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Introduzione

Il consumo parziale o rallentato di zuccheri da parte dei lieviti durante la fermentazione alcolica dei
mosti d’'uva € un problema che si presenta in modo ricorrente, indipendentemente dalla cultivar e
dallarea geografica, ed & probabilmente legato a fattori che alterano le condizioni fisiologiche di
sviluppo del lievito. Le cause di questo problema possono avere origine dalle pratiche viticole,
dalle modalita di raccolta dell’'uva, e dalle attivita in cantina legate alla gestione della fermentazione
alcolica e malolattica. Diversi fattori sono stati considerati a livello di cantina quali responsabili o
corresponsabili di fermentazioni irregolari: limitazione dei nutrienti necessari per lo sviluppo del
lievito (azoto assimilabile, ossigeno, lipidi, vitamine, minerali), valori estremi di temperatura e di pH,
competizione microbica, presenza di sostanze tossiche (anidride solforosa, eccesso di etanolo ed
acido acetico, metalli, residui di pesticidi, tossine killer). La difficolta nell'individuare l'origine di
questo complesso problema & dovuta non solo alle molteplici possibili cause, ma anche all’effetto
sinergico che si pu0 instaurare tra queste.

La presenza di residui di fitofarmaci (insetticidi, anticrittogamici, acaricidi, erbicidi) in un mosto e
influenzata da diversi fattori: dosaggio, tempo intercorso tra I'applicazione e la raccolta, tecnica di
raccolta, caratteristiche chimiche del fitofarmaco, presenza o meno di macerazione delle bucce in
fase di vinificazione. La presenza dei residui nel vino & inoltre dipendente dalle tecniche
enologiche adottate nella cantina (uso di chiarificanti, permanenza sulle fecce etc).

Gli studi disponibili sullinterferenza dei fitofarmaci sulla fermentazione sono ancora piuttosto
limitati e in genere non prendono in considerazione che I'effetto negativo pud essere dovuto non
solo al principio attivo, ma anche a molecole di degradazione del principio attivo stesso (metaboliti)
o ai coformulanti presenti nei prodotti commerciali.

Scopo di questo lavoro & stato quello di mettere a punto un metodo adeguatamente sensibile per
poter estrarre e determinare quantita molto basse di fitofarmaci nei mosti e nei vini (5 ppb).

| fitofarmaci commerciali, utilizzati nella vendemmia 2011 da alcune cantine selezionate nella zona
del Veneto e Trentino, sono stati studiati per valutare I'effetto sulla fermentazione primaria e sulla
rifermentazione in fase di spumantizzazione. Sono stati testati sia i principi attivi puri che i prodotti
commerciali. Si & inoltre studiata I'eventuale degradazione e formazione di metaboliti dei principi
attivi durante la fermentazione. E stata valutata poi I'efficacia di tecniche di chiarifica classiche e di
prodotti non usualmente utilizzati in enologia per I'abbattimento dei residui di fitofarmaci nel vino.

Materiali e metodi
GC-MS/MS: 'analisi dei principi attivi & stata condotta utilizzando I'autocampionatore TriPlus e il
gas cromatografo TRACE GC Ultra (Thermo Scientific) con un iniettore PTV (programmable
temperature vaporizing). La separazione cromatografica & stata ottenuta con una colonna TRACE
TR-5MS (830 m x 0.25 mm x 0.25 ym) e la rilevazione con lo spettrometro TSQ Quantum XLS
(Thermo Scientific).
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LC-MS/MS: I'analisi dei principi attivi & stata condotta utilizzando I'autocampionatore Accela Open
AS e il cromatografo Accela 1250 Pump (Thermo Scientific) con una colonna Hypersil Gold (50
mm 2.1 mm, particle size 1.9 ym), utilizzando H,O e metanolo come eluenti, aggiunti di 0.1% acido
formico e 2 mM ammonio formiato. Per la rilevazione & stato utilizzato lo spettrometro TSQ
Quantum Ultra (Thermo Scientific).

Con entrambe le tecniche, I'analisi dei pesticidi € stata effettuata in modalita SRM (Selected
Reaction Monitoring), monitorando due transizioni per ciascun composto, una per la
quantificazione e una per la conferma della molecola.

LC-MS/MS ad alta risoluzione: per l'identificazione di molecole ignote (coformulanti e metaboliti) &
stato utilizzato lo strumento LTQ-Orbitrap Discovery accoppiato al cromatografo Accela 1250
Pump (Thermo Scientific). Le analisi sono state condotte sia in Full Scan sia in modalita MS/MS, in
polarita positiva e negativa. L’acquisizione dei dati & stata condotta con il softare Xcalibur e il
processamento con il softtware Sieve 2.0 (Thermo Scientific).

Estrazione: 20 mL di campione, aggiunto di standard surrogati, sono stati estratti secondo |l
metodo QUEChERS (UNI EN 15662:2008) adattato alla matrice mosto/vino.

Prove di fermentazione: le prove sono state condotte in presenza di quantita note di principi attivi e
di prodotti commerciali. 100 mL di mosto in beuta, aggiunto di estratto di lievito 0.5 g/L, sono stati
inoculati con Saccharomyces cerevisiae (A\TECREM 1H, ATECNOS-Bioenologia) 10° cell/mL. Le
prove di rifermentazione sono state condotte su un vino base spumante, varieta glera, addizionato
di estratto di lievito 0.2 g/L, 2% glucosio ed inoculato con 5000 cell/L di ATECREM 1H.
L’andamento fermentativo & stato seguito monitorando la quantita di glucosio residua mediante
HPLC-UV.

Prove di abbattimento: su un vino privo di pesticidi & stato aggiunto un mix di 30 principi attivi alla
concentrazione di 100 ppb. | test di abbattimento sono stati effettuati con: bentonite, albumina,
caseina (50 g/hL), filtrazione con membrana di cellulosa acetato 0.45 pm, lievito in crema
ATECREM 1H (100 g/hL), crusca di frumento (500 g/hL), riso integrale (8kg/hL) e olio vegetale
(1L/nL). 100 mL di vino sono stati tenuti in agitazione in beuta in presenza del coadiuvante,
rimosso dopo 20 ore mediante centrifugazione a 5000 rpm per 10 min.

Analisi dei metaboliti: 10 ppm di ciascun principio attivo sono stati aggiunti a 100 mL di terreno
sintetico costituito da glucosio 115 g/L, estratto di lievito 1 g/L, pH 4.5 con acido lattico, inoculato
con 10° cell/mL Saccharomyces cerevisiae. E stato preparato un controllo, privo di pesticidi. Dopo
12 giorni i campioni sono stati estratti con la procedura QUEChERS ed analizzati sia per |l
contenuto dei principi attivi residui sia per la ricerca di eventuali metaboliti in LTQ-Orbitrap.

Risultati e discussione

Sviluppo metodo di estrazione e di analisi

Sono state sviluppate le condizioni strumentali in SRM per I'analisi di 230 principi attivi in GC-
MS/MS e LC-MS/MS. Per ciascuno sono stati verificati tempi di ritenzione, principali transizioni
ione precursore/ioni prodotto, ione quantificatore e qualificatore, linearita, LOQ < 5 ppb per molti
pesticidi. Le condizioni di estrazione dei pesticidi da vini bianchi e rossi sono state messe a punto
a partire dal metodo QUEChERS (UNI EN 15662:2008) ottimizzando la procedura per la matrice
vino, con utilizzo di carbone e toluene per il cleanup dell’estratto. | campioni prima dell’estrazione
sono stati aggiunti di standard surrogati per controllare il fattore di concentrazione dell’estratto e il
recupero, per I'85% di principi attivi, € risultato essere nel range 70-120% come previsto dalla
Norma. Per gli analiti con valori esterni a questo intervallo viene applicato il fattore di recupero. La
quantificazione avviene con l'utilizzo di standard interno (trifenilfosfato) e di curve ottenute con
aggiunte note degli standard sulla matrice estratta da un vino bianco privo di pesticidi.
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Screening di mosti e vini

| principi attivi rilevati piu frequentemente nei campioni di mosti e vini forniti dalle cantine che
hanno collaborato al progetto sono stati selezionati per le successive prove di fermentazione e
rifermentazione: azoxystrobin, boscalid, chlorantraniliprole, chlorpyrifos, cyazofamid, cyprodinil,
dimethomorph, fenhexamid, fludioxonil, fluopicolide, iprovalicarb, mandipropamid, metalaxyl,
penconazole, propargite, pyrimethanil, thiamethoxam. Per alcuni principi attivi sono stati testati
anche i corrispondenti prodotti commerciali (principi attivi + coformulanti) utilizzati dalle cantine.
Inoltre & stato anche studiato il destino dei principi attivi, la formazione di eventuali metaboliti a fine
fermentazione e l'identita dei coformulanti dichiarati e non in etichetta.

Prove di fermentazione in presenza di pesticidi

FERMENTAZIONE SU MOSTO: sono state effettuate prove di fermentazione sia in presenza di
principi attivi puri che di prodotti commerciali (principi attivi + coformulanti), alle concentrazioni
corrispondenti agli LMR consentiti per legge su uve e vino. L'andamento fermentativo & stato
seguito monitorando la quantita di glucosio residua: tutti i campioni, in presenza sia dei principi
attivi puri che dei prodotti commerciali, hanno presentato un andamento regolare simile a quello
del controllo (privo di pesticidi). A fine fermentazione, i principi attivi sono stati estratti dai
surnatanti e dalle fecce, e quantificati in GC-MS/MS e LC-MS/MS. Metalaxyl, iprovalicarb e
pyrimethanil sono presenti quasi completamente nel surnatante alla fine del processo e non hanno
interferito sulla fermentazione. Dimethomorph si riduce al 43% e i gli altri principi attivi
apparentemente degradano o si legano in forme non estraibili alle condizioni testate (Tab. 1).

PRINCIPIO CONCENTRAZIO | FERMENTAZIO | SURNATAN | FECCI | TOTA
ATTIVO NE ppm NE TE % A% LE %
Boscalid 5 © 0.4 15.2 15.6

Chlorpyrifos 1 © 0.0 17.6 17.6

Cyprodinil 5 © 13.2 21.9 35.1
Dimethomorph 5 © 43.2 6.4 49.6

Fenhexamid 10 © 1.7 13.3 15.1

Fluopicolide 2 © 3.2 11.7 14.9

Fludioxonil 5 © 0.0 21.2 21.2

Iprovalicarb 5 © 80.2 4.5 84.7

Metalaxyl 1 © 109.2 2.0 111.2
Penconazole 1 © 8.1 23.4 31.5
Propargite 10 © 0.7 12.2 13.0
Pyrimethanil 10 © 68.7 10.9 79.6

Tab.1. Destino dei principi attivi a fine fermentazione: % di residuo quantificate nel surnatante e nella feccia.
Viene riportata solo la concentrazione piu alta testata. @ = fermentazione completa.

RIFERMENTAZIONE: su 100 mL di vino base spumante e stato testato leffetto di due
concentrazioni per ciascun principio attivo. Successivamente la prova e stata ripetuta con i prodotti
commerciali gia testati nelle prove di fermentazione. Nelle prove precedenti su mosto, in condizioni
ottimali per lo sviluppo del lievito, tutti i principi attivi e i prodotti commerciali testati non hanno
alterato 'andamento della fermentazione rispetto al controllo. Le prove ripetute su vino base
spumante, anche se arricchito di attivante per i lieviti, hanno invece evidenziato marcati
rallentamenti della fermentazione, causati da fenhexamid, fludioxonil, iprovalicarb, pyrimethanil,
cyprodinil, chlorpyrifos, fluopicolide e azoxystrobin (Fig. 1) e dai prodotti commerciali G e H (Tab.
2), indicati da un maggiore contenuto di glucosio residuo rispetto al controllo. Le condizioni di
cantina, in autoclave o in bottiglia durante una spumantizzazione, sono sicuramente piu critiche
(aumento della pressione di CO,) rispetto a quelle testate in laboratorio e potrebbero aggravare i
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problemi fermentativi osservati anche a partire da concentrazioni inferiori o per un numero
maggiore di pesticidi.
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Fig.1. Rifermentazione in presenza di pesticidi: glucosio residuo (g/L) a 12 giorni dall'inoculo. Per i principi
attivi che causano un rallentamento della fermentazione sono indicate entrambe le concentrazioni testate,
per quelli che non hanno effetto si riportano i dati relativi alla concentrazione piu alta testata.

i Conc.
Aggiunte Conc. . .
Prodotto ppm P.A % Cofor‘r;:ulantl Fermentazione
A 5-10 Boscalid 50 50 ©
B 0,5-1 Clorpirifos 48 52 ©
Cyprodinil 37,5
C 5-10 Fludioxonil 25 37.5 ©
D 3-6 Dimethomorph 50 50 ©
E 5-10 Fenhexamid 42,8 57.2 ©
E 5.4 Cu Ossicloruro 35,6 60.2 ©
Iprovalicarb 4,2
Iprovalicarb 6
G 2-4 Mancozeb 60 34 bloccata
Metalaxyl 3,9
H 1-2 Mancozeb 64 36.1 bloccata
[ 1-2 Penconazole 10,2 89.8 ©
L 1-2 Penconazole 10,2 89.8 ©
M 5-10 Pyrimethanil 37,4 62.6 ©

Tab. 2. Fitofarmaci commerciali testati nelle prove di rifermentazione: prodotti impiegati in viticoltura
contenenti alcuni principi attivi precedentemente testati in purezza.

© = fermentazione completa per entrambe le concentrazioni.

bloccata = fermentazione bloccata per entrambe le concentrazioni.
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Prove di abbattimento dei pesticidi

Su un vino privo di pesticidi, aggiunto di un mix di 30 principi attivi alla concentrazione di 100 ppb,
sono stati effettuati test di abbattimento dei residui sia con trattamenti enologici classici sia con
prodotti innovativi. Per i trattamenti enologici classici sono stati utilizzati bentonite, albumina, e
caseina a concentrazione 50 g/hL, e filtrazione con cellulosa acetato 0.45 um (Fig. 2A). La
filtrazione é risultata efficace nell’abbattere in misura diversa un considerevole numero di pesticidi,
in particolare rimuove tra I'80% e il 100% chlorpyrifos, fludioxonil, indoxacarb, mandipropamid,
propargite, quinoxyfen e tryfloxystrobin. Bentonite, albumina e caseina sono risultati meno efficaci
rimuovendo in modo significativo (> 50%) etofenprox, fenbutatin-oxide, flucythrinate e, solo per la
bentonite, quinoxyfen.

Per i trattamenti di abbattimento innovativi si & scelto di testare il lievito in crema ATECREM 1H
(100 g/hL), crusca di frumento (500 g/hL), riso integrale (8kg/hL) e olio vegetale (1L/hL) (Fig. 2B). |
pesticidi abbattuti tra 80%-100% sono 13 nel caso del riso e 8 nel caso della crusca. Alcuni
trattamenti sono stati anche combinati tra di loro, e la combinazione piu efficace nel rimuovere i
pesticidi € risultata quella tra crusca e lievito (8 pesticidi abbattuti oltre 80%). Il trattamento con olio
ha dato risultati paragonabili a quelli della combinazione crusca-lievito.

| prodotti innovativi testati si sono dimostrati in genere piu efficaci dei tradizionali su un numero
maggiore di principi attivi. | seguenti composti sono stati abbattuti in misura diversa solo da prodotti
innovativi di cui il riso & risultato essere il piu efficace: fenarimol (70% riso), fenhexamid (riso 55%),
fluopicolide (50% riso), myclobutanil (riso 55%), penconazole (riso 80%), pyrimethanil (riso 48%).
Alcuni principi attivi non sono stati abbattuti in modo significativo (< 35%) da nessun trattamento
testato: metalaxyl, dimethomorph, spiroxamine, thiametoxam, methoxyfenozide, iprovalicarb,
chlorantraniliprole e azoxystrobin.

Nella valutazione della validita dei trattamenti alternativi € stato preso in considerazione anche
limpatto del trattamento sulle caratteristiche organolettiche dei vini trattati. Crusca e riso alterano
le proprieta organolettiche del vino pur risultando molto efficaci nella rimozione completa o parziale
di molti principi attivi. Il lievito ATECREM 1H & in grado di mantenere ed esaltare le proprieta
organolettiche del vino oltre che di abbattere efficacemente diversi pesticidi. Ulteriori prove sono
tuttora oggetto di studio per ottenere la migliore combinazione di trattamenti ed individuare le
condizioni ottimali che consentono di mantenere inalterate le proprieta sensoriali del vino e, nello
stesso tempo, di abbattere efficacemente i pesticidi.
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Fig. 2. Trattamenti di abbattimento con coadiuvanti enologici classici (A) e innovativi (B). Per ciascun
trattamento e ciascun principio attivo sono indicate le % di abbattimento rispetto ad un campione non
trattato.

ABBATTIMENTO e RIFERMENTAZIONE: su vino base spumante sono state ripetute le prove di
rifermentazione in presenza dei principi attivi e dei prodotti commerciali che avevano dato come
risultato un rallentamento della rifermentazione (Fig. 1 e Tab. 2): fenhexamid (2.5 ppm), fludioxonil
(0.5 ppm), iprovalicarb (1 ppm), pyrimethanil (2 ppm), cyprodinil (0.5 ppm), chlorpyrifos (0.1 ppm),
fluopicolide (0.1 ppm), azoxystrobin (0.1 ppm) e i prodotti commerciali G (2 ppm) € H (1 ppm). Per
valutare I'eventuale effetto della combinazione di piu pesticidi € stato anche testato un mix di
principi attivi, a 0.1 ppm ciascuno, che nelle prove precedenti non avevano rallentato la
rifermentazione (mix Renova: dimethomorph, metalaxyl, penconazole, propargite, mandipropamid
e boscalid). Queste prove sono state eseguite anche con trattamento di abbattimento dei pesticidi
(Fig. 3), usando i coadiuvanti identificati come efficaci per rimuovere ciascun composto (Fig. 4). E
stata dosata la quantita di glucosio residuo a 6 giorni dall'inoculo per controllare la rifermentazione
nelle sue fasi iniziali. Il trattamento di abbattimento ha favorito I'inizio e 'andamento regolare della
fermentazione su vino base spumante in tutti i casi testati (Fig. 4). Per azoxystrobin e chlorpyrifos,
e i prodotti commerciali G e H si passa da un consumo quasi trascurabile dello zucchero
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disponibile nei vini non trattati ad un consumo di circa il 75%- 85% in quelli abbattuti, dimostrando
I'efficacia dei trattamenti eseguiti nel favorire la partenza della fermentazione in modo regolare e
continuo, paragonabile al controllo.

Il mix Renova ha causato un rallentamento, con consumo di ca 60% di zucchero, evidenziando un
effetto combinato dei pesticidi testati che singolarmente non avevano interferito sulla regolarita
della fermentazione. Il trattamento di abbattimento anche in questo caso si & dimostrato efficace
nel regolarizzare il processo fermentativo.

VINO + PESTICIDA VINO + PESTICIDA

|

ABBATTIMENTO PESTICIDA

£ N
l’ u
r‘\ r_\
INOCULO LIEVITO ! INOCULO LIEVITO
¢ - 2 :V
RIFERMENTAZIONE RIFERMENTAZIONE
RALLENTATA COMPLETA

Fig. 3. Schema delle prove di rifermentazione con abbattimento.
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Fig. 4. Abbattimento e rifermentazione: glucosio residuo (g/L) dopo 6 giorni in presenza di principi attivi puri
o prodotti commerciali (viola) e in seguito ad abbattimento degli stessi (rosso).

ctrl = controllo privo di pesticidi; MIX RENOVA = mix di principi attivi che non hanno bloccato la
rifermentazione nelle prove precedenti; G e H = prodotti commerciali che in precedenza hanno bloccato la
rifermentazione.

Identificazione di coformulanti e metaboliti in LC-MS/MS ad alta risoluzione (LTQ-ORBITRAP)

IDENTIFICAZIONE DI COFORMULANTI. | coformulanti sono molecole usate nei prodotti
commerciali per facilitare la solubilizzazione e I'applicazione dei principi attivi (ad es. surfattanti,
bagnanti, adesivanti, conservanti). Spesso non sono dichiarati in etichetta in dettaglio, e poche
informazioni sono reperibili sullidentita e la quantita dei coformulanti nei vari prodotti. Queste
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molecole potrebbero interferire sul processo fermentativo direttamente o potenziando l'effetto dei
pesticidi. In letteratura sono presenti pochi studi sullargomento e scarse informazioni sulla natura
di questi composti. | prodotti commerciali reperiti dalle cantine coinvolte nel progetto e testati nelle
prove di fermentazione, sono stati analizzati per studiare e identificare le principali classi di
adiuvanti e coformulanti. Dalle scarse informazioni presenti sulle schede tecniche dei prodotti o
reperite in bibliografia, sono state individuate alcune classi di molecole potenzialmente usate come
coformulanti. Per alcune di queste & stato possibile ottenere lo standard commerciale e quindi
sono state messe a punto le condizioni di analisi per ciascuna classe di molecole (solubilizzazione,
condizioni cromatografiche ottimali, condizioni di spettrometria di massa, metodo di estrazione dal
vino). Una volta analizzati gli standard, sono state testate le condizioni migliori di solubilizzazione
per i prodotti commerciali ottenuti dalle cantine, a seconda del tipo di formulazione (emulsioni,
sospensioni, granuli idrodispersibili, polveri bagnabili). Quindi questi prodotti sono stati analizzati
mediante LC-MS/MS ad alta risoluzione (LTQ-Orbitrap).

Grazie all’elevata risoluzione ed accuratezza dello strumento si sono rilevate le masse di molte
molecole sconosciute ed € stato possibile identificarne alcune mediante un accurato lavoro di
confronto tra ipotesi di possibili formule brute, un database on-line di strutture chimiche
(ChemSpider) ed i precedenti dati relativi ai pochi standard citati in bibliografia reperiti
commercialmente (Tab. 3). Sono stati infine analizzati in LTQ-Orbitrap gli estratti dei campioni di
vino forniti dalle cantine per rilevare l'eventuale presenza delle molecole di coformulanti
identificate.

. - . Dichiarata . . .
Molecola identificata Funzione in etichetta Rilevata nei campioni:
Hexamethylenetetramine conservante si/no
Benzisothiazolinone conservante no
Methylnaphthalene surfattante no
Alcool C9-C11-iso, C10 rich bagnante- no Verduzzo e Cabernet fine
etossilati adesivante fermentazione e post-chiarifica;
. . : bagnante-
Ammina di sego etossilata adesivante no
Pinot grigio mosto; Prosecco
Naphthalene sulfonate surfattante no mosto; Raboso fine
fermentazione e post-chiarifca
) ) 4 Pinot grigio mosto; Prosecco
4-Methyl-naphthalene-1 surfattante no mosto, fine fermentazione e post-
sulfonate g
chiarifica
4,5-Diisopropyl-1,8-
naphthalenedisulfonate surfattante no
Pinot grigio mosto; Cabernet fine
Butyl-naphthalenesulfonate surfattante no fermentazione e post-chiarifica
Diisopropyl- surfattante si/no
naphthalenesulfonate
Dibutyl-naphthalenesulfonate surfattante si/no rlz::gg,;[og”g'o mosto; Raboso
Dioctyl-sulfosuccinate surfattante no
Dodecylbenzensulfonate surfattante si/no

Tab. 3. Lista delle molecole di coformulanti identificate nei prodotti commerciali.
no = molecola non dichiarata nei prodotti in cui é stata rilevata; si/no = molecola dichiarata solo in alcuni

prodotti.
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IDENTIFICAZIONE DI METABOLITI. Alcuni tra i pesticidi testati hanno causato problemi durante
la rifermentazione: fenhexamid, fludioxonil, iprovalicarb, pyrimethanil, cyprodinil, chlorpyrifos,
fluopicolide e azoxystrobin. Si & voluto indagare il destino di questi composti nel tentativo di
approfondire le conoscenze sulle molecole responsabili dei problemi fermentativi. Dalle prove di
fermentazione su mosto, riportate in Tab. 1, si & evidenziato che solo metalaxyl, iprovalicarb e
pyrimethanil sono presenti quasi completamente a fine fermentazione, mentre gli altri principi attivi
testati apparentemente degradano o potrebbero aver subito delle modifiche chimiche o
metaboliche durante la fermentazione.

A questo scopo, sono state condotte delle prove di fermentazione su terreno sintetico in presenza
di principi attivi puri per studiare gli eventuali prodotti di degradazione o metaboliti. Gli estratti sono
stati iniettati in LC-MS/MS ad alta risoluzione (LTQ-Orbitrap). Questo strumento permette di
rilevare con elevata accuratezza, risoluzione e sensibilita le masse molecolari dei composti
presenti nel campione. Per ridurre al minimo le interferenze del mezzo di coltura rispetto alle
molecole ricercate si € quindi scelto di utilizzare, anziché un mosto, un terreno sintetico
semplificato nella composizione. Per ogni campione sono stati acquisiti quattro cromatogrammi: in
modalita Full Scan e MS/MS, in polarita positiva e negativa. Con I'utilizzo del software Sieve, i dati
Full Scan per ogni pesticida sono stati confrontati con il controllo e processati ottenendo, per
ciascun cromatogramma, un elevato numero di “frames”, cioe una coppia univoca di valori di
massa accurata e tempo di ritenzione.

Dalla lista totale di frames, sono state selezionate le masse accurate rilevate esclusivamente nel
campione trattato col pesticida e non nel controllo. Queste masse specifiche potrebbero quindi
rappresentare dei potenziali metaboliti del principio attivo. Da un accurato lavoro di ricerca
bibliografica sugli studi di degradazione e tossicita dei report EPA o FAQO, per ogni pesticida sono
stati creati dei database specifici contenenti le informazioni di massa esatta e formula molecolare
per i pochi metaboliti noti. Con il supporto del software Sieve, le liste di masse accurate
esclusivamente rilevate nei campioni trattati sono state confrontate con questi database per fornire
un’identita chimica ai frames individuati. Ad alcuni frames €& stato possibile assegnare
I'identificazione di metaboliti gia noti, per altri invece & in corso un’analisi manuale: a partire dalla
massa accurata si ipotizzano delle formule brute da confrontare con la struttura chimica del
principio attivo per identificare dei possibili metaboliti. Successivamente vengono analizzati i dati
acquisiti in modalita MS/MS per verificare che il pattern di frammentazione ne confermi la struttura
chimica, a questo punto il dato viene inserito nel database.

Un esempio € riportato in Fig. 5 per il fludioxonil. Questa fase, estremamente complessa e
laboriosa in quanto richiede I'analisi di molti cromatogrammi contenenti un numero elevato di
frames da valutare, € tuttora in corso di studio. | risultati finora ottenuti sono riportati in Tab. 4 dove
si pud notare, in modo particolare, che per i principi attivi che rallentano la rifermentazione
fenhexamid, fludioxonil, pyrimethanil, cyprodinil, iprovalicarb, chlorpyrifos e fluopicolide & stato
individuato un numero significativo di metaboliti.
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Fig. 5. Esempio di identificazione di un metabolita ignoto per il principio attivo fludioxonil. Sono riportate la
struttura chimica, il cromatogramma e lo spettro di massa ad alta risoluzione del principio attivo e del
potenziale metabolita diidrossi-fludioxionil.
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Tab. 4. Numero di metaboliti identificati per alcuni pesticidi. La seconda colonna indica il numero totale di
molecole finora identificate; la terza colonna indica il numero di metaboliti, tra quelli identificati, non ancora
descritti in bibliografia; la quarta colonna indica il numero di possibili metaboliti individuati e in corso di studio
per lidentificazione.

Conclusioni e prospettive future

In questo lavoro & stato studiato I'effetto di diversi pesticidi sulla fermentazione alcolica: su mosti
non si sono verificati blocchi di fermentazione, mentre su vino base spumante alcuni dei principi
attivi e dei prodotti commerciali testati hanno causato il rallentamento della rifermentazione. Tra i
principi attivi che interferiscono alcuni vengono recuperati a fine fermentazione quasi
completamente (80-85%), altri solo parzialmente (15-35%). Per tutte le molecole sono stati rilevati
dei prodotti di degradazione, alcuni noti, altri identificati in questo lavoro per la prima volta, altri
tuttora in fase di studio. Per i prodotti commerciali, sono stati individuati dei coformulanti non
dichiarati in etichetta. Sulla base dei dati ottenuti sono in programma ulteriori indagini per
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individuare in modo specifico il contributo delle varie molecole (principi attivi, metaboliti e
coformulanti) al rallentamento della fermentazione.

Allo scopo di rimuovere i principi attivi dal vino sono stati testati dei coadiuvanti tradizionali e dei
prodotti innovativi. Bentonite, albumina e caseina non hanno ridotto in modo significativo |l
contenuto dei pesticidi testati a differenza della filtrazione con acetato di cellulosa. Crusca, riso,
lievito e olio vegetale rimuovono efficacemente diversi principi attivi e, aggiunti prima della
rifermentazione, ne hanno permesso I'andamento regolare confermando I'efficacia del trattamento.
Crusca e riso, a differenza del lievito ATECREM 1H, presentano lo svantaggio di alterare in parte
le proprieta organolettiche del vino. Sono in fase di studio prove di abbattimento, sia combinando
diversi coadiuvanti per ottenere un effetto sinergico nel rispetto delle caratteristiche organolettiche
del vino, sia testando diverse modalita di trattamento. Le condizioni piu efficaci verranno testate in
cantina su vini che presentano problemi fermentativi.
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Riassunto

Scopo del Progetto RENOVA é stato lo studio della relazione esistente tra pesticidi, metaboliti e coformulanti
presenti nei prodotti commerciali e i problemi di fermentazione nel vino, nonché lo sviluppo di tecniche
efficaci nell’abbattimento dei residui, contribuendo anche ad ottenere un prodotto piu salubre. Nella
vendemmia 2011 sono state selezionate alcune cantine che hanno fornito campioni di mosti e vini di varie
tipologie da analizzare. Sono state messe a punto le tecniche di estrazione ed analitiche per la
determinazione non solo dei principali fitofarmaci utilizzati in viticoltura, ma anche dei relativi metaboliti e dei
piu diffusi coformulanti impiegati. Lo screening di mosti e vini ha permesso di rilevare i pesticidi pit usati ed i
relativi coformulanti. Sono quindi state effettuate prove di fermentazione in mosto e di rifermentazione in vini
base spumante per studiare l'effetto di queste molecole sullandamento fermentativo. Le prove sono state
esequite con principi attivi puri, anche combinati tra loro e con prodotti commerciali. E stato studiato il
destino dei principi attivi a fine fermentazione, quantificandone il residuo e identificando diversi metaboliti.
Alcuni fitofarmaci hanno interferito con 'andamento della rifermentazione. Sono stati quindi effettuati dei test
di abbattimento dei residui con coadiuvanti sia di tradizionale uso enologico che innovativi. Alcune delle
procedure di abbattimento messe a punto sono efficaci nella rimozione completa o parziale di molti principi
attivi. Sulla base di questi risultati, le prove di rifermentazione sono state ripetute dopo abbattimento dei
residui, per confermare l'efficacia del trattamento.
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