecto a los valores iniciales encontrados.

Tabla 4.34.- Biodisponibilidad de actividad antioxidante (DPPH) (mM Trolox/ml) y porcentaje
dializado en vinos Tempranillo y Graciano tratados bajo BPA y CPA (2014).

BPA CPA Fortificacion
i Boscalid Boscalid
. Testigo
Vino g Metrafenona + Metrafenona + | Ciazofamida
Kresoxim-metil Kresoxim-metil

AA % AA % AA % AA % AA % AA %

Tempranillo | 0,15 | 256 | 0,17 | 312 | 019 (371|017 | 313 | 0,14 252 | 013 | 236

Graciano 019 | 374 021 |370| 019 |315]| 024 | 400 | 012 239 | 013 | 2,60

Si analizamos cémo ha afectado el proceso de digestion /in vitro al potencial
efecto antioxidante de los distintos vinos con presencia de residuos de fungicidas,
podemos destacar como el dializado de las muestras con metrafenona y con la mezcla
de boscalid + kresoxim-metil aumentan ligeramente el porcentaje de dializacion de
Tempranillo frente al testigo. La presencia de ciazofamida en ambos vinos provoca

una disminucién de su biodisponibilidad.

En la Figura 4.40., se representan graficamente los porcentajes de la actividad

antioxidante dializados para los vinos de este afio.
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Figura 4.40. Porcentajes dializados de actividad antioxidante de vinos Tempranillo y Graciano,
tratados bajo BPA y CPA (2014).

Los datos expuestos, parecen estar en consonancia con los publicados por
diversos autores, aunque estudiaran materiales diferentes. Asi, se comprobd que
diversos zumos de frutas infantiles presentaban valores de actividad antioxidante
significativamente menores (19% del valor inicial) al someterlos a digestiones

gastrointestinales /n vitro (Perales et al., 2008).

En trabajos realizados con fresas y moras se observaron también valores de
actividad antioxidante del 50% del valor inicial en fresas y de hasta un 84% en moras,
cuando se sometian a digestion; aunque estos valores varian también dependiendo del

método de medida que se utilice (Cerezo et al., 2010; Tavares et al., 2012).

La bibliografia consultada, corrobora que influye en la biodisponibilidad de la
capacidad antioxidante, tanto su valor inicial (pérdidas de solo el 25% en té€), como el
tipo de matriz estudiado (Record y Lane, 2001; Gawlik-Dziki et al., 2009; Cilla et al.,
2011; Wootton-Beard et al., 2011; Chandrasekara y Shahidi, 2012).

4.3.2.2. Biodisponibilidad de polifenoles totales.

En este apartado se exponen los resultados de los estudios de biodisponibilidad

de los valores de polifenoles totales de todos los vinos estudiados.
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En la Tabla 4.35., se presentan los resultados de los vinos Tempranillo y
Graciano, tratados bajo BPA y fortificados en bodega en el primer afo (2012),

expresados los polifenoles totales (Pf Tot) en g/I.

Tabla 4.35. Biodisponibilidad de polifenoles totales (g/l) y porcentajes dializados en vino
Tempranillo y Graciano (2012).

Boscalid
) Testigo Fenhexamida + Metrafenona Mepanipirim
Vino Kresoxim-metil
Pf Tot % Pf Tot % Pf Tot % Pf Tot % Pf Tot %
Tempranillo 0,1 10,20 | 0,26 13,59 0,28 10,55 0,25 11,86 0,1 17,10
Graciano 0,1 8,95 0,08 12,36 0,07 24,07 0,07 10,10 0,05 21,26

En la Figura 4.41. se representan los porcentajes dializados de los polifenoles

totales.

25 1 H Testigo
20 - B Fenhexamida
15 m Boscalid + Kresoxim-metil
(=}
S Metrafenona
10 +
B Mepanipirim
5 -
0

Tempranillo Graciano
Figura 4.41. Porcentajes de polifenoles totales dializados en vinos Tempranillo y Graciano
(2012).

Se observa que en los vinos testigo y en los que proceden de uvas tratadas con
fenhexamida y metrafenona, los porcentajes dializados son ligeramente superiores en
Tempranillo; para los tratamientos con boscalid+kresoxim-metil y mepanipirim, los
mayores porcentajes se dan en Graciano. En ningln caso se supera un porcentaje de
biodisponibilidad del 25%.

En la Tabla 4.36., se exponen los resultados para vino Tempranillo, clarificado y

sin clarificar, elaborados el segundo afio (2013).
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Tabla 4.36. Biodisponibilidad de polifenoles totales (g9/l) y porcentajes dializados en vino
Tempranilflo clarificado y sin clarificar (2013).

Boscalid
) Testigo Fenhexamida + Metrafenona Mepanipirim
Tempranillo Kresoxim-metil

Pf Tot % Pf Tot % Pf Tot % Pf Tot % Pf Tot %
Clarificado 0,15 8,38 0,14 7,00 0,13 5,02 0,15 8,33 0,10 1,34
Sin clarificar 0,15 8,38 0,13 7,51 0,12 5,10 0,10 10,81 0,13 6,50

En la Figura 4.42., se representa graficamente la comparacién de los
porcentajes dializados. Se observa un comportamiento similar para los vinos testigo y
tratados con fenhexamida y boscalid+kresoxim-metil y una clara reduccion del proceso

en el vino clarificado que contiene metrafenona y mepanipirim.

H Testigo

B Fenhexamida
m Boscalid+Kresoxim-metil
Metrafenona
' = Mepanipirim
_— -

Clarificado Sin clarificar

10 +

%
(o]
1

Figura 4.42. Porcentajes de polifenoles totales dializados en vinos Tempranillo clarificados y
sin clarificar (2013).

Por Gltimo en la Tabla 4.37., se muestran los resultados de los vino Tempranillo

y Graciano, en cuyo cultivo se aplicaron BPA y CPA (2014).

Tabla 4.37. Biodisponibilidad de polifenoles totales (g/l) en vinos Tempranillo y Graciano
tratados bajo BPA y CPA (2014).

BPA CPA Fortificacion
; Testigo Boscalid Boscalid ) )
Vino Metrafenona n Metrafenona n Ciazofamida
Kresoxim-metil Kresoxim-metil

Pf Tot % Pf Tot % Pf Tot % Pf Tot % Pf Tot % Pf Tot %

Tempranillo | 0,16 9,76 | 165 | 11,01 | 0,17 115 | 017 | 10,25 | 0,17 10,66 | 0,30 | 18,65

Graciano 026 |1092 | 0,26 | 10,78 | 0,65 | 2622 | 0,25 | 9,98 0,64 24,89 | 0,37 | 15,77
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El contenido en polifenoles totales, después del proceso de digestion /7 vitro del
vino, descendié una media de un 10% respecto a su contenido inicial en vino
Tempranillo tratado en campo y algo mas de un 18% en el caso de ciazofamida
afiadida antes de la vinificacion. Analogamente ocurre en el caso de Graciano, aunque
el tratamiento con la mezcla boscalid y kresoxim-metil hace que aumente la
biodisponibilidad de los polifenoles hasta un 25%. En la Figura 4.43., se muestran los

porcentajes obtenidos.

H Testigo
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m Metrafenona BPA
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M Boscalid + Kresoxim-
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m Ciazofamida
0

Tempranillo Graciano

Figura 4.43. Porcentajes de polifenoles totales dializados en vinos Tempranillo y
Graciano tratados bajo BPA y CPA (2014).

Resultados similares se han encontrado en otros productos alimentarios en
consonancia con los presentados en esta memoria. Asi, Pérez-Vicente et al. (2002),
obtuvieron resultados similares a los nuestros al determinar la biodisponibilidad /n vitro
de fenoles totales en zumo de granada. El zumo después de la digestién presentaba
Unicamente el 29% de fenoles respecto al zumo inicial. Igualmente, Bouayed et al.
(2012), obtuvieron pérdidas de hasta el 75% en el contenido en fenoles de la
manzana, las mismas que McDougall et al. (2007), en col lombarda y Tarko et al.
(2009), en diferentes frutas, mientras que Fazzari et al. (2008), encontraron pérdidas

de entre el 70 y el 74% en cerezas.

Otros autores obtuvieron resultados en los que observaban una menor
biodisponibilidad de fenoles en diferentes alimentos (Dinnella et al., 2007; Stevenson
et al., 2007; Tavares et al., 2012). Es el caso de McDougall et al. (2005a y b), quienes
obtuvieron una biodisponibilidad del 10,3% de fenoles totales en frambuesas y del

7,2% en vino tinto. En sentido contrario, Tagliazucchi et al. (2010), obtuvieron una
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pérdida de fenoles Unicamente del 37% después de someter a uva a una digestion
simulada. En este ultimo caso en el que la biodisponibilidad de fenoles es mayor hay
que subrayar, por un lado, que sometieron a la uva a una etapa adicional en la que se
simulaba la masticacion y, por otro lado, que el método de medida empleado no fue el

de Folin-Ciocalteu, sino un método enzimatico.

De igual forma, Bouayed et al. (2011), encontraron porcentajes de
recuperacion de fenoles comprendidos entre el 44,6% y el 62,7% en diferentes
variedades de manzanas. Mientras que Cilla et al. (2011), obtuvieron valores de
recuperacion de fenoles en diferentes zumos de frutas de entre el 74 y el 96%. Existen
también trabajos en los que se ha mantenido el contenido en fenoles (Vallejo et al.,
2004), e incluso algunos en los que se han encontrado mayores contenidos en fenoles
totales después de la digestion /in vitro (Noguer et al., 2008; Tarko et al., 2009;
Wootton-Beard et al., 2011; Chandrasekara y Shahidi, 2012).

4.3.2.3. Biodisponibilidad de compuestos fendlicos.

Se determinaron las concentraciones de los diversos grupos de compuestos
fendlicos en vinos Tempranillo y Graciano, tratados bajo condiciones de BPA y
fortificados en bodega el primer afio (2012), tras el proceso de biodisponibilidad /n
vitro. En la Tabla 4.38., se muestran las cantidades y porcentajes dializados tras el
proceso, en vino Tempranillo y en la Figura 4.44., se representan graficamente dichos

porcentajes.

Tabla 4.38. Biodisponibifidad de compuestos fendlicos (mg/l) y porcentaje dializado en vino
Tempranillo (2012).

Boscalid
Compuesto Testigo Fenhexamida * _ Metrafenona Mepanipirim
Kresoxim-metil
mg/l % mg/l % mg/l % mg/l % mg/l %
Antocianos 84,41 | 11,06 | 40,93 | 527 94,02 | 1234 | 74,84 | 1114 | 56,61 | 8,72
Hidroxicinamicos 29,66 | 19,74 2953 | 1987 | 30,98 | 21,10 | 3954 | 1725 | 33,19 | 23,66
Flavonoles 1151 | 991 10,77 | 11,53 116 | 1176 | 1134 | 942 | 1265 | 1158
Estilbenos 28,04 | 49,49 23,74 | 46,26 | 27,05 | 50,75 | 26,67 | 60,52 | 25,24 | 55,39
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H Testigo Fenhexamida
H Boscalid + Kresoxim-metil H Metrafenona

H Mepanipirim

B

Figura 4.44. Porcentajes de compuestos fendlicos dializados en vino Tempraniflo (2012).

En la Tabla 4.39. y en la Figura 4.45., se exponen los valores correspondientes

para vino Graciano en el mismo afio.

Tabla 4.39. Biodisponibilidad de compuestos fendlicos (mg/l) vy porcentafe dializado en vino
Graciano (2012).

Boscalid

Compuesto Testigo Fenhexamida + Metrafenona Mepanipirim
Kresoxim-metil

mgl | % | mgll | % | mgl % [ mgl [ % | mgl | %

Antocianos 14396 | 19,06 | 11253 | 16,11 | 89,87 14,75 | 83,72 | 13,24 | 101,80 | 16,25

Hidroxicindmicos | 37,92 | 34,80 | 22,84 | 24,70 | 14,22 21,87 | 1859 | 16,77 | 29,05 | 2597

Flavonoles 21,31 32,81 11,53 17,53 9,49 11,64 6,7 8,97 11,65 14,28
Estilbenos 27,08 53,66 22,34 50,11 20,04 44 64 21,8 44,44 | 25,05 48,15
H Testigo Fenhexamida
m Boscalid + Kresoxim-metil H Metrafenona

B Mepanipirim
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Figura 4.45. Porcentajes de compuestos fendlicos dializados en vino Graciano (2012).

Como se observa, no existen claras diferencias entre la dializacién de los vino

de ambas variedades de uva. Para los dos vinos, los estilbenos son los compuestos
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fendlicos que presentan mayor porcentaje de dializacion (cercano al 50%). Esta

elevada dializacién de los estilbenos, compuestos altamente beneficiosos para la salud,

es indicativa de que la mitad de cantidad ingerida pasa al torrente sanguineo, llegando

a los objetivos diana.

En la Tabla 4.40. y 4.41., se exponen los porcentajes de dializacion de los

compuestos fendlicos en vino Tempranillo testigo y conteniendo residuos de fungicidas,

clarificados y sin clarificar (2013).

Tabla 4.40. Bjodisponibilidad de compuestos fendlicos (mg/l) y porcentaje dializado en vinos

Tempranillo, clarificados (2013).
Boscalid
Compuesto Testigo Fenhexamida + _ Metrafenona Mepanipirim
Kresoxim-metil

mg/l % mg/l % mg/l % mg/l % mg/l %
Antocianos 78,84 | 1881 | 44,35 788 | 112,07 | 1261 | 6326 | 16,05 | 82,05 | 16,30
Hidroxicinamicos | 50,84 | 40,13 | 39,65 | 2508 | 52,79 37,35 | 5203 | 3822 | 4192 | 24,85
Flavonoles 3,40 372 2,10 1,72 13,05 7,05 5,65 5,74 5,58 4,32
Estilbenos 1869 | 5867 | 1784 | 53,12 | 36,53 50,94 | 16,12 | 5141 | 1847 | 50,82

Tabla 4.41. Biodisponibilidad de compuestos fendlicos (mg/l) y porcentaje dializado en vinos

Tempranillo, sin clarificar (2013).
Boscalid
Compuesto Testigo Fenhexamida * _ Metrafenona Mepanipirim
Kresoxim-metil

mg/l % mg/l % mg/l % mg/l % mg/l %
Antocianos 78,84 | 1881 | 4785 8,46 93,23 11,08 | 54,08 | 1462 | 49,45 | 10,07
Hidroxicinamicos | 50,84 | 40,13 | 79,26 43,39 77,81 39,55 | 75,81 | 53,34 | 44,77 | 26,82
Flavonoles 3,40 3,72 5,36 579 8,82 4,86 2,24 2,38 2,88 2,04
Estilbenos 18,69 | 58,67 | 27,90 49,33 32,65 4955 | 14,26 | 49,75 | 20,10 | 52,63

En la Figura 4.46., se muestran los porcentajes dializados en ambos vinos.

Como ocurria en los vinos del primer afio para la variedad tempranillo, los mayores

porcentajes se producen en los estilbenos, manteniéndose el resto de grupos en

rangos similares. La clarificacion no parece afectar al porcentaje de dializacion.
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Figura 4.46. Porcentajes de compuestos fendlicos dializados en vinos Tempranillo, clarificados
Yy sin clarificar (5C) (2013).

Finalmente, se estudié la biodisponibilidad de los grupos de compuestos
fendlicos en los vinos de 2014, que fueron obtenidos de uvas tratadas bajo condiciones
de BPA y CPA.

En las Tablas 4.42. y 4.43, se exponen las cantidades dializadas de las distintas
familias de compuestos estudiadas en los dos vinos, asi como los porcentajes

resultantes.

Tabla 4.42. Biodisponibilidad de compuestos fendlicos (mg/l) y porcentajes dializados en vinos
Tempranillo tratados bajo BPA y CPA (2014).

BPA CPA Fortificacion
. . Boscalid Boscalid
. Vlno_ IES g Fenhexamida + Fenhexamida + Ciazofamida
empranillo . . . .
Kresoxim-metil Kresoxim-metil
mg/l % mg/l % mg/l % mg/l % mg/l % mg/l %
Antocianos 98,31 | 16,36 | 52,72 | 8,17 | 83,67 | 15,10 53,03 | 9,17 | 86,42 | 14,76 | 115,03 | 16,39
Hidroxicinamicos | 25,64 | 23,72 | 28,78 | 19,61 | 31,72 | 22,12 18,20 | 21,75 | 28,21 | 21,81 | 30,94 | 21,08
Flavonoles 333 | 7,31 | 580 | 575 | 3,53 4,01 432 | 5,15 4,09 4,32 7,18 7,12
Estilbenos 21,14 | 54,72 | 24,78 | 52,81 | 17,65 | 51,12 19,81 | 50,33 | 21,19 | 52,01 | 29,63 | 53,15
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Tabla 4.43. Biodisponibilidad de compuestos fendlicos (mg/l) y porcentajes dializados en vinos
Graciano tratados bajo BPA y CPA (2014).

BPA CPA Fortificacion
. . Boscalid Boscalid
TemVI?:nillo Viesitige Fenhexamida + Fenhexamida + Ciazofamida
P Kresoxim-metil Kresoxim-metil
mg/l % mg/l % mg/l % mg/l % mg/I % mg/l %
Antocianos 128,06 | 21,31 | 105,32 | 19,27 | 125,13 | 18,61 | 119,41 | 19,78 | 110,42 | 18,76 | 83,87 | 14,39
Hidroxicinamicos | 38,65 | 35,75 | 25,94 | 27,16 | 21,10 25,17 31,92 | 27,15 | 18,78 | 26,77 | 20,09 | 21,35
Flavonoles 13,73 | 30,15 | 9,45 | 18,21 | 12,07 14,32 709 |1409 | 10,76 | 1431 | 3,64 | 857
Estilbenos 21,51 | 55,67 | 19,14 | 51,32 | 22,55 49,41 19,73 | 50,16 | 20,39 | 51,37 | 16,17 | 52,14
En los vinos Tempranillo y en general, la presencia de residuos de fungicidas
minoriza ligeramente las cantidades dializadas, destacando las disminuciones

provocadas para flavonoles en el caso de los tratamientos de campo. Ciazofamida no

varia su porcentaje de biodisponibilidad.

En los vinos Graciano, se producen efectos analogos, destacando la disminucion

producida en el grupo de flavonoles para todos los casos.

En la Figura 4.47. y 4.48., se representan graficamente las variaciones

porcentuales de

los diferentes grupos de compuestos fendlicos en

Tempranillo y Graciano tras el proceso de biodisponibilidad /in vitro.

%

B Testigo

B Fenhexamida BPA

H Boscalid + Kresoxim-metil BPA
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Figura 4.47. Porcentajes de compuestos fendlicos dializados en los vinos Tempranillo tratados
en condiciones de BPA y CPA (2014).
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Figura 4.48. Porcentajes de compuestos fendlicos dializados en los vinos Graciano tratados
bajo condiciones de BPA y CPA (2014).

Diferentes estudios han presentado resultados similares en otras matrices
alimentarias. Asi, en un estudio de comparacion de la biodisponibilidad /n vitro de los
compuestos fendlicos de diferentes zumos, encontraron pérdidas entre el 64,5 y el

70,1% en el contenido en flavan-3-oles (Laurent et al., 2007; Cilla et al., 2009).

Bouayed et al. (2011), tras someter diferentes variedades de manzanas a una
digestién in vitro, obtuvieron recuperaciones del 44% en el contenido en flavonoides,
justificando las pérdidas por la inestabilidad que presentan las antocianinas en el

medio alcalino del intestino.

Tagliazucchi et al. (2010), observaron una biodisponibilidad en los flavonoides
de la uva del 56,1%. Estudiando la biodisponibilidad /in vitro de diferentes catequinas,
se obtuvieron pérdidas entre el 71-91% en epigalocatequina galato, entre el 72-100%
en epigalocatequina y entre el 60-61% en epicatequina galato. Sin embargo, catequina

y epicatequina obtuvieron pérdidas de tan sélo un 8% (Neilson et al., 2007).

La baja biodisponibilidad /n vitro que presentan los flavonoides, puede deberse
a su naturaleza polimérica y su alto peso molecular, que hacen dificil su absorcion a
través de la barrera intestinal (Spencer et al., 2001; Manach et al., 2004 y 2005;
Serrano et al., 2009; Fernandes et al., 2012).
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Por otra parte y en sentido contrario, en algunos estudios sobre la fraccion
biodisponible del cacao, no solo no se encontraron pérdidas, sino que el contenido en
catequina y epicatequina era mayor; planteando la hipotesis del papel protector que la
grasa podia tener al formar estructuras micelares durante la digestibn enzimatica
(Ortega et al., 2009).

Resultados similares se obtuvieron en algunos estudios en los que el grado de
polimerizacién de las procianidinas provocaban que no fueran absorbidas por ratones
alimentados con extractos de uva (Baba et al., 2002; Donovan et al., 2002; Nakamura

y Tonogai, 2003 y Tsang et al., 2005).

Se ha observado una fuerte degradacion de las catequinas del té, en medios
acidos vy alcalinos, lo que permitiria explicar la pobre absorcién encontrada en nuestro
estudio (Chen et al., 2011).

En otros estudios coincidentes con nuestros resultados, se observé cémo tras
una digestion simulada de manzanas, el medio acido del estbmago degradaba la
mayoria de las catequinas, mientras que en presencia de los jugos duodenales se
isomerizaban (Kahle et al., 2007 y 2011).
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A la vista de los resultados expuestos en la presente Memoria podemos resumir

el trabajo realizado en las siguientes consideraciones y conclusiones.

Se ha estudiado la influencia de los residuos de seis fungicidas (metrafenona,
mezcla boscalid+kresoxim-metil, ciafozamida, fenhexamida y mepanipirim) aplicados
en campo segun BPA y CPA y afiadidos en bodega antes de la vinificacion, en la
actividad antioxidante, compuestos fendlicos y su biodisponibilidad en vinos

Tempranillo y Graciano (DO Rioja), durante las vendimias 2012, 2013 y 2014.

En este sentido se ha validado la metodologia analitica necesaria para la
identificacion y cuantificacion de los fungicidas utilizados para su determinacién en uva
y vino. Para ello se empleo el método de extraccion multirresiduos QUEChERS con

acetonitrilo y analisis por CL-MS/MS (QqQ).

También se ha determinado en los vinos, la actividad antioxidante, polifenoles
totales y compuestos fendlicos (antocianos, derivados hidroxicinamicos, flavonoles y

estilbenos), comprobando la influencia de los residuos de fungicidas.

Por dltimo, se estudié la biodisponibilidad /n vitro, de los distintos fungicidas
encontrados en los vinos, comprobando el efecto matriz (uva y vino). Asi mismo, se
realizé un estudio similar para comprobar la biodisponibilidad de la fraccion fendlica y

su relacién con la presencia de los fungicidas.

En base a estas consideraciones y a los resultados obtenidos, podemos exponer

las siguientes conclusiones:

1. La determinacion de los residuos de fungicidas mediante extraccibn con

acetonitrilo (QUEChERS) y andlisis por cromatografia liquida con detector
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espectrométrico de masas-masas (triple cuadrupolo) utilizando una columna
Poroshell 120 y gradiente de flujo, es suficientemente precisa y exacta.
Alcanzando un limite de cuantificacién de 0,01 ppm, una linealidad de respuesta
(R*> >0,998) y exactitud (70-110%) y precision con desviaciones estandar
menores del 20%. Estos valores cumplen las especificaciones establecidas en la
guia SANCO y norma UNE/ISO 17025.

En los vinos procedentes de uvas tratadas en campo bajo Buenas Précticas
Agricolas en ningan caso se superan los LMR establecidos en uva. S6lo en los
vinos Tempranillo procedentes de tratamientos CPA, kresoxim-metil vy
metrafenona superan ligeramente el LMR en uva (1,48 y 0,84 frente a 1 y 0,5

ppm, respectivamente).

En los vinos fortificados en bodega antes de la vinificacion (fenhexamida,

mepanipirim y ciazofamida) en ningun caso se supera los LMR en uva.

No se han observado diferencias significativas entre los contenidos de residuos de
fungicidas en el vino Tempranillo, antes y después de la clarificacion, ni en el

procedente de uva tratada en campo ni fortificada en bodega.

La actividad antioxidante (DPPH) determinada en los vinos testigo variedad
Tempranillo es superior a la Graciano. La presencia de residuos de fungicidas en
los vinos Tempranillo no influyen significativamente en su actividad antioxidante
en comparacién con los vinos sin tratar. En el caso del vino Graciano,
boscalid+kresoxim-metil y metrafenona, presentan diferencias significativas en su

capacidad antioxidante.

En general no se aprecian diferencias significativas en la actividad antioxidante en

el vino Tempranillo sometido al proceso de clarificacidn.

En vino Tempranillo la presencia de mepanipirim y fenhexamida incrementa su
actividad antioxidante frente al testigo, mientras que el resto de fungicidas la
disminuye. En vino Graciano, metrafenona la aumenta, mepanipirim y
fenhexamida la reducen y ciazofamida y boscalid+kresoxim-metil practicamente

no influyen.
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Los polifenoles totales (Folin-Ciocalteu) determinados en los vinos testigo
Graciano son ligeramente superiores a Tempranillo. La presencia de residuos de
boscalid+kresoxim-metil, fenhexamida y ciazofamida disminuyen el contenido de
polifenoles totales en vino Tempranillo. Por el contrario, en vino Graciano,

metrafenona incrementa ligeramente su contenido.

El proceso de clarificacién en vino Tempranillo tiene efectos significativos en los
valores de polifenoles totales, encontrando que la presencia de los fungicidas
fenhexamida, boscalid+kresoxim-metil y metrafenona incrementaban sus

contenidos frente al vino testigo.

No se ha establecido una correlacion lineal entre actividad antioxidante vy
polifenoles totales, posiblemente debido a la disparidad en la calidad y

caracteristicas climatoldgicas de las tres vendimias.

Se han determinado las fracciones fendlicas. Antocianos, derivados
hidroxicinamicos, flavonoles y estilbenos por cromatografia liquida y detector
espectrofométrico DAD. La fraccion fendlica mas destacada en Tempranillo y
Graciano es la de antocianos (70,45 y 77,50 % respectivamente) seguidos de los
derivados hidroxicindmicos (18,31 y 13,64 %); flavonoles (14,62 y 9,95 %). En el
caso de los estilbenos en vinos Graciano el porcentaje es ligeramente superior

gue en Tempranillo (6,34 frente al 4,98%).

Los antocianos presentan un valor medio de 596,26 mg/l en vino testigo de
tempranillo frente a 678,13 mg/l en Graciano. Obteniendo el valor més alto en los
vinos Tempranillo con ciazofamida (701,93 mg/l) y el més bajo en vino Graciano

con ciazofamida (532,87 mg/l).

La concentracion de compuestos hidroxicinamicos fluctian entre 73,00 mg/l en
vino Graciano con boscalid+kresoxim-metil y 154,49 mg/l para vino Tempranillo

con mepanipirim.

Los flavonoles se determinaron en menores concentraciones (entre 45,21 y

119,18 mg/I para vino Graciano con ciazofamida y Tempranillo con mepanipirim,
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respectivamente); los estilbenos oscilan entre 31,01 y 52,03 mg/Il, encontrados

para vinos Graciano con ciazofamida y mepanipirim, respectivamente.

En los vinos Tempranillo el porcentaje de antocianos se incrementa con
fenhexamida, ciazofamida y boscalid+kresoxim-metil, mientras que disminuye con
metrafenona y mepanipirim. Los derivados hidroxicindmicos se incrementan con
fenhexamida, metrafenona y mepanipirim, se reducen con boscalid+kresoxim-
metil y ciazofamida. Los flavonoles se incrementan en la presencia de
metrafenona y mepanipirim y se reducen con el resto de fungicidas. Por ultimo
los estilbenos se incrementan con fenhexamida y boscalid+kresoxim-metil y se

reducen con el resto.

En los vinos Graciano, el porcentaje de antocianos se incrementa con
fenhexamida y mepanipirim y disminuye con boscalid+kresoxim-metil,
metrafenona y ciazofamida. Los derivados hidroxicinamicos se incrementan con
metrafenona, mepanipirim y ciazofamida, se reducen con los otros fungicidas.
Flavonoles aumentan con la presencia de los seis fungicidas. Los estilbenos se
incrementan con boscalid+kresoxim-metil, metrafenona y mepanipirim y se

reducen con el resto.

En la mayoria de los vinos Tempranillo clarificados y sin clarificar existen
diferencias significativas en los niveles de compuestos fendlicos para todos los
fungicidas; Unicamente la presencia de metrafenona y fenhexamida no afecta al
contenido en flavonoles. Metrafenona en vinos clarificados no afecta a los niveles
de antocianos, derivados hidroxicinAmicos y flavonoles. Cuando no se clarifica el
vino, no hay diferencias significativas en antocianos y flavonoles en el vino

tratado con metrafenona y tampoco en flavonoles en el tratado con fenhexamida.

Los tratamientos en campo de boscalid+kresoxim-metil y metrafenona, en
condiciones de BPA y CPA en Tempranillo y Graciano en 2014, puso de manifiesto
diferencias significativas con el vino testigo en los contenidos de antocianos,
derivados hidroxicinamicos, estilbenos y flavonoles. En vino Tempranillo no hay
diferencias significativas en el contenido de derivados hidroxicinamicos y
flavonoles con la presencia de boscalid+kresoxim-metil BPA, ni en el de

estilbenos en los vinos con metrafenona CPA y boscalid+kresoxim-metil CPA. En
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el caso de vinos Graciano, no hay incidencia en el contenido de antoncianos por
la presencia de metrafenona CPA y boscalid+kresoxim-metil CPA. Flavonoles no
se ven afectados por ciazofamida y por ultimo, los estilbenos tampoco por

metrafenona BPA y CPA y boscalid+kresoxim-metil CPA.

Al estudiar la biodisponibilidad in vitro de los seis fungicidas se comprueba un
claro efecto de la matriz sobre el proceso. Asi, en agua no se produce dializacién
para ningun fungicida a concentraciones inferiores a 2 ppm. Ciazofamida no se
dializa a las concentraciones ensayadas; boscalid, fenhexamida y mepanipirim
presentan dialisis a 5 y 10 ppm y kresoxim-metil y metrafenona, sélo se dializan a
la concentracion de 10 ppm. En uva, kresoxim-metil no se dializa a las
concentraciones estudiadas; metrafenona lo hace sélo a 10 ppm y boscalid,
ciazofamida y mepanipirim a 5 y 10 ppm; fenhexamida dializa a partir de 2 ppm.
En vino, todos los fungicidas son dializados en mayor o menor grado a 10 ppm y
s6lo kresoxim-metil no lo hace a 5 ppm; ciazofamida y metrafenona no dializan a

2 ppm y boscalid, fenhexamida y mepanipirim lo hacen desde 2 ppm.

Los fungicidas que presentan mayor dializacion son y por este orden:
fenhexamida, boscalid y mepanipirim, en vino y en agua. Boscalid, fenhexamida,
mepanipirim y metrafenona presentan valores parecidos en todas las matrices.
Ciazofamida, alcanza muy bajas concentraciones de dializacién en uva y vino, y
s6lo a concentraciones superiores a 5 ppm. Kresoxim-metil sélo presenta

dializacion en medio liquido (agua y vino).

En general, debido posiblemente a que en la uva solamente existe fase acuosa y
azucares, el porcentaje de dializacién en todos los casos es menor que en vino.
En vino, existe fase acuosa-etandlica, y se observa que a partir de 5 ppm
disminuye el porcentaje de dializaciébn. En agua, siempre aumenta la dializacion

con la concentracion.

. El vino elaborado con uva Graciano presenta un efecto matriz positivo, respecto al

realizado con Tempranillo, aumentando el porcentaje dializado. Los porcentajes
de dialisis oscilan entre un minimo de 6,1% para kresoxim-metil en vino de

Tempranillo, hasta un maximo de 36,6% para boscalid en el de Graciano. Los

- 163 -



Resumen y conclusiones

23.

24,

25.

26.

27.

28.

plaguicidas que presentan mayor biodisponibilidad son mepanipirim en

Tempranillo y boscalid en Graciano.

Se comprueba que la clarificacion tiene un ligero efecto positivo en la
biodisponibilidad de los fungicidas. Asi, en los vinos Tempranillo fortificados en
bodega con fenhexamida y mepanipirim se observan diferencias en la capacidad
de dialisis (19,72% no clarificado frente al 25,37% clarificado para fenhexamida y

25,73% sin clarificar frente al 31,07% clarificado para mepanipirim).

En los vinos procedentes de uvas tratadas bajo CPA, los porcentajes de dializacion
de boscalid y kresoxim-metil se sitGan entre el 21-31%, mientras que
metrafenona no presenta dializaciéon. En el caso de la ciazofamida afiadida al

mosto no se produce dializacion de la materia activa.

La presencia de residuos de fenhexamida, mezcla de boscalid y kresoxim-metil y
metrafenona, provocan un ligero aumento en la biodisponibilidad de la actividad
antioxidante de los vinos Tempranillo; cosa que no ocurre en el vino Graciano,
donde los valores practicamente no varian, aunque en los correspondientes vinos

testigo los valores de Graciano son ligeramente superiores.

El proceso de clarificacion no afecta a la biodisponibilidad de la actividad
antioxidante y para todos los casos sus valores no presentan diferencias

significativas.

Al analizar la actividad antioxidante de los vinos procedentes de aplicaciones en
campo bajo BPA y CPA, asi como de los fortificados en bodega, se comprueba
que las muestras con metrafenona y con la mezcla boscalid+kresoxim-metil,
aumentan ligeramente el porcentaje de dializacion de Tempranillo frente al
testigo. La presencia de ciazofamida en ambos vinos provoca una disminucion de

su biodisponibilidad.

Al estudiar la biodisponibilidad de los polifenoles totales, se observa que en los
vinos testigo y en los que proceden de uvas tratadas con fenhexamida y
metrafenona, los porcentajes dializados son ligeramente superiores en

Tempranillo; para los tratamientos con boscalid+kresoxim-metil y mepanipirim,
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30.

los mayores porcentajes se dan en Graciano. En ningun caso se supera un

porcentaje de biodisponibilidad del 25%.

Los resultados para vino Tempranillo, clarificado y sin clarificar, elaborados el
segundo afio, presentan un comportamiento similar para los vinos testigo y
tratados con fenhexamida y boscalid+kresoxim-metil y una clara reduccién del

proceso en el vino clarificado que contiene metrafenona y mepanipirim.

El contenido en polifenoles totales, después del proceso de digestion /in vitro del
vino, descendié una media de un 10% respecto a su contenido inicial en vino
Tempranillo tratado en campo y algo méas de un 18% en el caso de ciazofamida
afiadida antes de la vinificacion. Andlogamente ocurre en el caso de Graciano,
excepto en los tratados con la mezcla boscalid y kresoxim-metil en los que

aumenta la biodisponibilidad de los polifenoles hasta un 25%.

31.Finalmente, podemos afirmar que la presencia de residuos de plaguicidas afecta

32.

a la biodisponibilidad tanto de la fraccion fendlica como de la actividad
antioxidante de los vinos estudiados, no encontrando claras diferencias en la
dializacion de la fraccion fendlica de los vinos de ambas variedades de uva. Los
estilbenos son los compuestos fendlicos que presentan mayor porcentaje de
dializacion (cercano al 50%), manteniéndose el resto en rangos similares. La

clarificaciéon no parece afectar al porcentaje de dializacion.

En los vinos Tempranillo y en general, la presencia de residuos de fungicidas
disminuye ligeramente las cantidades dializadas, destacando las disminuciones
provocadas para flavonoles en el caso de los tratamientos de campo; la presencia
de ciazofamida no varia practicamente dichos porcentajes. En los vinos Graciano,
se producen efectos analogos, destacando la disminucién producida en el grupo

de flavonoles para todos los casos.

Por ultimo, se ha constatado que para todos los plaguicidas estudiados la
biodisponibilidad /in vitro, en general, no supera el 37 % dializado respecto la
concentracion inicialmente presente en el vino, lo que indica un claro margen de

seguridad desde el punto de vista toxicoldgico.
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