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Capítulo I  Introducción 

1. PLAGUICIDAS: GENERALIDADES 

1.1. Conceptos generales 

El incremento constante de la población mundial requiere de una producción 

muy elevada de alimentos, por lo que la protección de cultivos contra el ataque 

de parásitos y de otros agentes biológicos es más que necesaria. El empleo de 

plaguicidas en la agricultura es imprescindible para mejorar su potencial 

económico, permitiendo la protección de los cultivos en áreas en las que no sería 

posible, aumentando el periodo de desarrollo de las plantas, incrementando el 

periodo de almacenamiento post-cosecha, reduciendo los costes de producción 

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

El Código Internacional de Conducta para la Distribución y Utilización de 

Plaguicidas, aprobado por el Consejo de la FAO (Food and Agriculture 

Organization of the United Nations) en noviembre de 1985 y su versión revisada 

en noviembre de 2002, define el término de plaguicida como “cualquier 

sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar 

cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de 

animales, las especies no deseadas de plantas o animales que causan perjuicio o 

que interfieren de cualquier otro modo en la producción, elaboración, 

almacenamiento, transporte o comercialización de alimentos, productos 

agrícolas, maderas y productos de la madera o alimentos para animales para 

combatir insectos, arácnidos u otras plagas en sus cuerpos. Este término incluye 

sustancias destinadas a utilizarse como reguladores del crecimiento de las 

plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de la fruta o 

los utilizados para evitar su caída prematura y las sustancias aplicadas a los 

cultivos antes o después de la cosecha para proteger el producto contra el 

deterioro durante el almacenamiento y/ o transporte”. 

El Real Decreto 3349/83 de 30 de noviembre de 1983 sobre "Reglamentación 

técnico-sanitaria para la fabricación, comercialización y utilización de 

plaguicidas" define plaguicida o pesticida como aquellas sustancias o 
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Capítulo I  Introducción 

ingredientes activos, así como las formulaciones o preparados que contengan 

uno o varios de ellos, destinados a cualquiera de los fines siguientes (BOE 

1983): 

 Combatir los agentes nocivos para los vegetales y productos vegetales o 

prevenir su acción.  

 Favorecer o regular la producción vegetal, con excepción de los nutrientes y 

los destinados a la enmienda de suelos. 

 Conservar los productos vegetales, incluida la protección de maderas. 

 Destruir los vegetales indeseables. 

 Destruir parte de los vegetales o prevenir un crecimiento indeseable de los 

mismos. 

 Hacer inofensivos, destruir o prevenir la acción de otros organismos nocivos o 

indeseables distintos de los que atacan a vegetales. 

Siendo un ingrediente activo todo producto orgánico o inorgánico; natural, 

sintético o biológico; con una determinada actividad plaguicida y con un grado 

de pureza establecido. 

Por residuo de plaguicida se entiende cualquier sustancia especificada 

presente en alimentos, productos agrícolas o alimentos para animales como 

consecuencia del uso de un plaguicida. El término también incluye cualquier 

derivado suyo, como productos de conversión, metabolitos, productos de 

reacción e impurezas consideradas de importancia toxicológica (FAO 2003). 

Límite máximo para residuos (LMR) de plaguicida es la concentración máxima 

de residuos de un plaguicida en la superficie o la parte interna de productos 

alimenticios, expresada en mg kg-1, recomendada por la Comisión del Codex 

Alimentarius, para que se permita legalmente el uso de estos productos 

alimenticios en el consumo humano y en los piensos para consumo animal. Los 

LMR tienen por objeto lograr que los alimentos derivados de productos básicos 

sean toxicológicamente aceptables (FAO 2003). 
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Capítulo I  Introducción 

1.2. Clasificación 

La clasificación de los plaguicidas puede realizarse empleando distintos 

criterios, como por ejemplo: destino de su aplicación, acción específica, 

constitución química, modo de acción, grado de toxicidad, tipo de presentación, 

etc. Las clasificaciones más comúnmente empleadas se basan en su toxicidad, 

en su acción específica y en su constitución química. 

Según el destino de su aplicación pueden considerarse: 

 Productos fitosanitarios: los destinados a su utilización en el ámbito dela 

sanidad vegetal o el control de los vegetales. 

 Plaguicidas de uso ganadero: los destinados a su utilización en el entorno de 

los animales o en actividades relacionadas con su explotación. 

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

productos o dispositivos relacionados con la industria alimentaria. 

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

establecimientos públicos o privados. 

 Plaguicidas de uso en higiene personal: aquellos preparados útiles para la 

aplicación directa sobre el cuerpo humano. 

 Plaguicidas de uso doméstico: cualquier preparado destinado para aplicación 

por personas no especialmente cualificadas, en viviendas o locales habitados. 

Atendiendo a su acción específica sobre una plaga los plaguicidas pueden 

clasificarse en: 

 Insecticidas (sobre isnsectos) 

 Acaricidas (sobre ácaros) 

 Fungicidas o anticriptogámicos (sobre hongos) 

 Nematocidas (sobre nematodos) 

 Bactericidas (sobre bacterias) 

 Rodenticidas (sobre roedores) 

 Avicidas (aves, pájaros) 

 Herbicidas (malas hierbas) 

 Molusquicidas o helicidas (caracoles) 

 Fitorreguladores 

   - 5 - 

 

 

  

 



Capítulo I  Introducción 

 Específicos post-cosecha y simientes 

 Protectores de maderas, fibras y derivados 

Desde el punto de vista de su constitución química, los plaguicidas pueden 

clasificarse en diversos grupos: inorgánicos, clorofenoles, carbamatos, derivados 

de urea, dinitrocompuestos, organoclorados, organofosforados, organometálicos, 

piretroides y triazinas (Plaza 2007). Siendo los más importantes los siguientes: 

 Inorgánicos: los primeros plaguicidas que se utilizaron fueron los compuestos 

inorgánicos, cuya elevada toxicidad para el hombre hacía prever que fuesen 

nocivos para otras especies. Son principalmente arsenitos y arseniatos, 

compuestos de cobre y magnesio, azufre, polisulfuros, fluoruros y cianuros. 

Debido a su bajo coste algunos de ellos se siguen utilizando en nuestros días, 

sin embargo presentan una elevada toxicidad y capacidad de acumulación.  

 Clorofenoles: utilizados como herbicidas, fungicidas y bactericidas. Debido a su 

elevada fitotoxicidad se emplean poco en agricultura (p.ej. pentaclorofenol en 

Figura I-1).Este compuesto en la actualidad está en desuso dada la problemática 

ocasionada en la industria vinícola respecto a los efectos negativos que 

ocasionan los cloroanisoles, derivados desmetilados de pentaclorofenol. 

OH

Cl Cl

Cl

Cl

Cl

 

 

 

 

 

Figura I-1: Estructura química de penclarofenol 

 Dinitrofenoles: derivados del dinitrifenol. Actúan inhibiendo la fosforilación 

oxidativa en la etapa final de la glucólisis, de forma que impiden el uso de la 

energía producida en las etapas previas. Su selectividad es baja, siendo tóxicos 

para la mayoría de las especies (p.ej. dinocap en Figura I-2). 
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Figura I-2: Estructura química de dinocap 

 Organofosforados: como su propio nombre indica son derivados del ácido 

fosfórico y tiofosfórico. Penetran en el organismo mediante absorción cutánea, 

inhalación o ingestión. Su mecanismo de acción es una carbamilación reversible 

de la enzima acetilcolinesterasa, que implica una acumulación de acetilcolina en 

el sistema nervioso central, provocando distintos grados de toxicidad en los 

humanos (EPA 1999a; Esteve 2007). Este tipo de plaguicidas es el más usado 

en la actualidad, empleándose tanto con fines agrícolas como en el hogar, 

jardinería y veterinaria. Como ejemplos encontramos el metilparation (prohibido 

en UE) y el clorpirifos en la Figura I-3. 

                        A)                                                  B) 

 

N

O Cl

ClCl

P

S

C2H5O

C2H5ONO2O

P

H3CO

H3CO

S

 

 

 

 

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

 Carbamatos: son derivados del ácido carbámico, desarrollados más 

recientemente que los organofosforados, provocan al igual que éstos una 

carbamilación reversible de la enzima acetilcolinesterasa. Sin embargo, mientras 

que en el caso de los plaguicidas organofosforados, la inhibición era irreversible, 

con carbamatos esto no es así, lo que conlleva una importante disminución de 

su toxicidad (Moore y col. 1998). Son productos sintéticos de estructura análoga 

al alcaloide Fisostigmina, procedente de la Physostigma venenosum. Estos 
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Capítulo I  Introducción 

compuestos tienen un amplio espectro de acción insecticida y pueden ser 

absorbidos por el hombre por inhalación e ingestión, siendo la absorción cutánea 

la ruta menos tóxica. Algunos plaguicidas de tipo carbamato están considerados 

por la Environmental Protection Agency (EPA) como cancerígenos (EPA 1999b). 

Estos plaguicidas son muy utilizados en el hogar, jardinería y principalmente en 

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

etiofencarb (prohibida en UE). 

 

O

O NH

S

C2H5

 

 

 

 

 

 

Figura I-4: Estructura química de etiofencarb 

 

 Tiocarbamatos: son derivados del ácido tiocarbámico, inestable en su forma 

libre, por lo que se formulan sales del mismo. Al ser portadores de iones 

metálicos, bloquean al ácido lipoico, relacionado con el metabolismo energético 

como aceptor de hidrógeno en la oxidación del piruvato. Son por lo general poco 

tóxicos (p.ej. Tiram  en Figura I-5). 

 

N

CH3

H3C

S

S

S

S

N

CH3

CH3

 

 

 

 

Figura I-5: Estructura química de tiram 

 Organoclorados: estos plaguicidas se caracterizan por tener átomos de cloro 

en su estructura. Fueron ampliamente utilizados en el siglo XX, pero debido a la 

elevada acumulación en tejidos grasos, persistencia en el medio ambiente y 

toxicidad, la mayoría de ellos fueron retirados del mercado y se prohibió su uso 

en países desarrollados. Según el Reglamento 850/2004 del Parlamento Europeo 
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y del Consejo de 29 de abril de 2004 sobre contaminantes orgánicos 

persistentes, queda prohibida la producción, comercialización y uso de las 

siguientes sustancias: Aldrin, Chlordane, Dieldrin, Endrin, Heptachlor, 

Hexachlorobencene, Mirex, Toxafen y DDT, solas, en preparados o como 

constituyentes de artículos (DOUE 2004). A pesar de ello, debido a su 

efectividad y bajo coste, estos compuestos siguen empleándose 

abundantemente en países en vías de desarrollo. En la Figura I-6 se muestra la 

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

                         A)                                                  B) 
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Figura I-6: Estructura química de A) lindano y B) endosulfán 

 Imidazoles: derivados del imidazol y la glioxalina. Su efecto fungicida radica en 

la inhibición de la biosíntesis de esteroles, indispensables para la estabilización 

de la membrana celular. Presentan baja toxicidad tanto para las plantas como 

para mamíferos (p.ej. procloraz en Figura I-7). 
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Figura I-7: Estructura química de procloraz 

 Benzimidazoles: derivados del benzimidazol. Al tener una estructura tal que 

interfiere con las bases púricas, actúan como inhibidores en la síntesis de ácidos 

nucleicos. Otro mecanismo complementario en su acción fungicida parece ser el 
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bloqueo del consumo de oxígeno por el hongo. Son poco tóxicos por lo que se 

utilizan como pesticidas de post cosecha (p.ej. benomilo en  Figura I-8). 
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Figura I-8: Estructura química de benomilo 

 Heterocíclicos con oxígeno y azufre: se trata de un grupo heterogéneo, de 

acción fungicida y acaricida, cuyo efecto se debe a la inhibición de la síntesis del 

ácido ribonucleico, lo que afecta directamente a la síntesis de proteínas. Son 

poco tóxicos (p.ej. drezoloxón, terrazol, vitavax, morestán en Figura I-9). 

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

morestán 

 Triazinas y triazoles: se emplean principalmente como herbicidas y fungicidas. 

Derivados de la 1,3,5 - triazina y del 1,2,4 – triazol. Actúan como inhibidores de 

la síntesis de esteroles, principalmente del ergosterol (p.ej. penconazol). Las 

triazinas se encuentran entre los plaguicidas más utilizados en el mundo. Estos 

herbicidas y sus metabolitos pueden contaminar el medioambiente, dependiendo 

de sus propiedades físico-químicas y el entorno en el que se encuentren. La 

atrazina, el componente principal de esta familia, se ha encontrado en el 

medioambiente hasta tal punto que su uso ha sido prohibido en algunos países 
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como Italia y Alemania (Barra y col. 2000), siendo sustituido por la terbutilazina. 

En la Figura I-10 se muestra la estructura del triadimefon (prohibido en UE). 
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Figura I-10: Estructura química de triadimefon 

 Derivados de acilalaninas: utilizados como fungicidas específicos para hongos 

del tipo oomicetos. Actúan inhibiendo al hongo por la interferencia con la síntesis 

del ARN ribosomal a nivel celular, previniendo de la liberación, movimiento y 

germinación de zoosporas e inhiben el crecimiento micelial del hongo (p.ej. 

metalaxil). 

 Sulfamidas: Presentan un amplio espectro de eficacia (incluyendo oomicetos). 

Poseen un modo de acción multi-localizado, actuando sobre los procesos de 

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

 Piretroides: son compuestos derivados del ácido crisantémico, cuyo éster 

cetoalcohólico le proporciona propiedades insecticidas (Ware 1994). Son muy 

efectivos para un gran número de plagas y muestran una toxicidad muy 

selectiva para insectos, siendo poco tóxicos para los mamíferos y las aves (Ray 

1997, Gray y Soderlund 1985). Mantienen abiertos los canales de sodio de las 

membranas neuronales, despolarizándolas e impidiendo su correcto 

funcionamiento. En la Figura I-11 se muestra la estructura general de los 

piretroides. 

 

 

   - 11 - 

 

 

  

 



Capítulo I  Introducción 

   - 12 - 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura I-11: Estructura química general de piretroides 

Según su modo de acción se consideran sistémicos aquellos que penetran en 

los tejidos de la planta y se desplazan por ellos actuando en sitios lejanos de 

donde fueron aplicados y en los órganos que, por el crecimiento, aparecen 

después de la aplicación. De acuerdo con esta definición, se denominan 

plaguicidas penetrantes o de sistemia traslaminar, a aquellos que aun 

penetrando en los tejidos de la planta, no se desplazan por ellos y ejercen su 

actividad únicamente en el sitio donde fueron aplicados. 

En el caso los fungicidas, se consideran curativos a los que eliminan al hongo 

patógeno después de que se haya establecido en los tejidos del huésped, siendo 

de contacto o preventivos los que previenen la infección inhibiendo al patógeno 

antes de que éste haya penetrado en la planta huésped y se haya establecido en 

sus tejidos. 

Resumiendo los conceptos expuestos, se diferencian dentro de los fungicidas 

dos grandes grupos: el de los sistémicos y penetrantes con propiedades 

curativas y preventivas y el de los de contacto que, por no penetrar en los 

tejidos de la planta, sólo tienen propiedades protectoras y preventivas. A las 

ventajas de los fungicidas curativos (sistémicos o penetrantes), se debe añadir 

la de que por penetrar en los tejidos de la planta no son lavados fácilmente por 

las lluvias (transcurrido un cierto tiempo después de su aplicación), pero no se 

debe tampoco olvidar que su empleo, independientemente del aspecto 

económico, queda condicionado por su especificidad de acción (normalmente 

combaten una o dos enfermedades), y sobre todo, por el peligro potencial de la 

rápida aparición de resistencias (Coscollá 2004). 
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1.3. Composición, denominaciones y formas de presentación 

Los plaguicidas están compuestos por la materia o principio activo, los 

ingredientes inertes, los coadyuvantes o mejorantes y los aditivos. El producto 

activo plaguicida es obtenido por la industria química en un grado de pureza 

variable. Este producto “puro” no es apto para su empleo agrícola y debe 

acondicionarse antes en una formulación, que contiene la materia activa 

(producto “puro”) junto con otros componentes, como disolventes, diluyentes 

(sólidos o líquidos) y coadyuvantes que mejoran la acción del principio activo 

(emulsionantes, estabilizantes).  

La materia activa es el único componente que tiene eficacia para combatir 

plagas. Un mismo producto comercial puede estar compuesto por dos o más 

materias activas, reforzando la acción contra una misma plaga o ampliarla a 

varias plagas diferentes. 

Los ingredientes inertes no aportan en general ninguna cualidad específica, 

siendo su misión básica la de dar cuerpo al producto, facilitando su formulación 

comercial. Los coadyuvantes o mejorantes, si bien no tienen una acción directa 

sobre las plagas, influyen en la eficacia de la materia activa, aumentando, por 

ejemplo, el poder mojante o adherente al producto. Los aditivos como 

colorantes, repulsivos, vomitivos tienen por finalidad reforzar las medidas de 

seguridad sanitaria en el empleo de los productos fitosanitarios 

La identificación de los productos fitosanitarios se puede hacer por el nombre 

comercial, que es el que le asigna la empresa que lo produce o comercializa, el 

nombre químico de la materia activa que entra en su composición y el nombre 

común, utilizado para simplificar el normalmente complicado nombre químico, 

que con carácter internacional se acuerda dar a la materia activa. Dado que  en 

el mercado se pueden encontrar productos con diferentes nombres comerciales 

conteniendo la misma materia activa aunque con distintos coadyuvantes, 

aditivos u otros ingredientes inertes, es imprescindible identificar los productos 

fitosanitarios por el nombre común de la materia activa que entra en su 

composición. Dicho nombre también debe figurar obligatoriamente en los 
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envases de todos los productos comercializados; a él es al que se hace 

referencia cuando se indican los productos adecuados para combatir una plaga 

determinada y con él debe ser solicitado en el comercio: cambiar de producto es 

cambiar de materia activa, no de nombre comercial.  

Los productos comerciales se pueden presentar bajo formas distintas (existen 

más de 70 tipos diferentes de formulaciones) que deben venir especificadas en 

las etiquetas. Las más utilizadas en el viñedo son: 

Sólidas: 

 Para aplicar directamente:  Polvo para espolvoreo (DP). 

    Granulado (GR). 

 Para diluir en agua:   Polvo mojable (WP). 

    Polvo soluble (SE). 

    Microencapsulados (CS). 

    Gránulos solubles (SG). 

Líquidas (se aplican diluidas en agua): 

 Líquido emulsionable (EC). 

 Emulsión concentrada (EW): 

 Suspensión concentrada o “flow” (SC). 

 Líquido soluble (SL). 

 Líquido para ultrabajo volumen (ULV). 

Otras: fumigantes, prolentes, etc. 

Las aplicaciones en espolvoreo (DP) respecto a las aplicaciones en líquido 

(WP, SL, EC, EW, SC, etc.) tienen las ventajas de no necesitar agua, facilidad de 

penetrar en sitios recónditos del racimo, no aportan agua a la planta lo que  

favorece el no desarrollo de podredumbres, etc., pero tienen los inconvenientes 

de requerir mayores cantidades de formulado por ser menos concentrados, 

tener mayor efecto de deriva, mayor efecto negativo sobre la entomofauna útil, 

mayor incomodidad para el aplicador, etc. Por ello se suelen preferir las 

aplicaciones en líquido. Además hay plaguicidas que no son eficaces en 

espolvoreo y sí en pulverización. Las aplicaciones sólidas de granulados se 

efectúan especialmente al suelo (gusanos grises, castañeta, caracoles, etc.) y 
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tienen la ventaja de que no forman polvo. Las formulaciones microencapsuladas, 

se aplican en pulverización convencional, pero aumentan la persistencia de la 

materia activa.  

La dosis de aplicación (que también debe venir en las etiquetas) en el caso 

de los polvos espolvoreables (DP) y de los gránulos (GR) se da en kg del 

producto comercial por hectárea (ha). Si se trata de polvos mojables (WP) y de 

líquidos emulsionables (EC), que deben ser aplicados previa su disolución en 

agua, la dosis de empleo puede venir en cantidad de producto comercial a 

emplear por hectárea o en el porcentaje a diluir en agua (Coscollá 2004). 

Las características del plaguicida deben reflejarse en el envase a utilizar y 

están reguladas por la Reglamentación Técnica Sanitaria sobre plaguicidas (BOE 

1983).  Entre otras características constan en la etiqueta: 

 Nombre comercial del producto y número de inscripción en el Registro 

Oficial. 

 Nombre y dirección del fabricante. 

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

 Peligrosidad para las personas, fauna terrestre y acuícola, indicando su 

símbolo de toxicidad. Por ejemplo: Tóxico por ingestión, Corrosivo, Irritante para 

los ojos, provoca quemaduras, etc.  

 Menciones de los consejos usuales de prudencia para el empleo, por 

ejemplo: No comer, ni beber, ni fumar durante la utilización; utilizar ropa de 

protección y guantes adecuados; quitarse inmediatamente la ropa manchada o 

salpicada, etc. 

 Cultivos en los que está autorizado. 

 Parásitos que controla. 

 Dosis, modo de empleo y plazo de seguridad. 

 Contenido neto del envase. 

 Fecha de fabricación y límite de comercialización si no se puede garantizar 

su estabilidad en almacén durante un mínimo de dos en condiciones normales. 

 Antídotos utilizables en caso de intoxicación recomendaciones médicas para 

casos de intoxicación o accidente. 
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1.4. Aspectos toxicológicos 

La mayor preocupación en cuanto al uso de plaguicidas por parte del 

consumidor, y en consecuencia de las Administraciones Públicas de los diversos 

países, corresponde a los problemas de orden toxicológico, bien directamente 

por el riesgo de su consumo alimenticio o indirectamente por el perjuicio que 

puedan ocasionar al medio ambiente (Cormis 1991). La aplicación de plaguicidas 

en agricultura entraña un riesgo tóxico inherente al producto empleado, 

conocido como toxicidad propia de la molécula plaguicida, que se define como la 

cualidad de una sustancia y sus metabolitos para ocasionar, a ciertas dosis, 

perjuicios en la salud debido a acciones químicas o físico-químicas. La 

determinación previa de su toxicidad, y sus consecuencias inmediatas o 

remotas, es obligada hoy en día cada vez que un nuevo producto sale al 

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

 Toxicidad oral aguda: se refiere a la ingestión “de una sola vez” de un 

producto pesticida tóxico. Se expresa en términos de Dosis Letal Media (DL50),  

cantidad de tóxico que es necesario ingerir de una sola vez para producir la 

muerte del 50 % de los individuos que forman el lote del ensayo. Está 

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

 Toxicidad dérmica: riesgos toxicológicos debidos al contacto y absorción del 

pesticida por la piel. Se mide por DL50 dérmica aguda, cantidad de plaguicida, 

expresada en mg kg-1, que en contacto con la piel durante 24 horas produce la 

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

 Toxicidad por inhalación: efectos toxicológicos producidos por una 

atmósfera contaminada debida a vaporizaciones o suspensiones de formulación 

gaseosa, líquida o sólida en polvo. Se expresa en valores de Concentración Letal 

media (CL50) , y se define como la cantidad de tóxico en mg L-1 que pueda 

causar la muerte del 50 % de los individuos en ensayo e indicando además, el 

tiempo de exposición a dicha atmósfera. 
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También se consideran otras clases de riesgo: efectos en piel, ojos, 

sensibilización dérmica, neurotoxicidad, mutagénesis y carcinogénesis. 

El riesgo de ingerir en una dosis única la cantidad equivalente a la DL50 sólo 

puede ocurrir en caso de accidente, error o ignorancia. Por ello, se averiguan los 

niveles de riesgo del plaguicida a través de las dietas alimenticias preparadas 

con varias dosis del tóxico, mediante su administración diaria a los animales 

ensayados a lo largo del tiempo. Con esto, se encuentran la toxicidad a corto y 

medio plazo (toxicidad subcrónica) y a largo plazo (toxicidad crónica). 

Los efectos tóxicos en hombres y animales están en función del centro de 

acción y la vía de absorción. La clasificación toxicológica ha variado a lo largo de 

los años. En el Real Decreto 162/1991 aparecen las siguientes categorías en 

función de su toxicidad aguda sobre ratas, expresada en DL50 o CL50 y 

diferenciando según sean preparados sólidos o líquidos. 

 Nocivos: pueden entrañar riesgos de gravedad limitada. 

 Tóxicos: Entrañan riesgos graves, agudos o crónicos e incluso la muerte. 

 Muy tóxicos: pueden entrañar riesgos extremadamente graves, agudos o 

crónicos e incluso la muerte. Su utilización y empleo debe estar controlado y 

efectuado únicamente por personal especializado bajo normas estrictas. 

Ha desaparecido  la categoría de “baja peligrosidad”, y se registran algunos 

plaguicidas sin que se les asigne clasificación toxicológica. Esto significa que ne 

condiciones  de uso, su peligrosidad es inferior a las de los nocivos, aunque no 

significa que sean inocuos, pues todos los plaguicidas deben aplicarse con unas 

mínimas precauciones. 

Para la fauna terrestre y acuícola se clasifican en las siguientes categorías: 

 Categoría A: productos inocuos para la fauna. 

 Categoría B: productos medianamente peligrosos, cuyo empleo con carácter 

masivo o en aplicaciones repetidas o inadecuadas, pueden entrañar riesgo grave 

para la fauna. 
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 Categoría C: productos muy peligrosos, cuya autorización debe estar 

restringida a la aplicación en determinados cultivos y cumpliendo condiciones 

estrictas. 

1.5. Utilización de plaguicidas 

Al igual que la mejora en las técnicas de cultivo y mecanización, la química 

ha contribuido notablemente en el avance de la agricultura. En el momento que 

el hombre abandona su sistema de vida nómada y pasa a ser sedentario, 

alrededor del 8000 a.C., aparece la agricultura como principal fuente de 

obtención de alimentos, y directamente relacionada con ella, está la aparición de 

plagas y enfermedades de los cultivos. 

En los años 60, la FAO estimaba que para procurar un nivel de nutrición 

correcta a la población mundial, debería haberse duplicado la producción de 

alimentos en los años 80 y triplicado para el 2000. Una de las medidas para 

conseguir este reto es la protección de las plantas para el suministro de 

alimentos, y así evitar las graves pérdidas sufridas a escala mundial. Además, 

los modelos económicos actuales de rentabilidad, implican el empleo 

generalizado de técnicas que aumenten o garanticen los rendimientos de la 

producción vegetal. 

Las pérdidas más importantes son producidas por los parásitos de origen 

animal (nematodos, insectos y arácnidos), hongos y mala hierbas. Se hace 

necesario disminuirlas por diferentes medios: culturales, químicos y biológicos. 

Actualmente, los medios químicos son los más utilizados debido a su mayor 

eficacia, poniéndose en práctica mediante la aplicación de plaguicidas. 

El objetivo principal de la lucha se centrará por tanto en aquellas plagas cuyo 

ataque se repita todos los años. Por otra parte, las exigencias climatológicas, 

tanto de la planta como del parásito, varían a lo largo de sus respectivos ciclos 

de desarrollo, y por consiguiente será necesario conocer: la fenología de la 

planta y fechas en las que se producen las distintas fases de su desarrollo; 
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biología de los parásitos que la afectan; y datos climáticos asociados a cada fase 

(Santos 1997). 

Sin embargo el uso de plaguicidas no puede ser anárquico, precisa conocer 

con exactitud y objetividad su evolución en el medio ambiente. Para ello, es 

necesario realizar controles que permitan identificar y cuantificar los residuos 

que estos compuestos pueden dejar en los productos agrícolas destinados a la 

alimentación.  

La Unión Europea representa actualmente, con una venta anual de 

aproximadamente 320.000 toneladas de sustancias activas, una cuarta parte del 

mercado mundial. Los principales tipos de productos son los fungicidas (casi un 

43% del mercado), seguidos por los herbicidas (36%), los insecticidas (12%) y 

otros plaguicidas (9%). La industria fitosanitaria europea da empleo en Europa a 

unas 35.000 personas.  

Atendiendo a los datos hechos públicos por las autoridades comunitarias, la 

agricultura es, con diferencia, el sector que más recurre a los productos 

fitosanitarios. Lo cierto es que su utilización, además de que aporta ventajas 

económicas y sociales, también plantea efectos adversos, en algunos casos 

irreversibes, derivados de la exposición directa o indirecta del hombre y del 

medio ambiente a esas sustancias.  

Los plaguicidas tienen un sinfín de aplicaciones prácticas, pero es en el 

ámbito agrícola donde se realiza un gasto superior. En el campo, son los 

herbicidas, los insecticidas y los fungicidas los más empleados. El número de 

familias y de productos químicos individuales existentes es muy alto, y casi 

puede afirmarse que, para cada plaga, para cada cultivo y para cada situación, 

época y lugar, existe un formulado plaguicida específico.  

Los plaguicidas representan un buen negocio para los fabricantes, de aquí el 

interés en promocionar su uso. Sólo las multinacionales pueden asumir el coste 

del desarrollo de nuevos productos puesto que sacar nuevas moléculas químicas 

al mercado tiene un precio elevado por la cantidad de requisitos legales 

exigidos, que tienden a garantizar no sólo su eficacia sino también su seguridad 
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toxicológica y su ausencia de daños sobre el medio ambiente (siempre y cuando 

se emplee en las condiciones correctas y con las debidas precauciones). Se 

comprende que, una vez superados estos trámites, deseen que su artículo tenga 

mucho éxito.  

Después de muchos años de crecimiento abusivo en el empleo y dependencia 

de los plaguicidas, la tendencia actual en los países más desarrollados es 

restringir todo lo posible su uso. Muchos productores y también bastantes 

fabricantes de estos plaguicidas son conscientes de esta necesidad ya que la 

experiencia ha demostrado, demasiadas veces, que la introducción en los 

ecosistemas de productos químicos agresivos para el control de una plaga 

arregla ese problema, pero genera otros nuevos con los desequilibrios 

asociados.  

Conceptos como el manejo integrado de plagas (IPM, en sus siglas inglesas) 

va por este camino al potenciar métodos alternativos de control no basados 

exclusivamente en el empleo de plaguicidas. De ello se beneficia directamente el 

consumidor puesto que menos plaguicidas empleados significa menor cantidad 

de residuos remanentes en los alimentos.  

El mercado europeo descendió 1.6 % respecto al 2005, en que ya bajó un 

1.2 %. Después de descontar los efectos de la inflación y del tipo de cambio, el 

descenso real es equivalente a 4.1%. Las razones climáticas se encuentran en el 

origen fundamental de este descenso de mercado.  

El crecimiento de fungicidas, ha sido liderado por la viña, y el de los 

insecticidas, fundamentalmente en Almería y Murcia, tiene mucho que ver con 

una mayor concienciación respecto al uso de productos ilegales. 

Dentro de las ventas nacionales de fitosanitarios, La Rioja es el décimo 

mercado, con un total de 16909.8 miles de euros que corresponde a un 2.94 % 

del consumo total. 

En la Figura I-12 se muestra la evolución del consumo de productos 

fitosanitarios en la década correspondiente a 1995-2005. En 2005, el consumo 
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de fitosanitarios se ha reducido un 12.69% en relación con 2004, año en el que 

alcanzó su máximo. Desde 1995 a 2005 el uso de fitosanitarios ha 

experimentado un incremento del 70.34 % que rompe el fuerte descenso 

iniciado a finales de la década de los ochenta. 

Aunque en un principio la aplicación de las reformas de la Política Agraria 

Común (PAC) de 1992 contribuyó parcialmente a la reducción de su consumo, 

los procesos de intensificación agraria y, sobre todo, el aumento de su 

especificidad y eficacia, han agravado el problema al aumentar su consumo y su 

toxicidad. 

En cifras absolutas, 1995 señala el punto más bajo del consumo en la década 

de los noventa (27.852 toneladas de ingrediente activo), pero los años 

posteriores muestran un fuerte incremento hasta 2004, año en el que consumo 

asciende hasta las 47.445 toneladas. Los últimos datos, del año 2005, vuelven a 

mostrar una tendencia a la baja con una disminución en el consumo de 6.023 

Tm respecto al año anterior (que equivale a un descenso en kg ha-1 del 12.6%). 

En líneas generales, el consumo de fitosanitarios y la superficie de aplicación, 

muestran una tendencia inversa: más consumo sobre menos superficie (MARM 

2008). 

 

 

 

 

 

 

Figura I-12: Consumo de productos fitosanitarios 

En general, el mayor porcentaje de ventas se atribuye a los herbicidas, 

seguidos por los fungicidas, similar en muchos casos a los insecticidas. La 

intensificación desigual de la agricultura en las Comunidades Autónomas se 

refleja en el uso de los fitosanitarios, mucho mayor en Canarias –más de 200 kg 
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por ha–, Cantabria, Comunidad Valenciana, Murcia y La Rioja. En la Figura I-13 

se muestra el consumo de productos fitosanitarios en 2005 distribuido por 

productos y Comunidades Autónomas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-13: Consumo de productos fitosanitarios en 2005 por CCAA 

 

1.6. Reglamento sobre el uso sostenible de productos 

fitosanitarios 

El uso de productos fitosanitarios está regulado en la legislación europea y 

española con el fin de realizar un uso correcto de los mismos y contribuir así a la 

reducción al mínimo los posibles daños que produzcan en el medio ambiente y 

en la salud de personas y animales. El marco legislativo sobre el uso de estos 

productos (Límites Máximos de Residuos-LMR) es el Reglamento (CE) nº 

396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo, que modifica la Directiva 

91/414/CEE, y en España el RD 280/1994, y sus respectivas modificaciones 

posteriores (Reglamentos CE nº 149/2008, 260/2008 y 299/2008 y RD 

198/2000 y 290/2003). Se define “residuo” como “una o varias sustancias 

activas que se encuentren en o sobre vegetales o productos de origen vegetal, 

productos animales comestibles, o componentes del medio ambiente, que 

constituyan los restos de la utilización de un producto fitosanitario, incluidos sus 
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metabolitos y los productos resultantes de su degradación o reacción”. Esta 

legislación establece las condiciones para la aprobación de los productos 

fitosanitarios y para el control de su uso a través de los Límites Máximos de 

Residuos que son admisibles en los productos agrícolas. De este modo se está 

protegiendo al consumidor y se crean las bases para un mercado único y 

homologado en la Unión Europea. También garantiza a los productores que –

aplicando los fitosanitarios correctamente dentro de los límites establecidos– sus 

productos tienen cabida en el mercado comunitario. 

La Comisión Europea (12 de julio de 2006) ha propuesto una nueva 

reglamentación para los productos fitosanitarios con el fin de simplificar los 

procedimientos de autorización de estos productos y armonizar su disponibilidad 

en los Estados miembros. Con esta legislación, considerada como una estrategia 

temática, se intenta conseguir una mayor eficacia en la protección de la salud 

humana, el bienestar animal y el medio ambiente, analizando con rigor las 

características de las substancias como, por ejemplo, su persistencia en el 

medio. Otro rasgo de esta propuesta es que favorece una evaluación 

comparativa y la sustitución de unas substancias por otras que ofrecen mayor 

seguridad. Por otra parte, se intensifican las medidas de control ya que los 

agentes implicados, entre ellos los agricultores, deberán tener un registro de las 

sustancias que utilizan y ponerlo a disposición, si así lo solicitasen, de los 

vecinos o de los encargados de la calidad del agua potable. La Directiva marco 

sobre el uso sostenible de fitosanitarios entró en vigor en el año 2009 (Directiva 

2009/128/CE). 

 

2. ENFERMEDADES DE LA VID CAUSADAS POR HONGOS 

La podredumbre gris (Botrytis cinerea), el mildiu (Plasmopara viticola) y el 

oídio (Uncinula necator) son los hongos más importantes en los que se centra la 

protección del viñedo.  
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2.1. Podredumbre gris (Botrytis cinerea) 

La podredumbre gris está extendida por todos los viñedos españoles, 

causando los daños más importantes en la zona norte y en la costa 

mediterránea, ya que las condiciones climáticas, humedad principalmente y 

temperatura, son favorables para su desarrollo. Se la conoce por diferentes 

nombres según las zonas: “podredumbre gris”, “podrido”, “botritis”, “gangrena”, 

“pudrición”, “podrit”. En general, esta enfermedad afecta a la cantidad y a la 

calidad de la cosecha obtenida.  

Los factores climáticos tienen una influencia muy importante en el desarrollo 

del hongo: la humedad es necesaria para que se produzca la germinación de las 

conidias, la cual se ve activada con temperaturas próximas a los 18 ºC, aunque 

puede realizarse con temperaturas comprendidas entre 0 y 40 ºC. Las heridas 

producidas en los granos por “las polillas del racimo”, “el oídio”, “el granizo”, 

“los pájaros”..., favorecen extraordinariamente el desarrollo del hongo. Las 

variedades de racimos compactos y de epidermis fina del grano, son más 

sensibles al hongo, así como los viñedos con fuerte abonado nitrogenado, que 

provoca un exceso de vegetación y falta de aireación de los racimos. Variedades 

de racimo compacto como Garnacha son muy sensibles a este hongo. Los 

ataques en hojas y sarmientos no suelen tener importancia económica. Esta 

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

Los granos presentan el aspecto típico de “podridos” y sobre su superficie se 

desarrolla un moho de color grisáceo típico. El ataque puede ocasionar una 

disminución de calidad en los futuros vinos debido a que segrega una enzima 

llamada Lacassa que produce: la degradación u oxidación de los polifenoles 

(pardeamiento), la destrucción de la película que contiene las sustancias 

aromáticas y oxidación de las mismas, el aumento de fijación de SO2 en los 

vinos, el aumento de acidez volátil, degradación de azúcares, pérdida de peso 

del racimo, modificación de los equilibrios ácidos, carencia de compuestos 

nitrogenados y vitaminas. Se ha comprobado que puede haber una pérdida de 

volumen, incremento del ácido glucónico, del glicerol y de compuestos como el 
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1-octen-3-ol dando lugar a notas aromáticas de champiñón, que son 

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

También puede ocasionar una disminución importante de la cosecha debido al 

aborto y rotura del fruto; en el primer caso las uvas no se desarrollan y en el 

segundo se produce la evaporación del agua y pérdida de los contenidos de la 

uva. Todos estos efectos tienen consecuencias importantes como son infecciones 

secundarias en las uvas (desarrollo de las bacterias acéticas; desarrollo de 

hongos secundarios nocivos: Trichotecium roseum, Penicillium ssp, Aspergillus 

ssp, Mucor ssp, etc.; y formación de micotoxinas); problemas en la fermentación 

por la carencia de nutrientes anteriormente citada, y por la formación de 

sustancias inhibidoras de la fermentación; problemas en la clarificación y en el 

filtrado por la formación de glucanos y ácidos mucosos de las pectinas; 

alteraciones organolépticas como cambios en color, falta de limpidez, olores a 

húmedo, tierra, champiñón, entre otros. En definitiva, todo esto conlleva a una 

pérdida de la calidad del mosto y el vino elaborado. En la Figura I-14 se 

observan los ataques en maduración en uvas tinta y blanca (Pérez Marín 2004). 

 
                               A)                                                       B) 

 

Figura I-14: Ataque de Botrytis cinerea en maduración en uva A) blanca y 

B) tinta 
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2.2. Mildiu (Plasmopara viticola) 

Esta enfermedad es una de las mejor conocidas por los viticultores de todo el 

mundo debido a los daños tan graves y espectaculares que produce si las 

condiciones climáticas le son favorables, ya que puede atacar a todos los 

órganos verdes de la vid. Generalmente se la conoce por “mildiu”, “mildeo” o 

“mildeu”, aunque también como “niebla” o “añublo”. Aunque las pérdidas 

económicas que genera pueden ser muy importantes, en la actualidad el riesgo 

es menor debido al mejor conocimiento de su biología, la existencia de 

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

Los factores climáticos tienen una influencia determinante en el desarrollo del 

hongo. Las condiciones necesarias para una contaminación primaria son: 

oosporas maduras, brotes de la vid de unos 10 cm, lluvia superior a 10 mm en 1 

ó 2 días, Tª superior a los 12 ºC. Las condiciones necesarias para que se 

produzca una contaminación secundaria son: presencia de conidias u agua 

líquida (lluvia o humectación de las hojas superior a las 2 horas). Los ataques 

más graves del mildiu se producen cuando a un invierno húmedo le sigue una 

primavera y verano lluviosos, siendo la temperatura óptima para su desarrollo 

de 25 ºC. Bajo estas condiciones existe una buena supervivencia de las 

oosporas, germinación y posterior diseminación. 

Los síntomas se manifiestan en hojas por las típicas “manchas de aceite” en 

el haz, que se corresponden  en el envés con una pelusilla blanquecina si el 

tiempo es húmedo. Al final de la vegetación estas manchas adquieren forma de 

mosaico. Los ataques fuertes pueden producir una desecación parcial o total de 

las hojas e incluso una defoliación. Los brotes también pueden verse atacados y 

ser destruidos. En el racimo, ocasiona deformaciones del raquis o raspón, y 

recubrimiento de la típica pelusilla blanquecina en la baya. Cuando los granos 

superan el tamaño de un guisante no se oscurecen ni aparece la pelusilla 

blanquecina, sino que se arrugan, se pardean y finalmente se desecan, 

conociéndose por “mildiu larvado”. Los ataques durante el período de floración-

cuajado pueden ocasionar la pérdida total del racimo, mientras que los más 
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tardíos suelen afectar solamente a una parte del mismo. A partir del envero el 

hongo no ataca al racimo. El inóculo permanece en hojas caídas en otoño y las 

oosporas liberadas por estas hojas se activan y germinan en primavera. La 

enfermedad se transmite por el salpique de la lluvia y penetra por los estomas 

de las hojas. Asimismo, puede provocar otras consecuencias importantes debido 

a la rotura de la baya como puede ser el punto de entrada de otras 

enfermedades y la pérdida del volumen de mosto. De forma similar a la botrytis 

puede ocasionar la pérdida y alteraciones en el aroma y el color de los vinos, 

alteraciones microbianas en el vino y problemas en la clarificación y el filtrado. 

En la Figura I-15 se pueden observar los síntomas en hojas y granos (Pérez 

Marín 2004). 

                        A)                                                   B) 

              

 

 

 

 

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

blanquecina en grano 

2.3. Oídio (Uncinula necator) 

El oídio es una enfermedad ampliamente extendida en España que casi 

siempre hace acto de presencia, y que en algunos años de condiciones 

climáticas favorables para su desarrollo puede ocasionar, en variedades 

sensibles y zonas propensas, la pérdida total de la cosecha. Está presente en la 

mayor parte de los viñedos del mundo. En muchos aspectos es una enfermedad 

tan, o más importante que el “mildiu”, pues se presenta con mayor constancia. 
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Recibe distintos nombres comunes según las regiones “ceniza”, “cenicilla”, 

“polvillo”, “polvo”, “cendrada”, “cendrosa”, “sendreta”, “malura”, “roya”, 

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

La temperatura, la humedad, y en menos medida la insolación, son los 

factores climáticos que condicionan el desarrollo del hongo. La temperatura es el 

factor climático que más influencia tiene en el desarrollo de la enfermedad. 

Alrededor de las 15 ºC comienza a ser favorable para su progreso vegetativo y 

su propagación, alcanzando el óptimo entre los 25 ºC y los 28 ºC, deteniendo su 

desarrollo a los 35 ºC y siendo letales las temperaturas superiores a 40 ºC. La 

humedad ambiental también influye en el desarrollo de la enfermedad, aunque 

en menor grado que la temperatura. La germinación de las conidias se ve 

favorecida por las humedades relativamente altas. Al contrario que en el caso 

del mildiu, las lluvias abundantes frenan el desarrollo del hongo. Parte del hongo 

se conserva durante el invierno en forma de peritecas en los sarmientos (fase 

sexuada) o en el interior de las yemas en forma de micelio (fase asexuada) 

protegido por las escamas; cuando éstas comienzan a desarrollarse en 

primavera también comienza a activarse el hongo. El viento dispersa las conidias 

que germinan rápidamente en los órganos verdes de la vid, constituyendo los 

focos primarios de infección.  

El oídio puede atacar a todos los órganos verdes de la vid. En las hojas, los 

síntomas aparecen tanto en el haz como en el envés; en ambos casos suele 

observarse un polvillo blanco ceniciento, que puede limitarse a algunas zonas o 

bien ocupar toda la superficie de la hoja; debajo del polvillo se aprecian puntitos 

necrosados. En los ataques fuertes las hojas aparecen crispadas con los bordes 

hacia el haz. En brotes y sarmientos se manifiesta por manchas difusas de color 

verde oscuro, pasando a negruzco al endurecerse el brote. En los racimos, al 

principio los granitos aparecen con un cierto tinte plomizo, recubriéndose en 

poco tiempo del polvillo ceniciento, que si se limpia deja ver puntitos pardos 

sobre el hollejo.  
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Las consecuencias del ataque y desarrollo del oídio son la disminución de la 

superficie foliar, un mal desarrollo de los brotes y lignificado del sarmiento por lo 

que se produce una mal cuajado del fruto. Los daños más importantes se 

localizan en los racimos, ya que los ataques fuertes ocasionan la detención del 

crecimiento de la piel, por lo que es frecuente que ésta se agriete y lleguen a 

rajarse algunos granos; así se producen unos daños directos en la cantidad y la 

calidad de la cosecha y otros indirectos al favorecerse la penetración del hongo 

Botrytis cinerea (con las consecuencias que conlleva en la elaboración y en la 

calidad final del vino, comentado anteriormente), así como la podredumbre 

ácida. Los ataques fuertes también pueden producir un mal agostado de los 

sarmientos, con la consiguiente disminución de la acumulación de reservas en 

las yemas. Variedades como Tempranillo, Mazuelo, Garnacha,  Malvasía y Viura 

son más sensibles al oídio (Pérez de Obanos 2004). En la Figura I-16 se 

observan los ataques en brotes y racimos.                      

        A)                                                  B) 

 

 

 

 

 

 

Figura I-16: Síntomas de oídio. A) Manchas iniciales en el brote. B) Ataque 

en racimo 
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3. FUNGICIDAS 

El control químico para la prevención de las enfermedades provocadas por los 

hongos mencionados anteriormente se basa en la utilización de fungicidas. Son 

muchos los grupos que por su composición química se pueden clasificar los 

fungicidas, pero con carácter práctico para su utilización se distinguen dos 

clases: de contacto o preventivos y curativos. Cabe recordar que son fungicidas 

de contacto o preventivos los que por no penetrar en los tejidos vegetales 

únicamente ejercen su acción cuando se encuentran sobre la planta antes de 

que se produzca la infección. Es decir, que los tratamientos que se realicen con 

esta clase de fungicidas (tratamientos preventivos) deben efectuarse antes de 

que se presente la enfermedad que se quiere combatir.  

Los fungicidas curativos, por penetrar en los tejidos vegetales, detienen o 

impiden el desarrollo del micelio del hongo dentro de estos tejidos. Si una vez 

dentro de la planta se desplazan por su interior tenemos los fungicidas curativos 

sistémicos y si no se desplazan los curativos penetrantes. Los fungicidas 

curativos también tienen un carácter preventivo en el sentido de que si se 

aplican antes de que se haya producido la infección, es decir, antes de que la 

espora del hongo haya germinado y penetrado el micelio (promicelio) en los 

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

Un punto importante a destacar es que la acción curativa solamente tiene 

eficacia si los tratamientos se realizan dentro de un determinado plazo de 

tiempo (días u horas) contando a partir del momento en que se produjo la 

infección. En el caso de fungicidas antibotritis, este intervalo de tiempo queda 

reducido a unas pocas horas, por lo que se debe considerar que estos fungicidas 

tienen una acción más bien preventiva; por el contrario los fungicidas antimildiu, 

pueden impedir el desarrollo del hongo si se aplican bastante después de 

haberse producido la infección: 2-3 días, y 4-6 días según compuestos. 

Por su forma de actuar los fungicidas podrían clasificarse en dos grupos:  
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 Multi-diana: son aquellos que actúan interfiriendo simultáneamente varios 

procesos vitales del hongo, como azufre, cobre, ditiocarbamatos, que aunque 

actúan como inhibidores respiratorios, afectan también otros procesos. Actúan 

esencialmente de forma preventiva, no son penetrantes (se eliminan por lavado 

de lluvias) con lo que su persistencia no es larga, pero hasta el presente no han 

presentado problemas de persistencia. 

 Mono-diana: son aquellos que afectan a un solo proceso vital (inhibidores de la 

respiración, inhibidores de la división celular, inhibidores de la síntesis de 

esteroles, etc.). Es decir, son más específicos en su forma de actuar. Suelen ser 

penetrantes o sistémicos, tiene mayor persistencia (incluso después de lluvias), 

en muchos casos acción curativa, pero presenta el riesgo de aparición de 

resistencias. 

Un comentario especial merece un grupo de fungicidas de reciente aparición 

denominado estrobilurinas que son análogos sintéticos de moléculas naturales 

producidas por el hongo Strobilurus tenacellus (azoxistrobin, kresoxim-metil...). 

Además de su acción preventiva y en muchos casos curativa, tienen carácter 

penetrante y un amplio espectro de acción (Coscollá 2004). 

4. RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN UVAS Y VINOS 

 Como consecuencia de los tratamientos fitosanitarios en el viñedo, aparecen 

en muchos casos residuos de plaguicidas en el momento de la recolección de la 

uva. Es un tema que va tomando una importancia creciente, por la preocupación 

que existe en la opinión pública  a causa de la presencia de sustancias tóxicas en 

los alimentos y que se refleja en la actuación de las Administraciones y 

Autoridades públicas a nivel de normativa y controles. En el caso de la uva los 

tratamientos que influyen decisivamente en su contenido final en residuos son 

los que se realizan más próximos a la vendimia, como son los tratamientos 

fungicidas contra Botrytis y otras podredumbres.  
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4.1. Normativa legal. Límite Máximo de Residuos 

Debido a la posible peligrosidad de los residuos de plaguicidas, ya que se 

trata de sustancias tóxicas, las Administraciones públicas han promulgado, en 

casi todos los países, normas con el fin de proteger la salud de los 

consumidores, y controlar el buen uso de los plaguicidas. En algunos casos se ha 

prohibido el uso de ciertos plaguicidas por la larga persistencia de sus residuos. 

Además de estas prohibiciones generales, un plaguicida sólo puede utilizarse en 

viñedo si está especialmente autorizado y homologado para este cultivo. En esa 

homologación se fijan sus condiciones de uso, y entre ellas se le asigna un 

determinado límite máximo de residuos. 

El límite máximo de residuos (LMR) o “tolerancia” es la cantidad máxima 

de residuos de determinado plaguicida sobre determinado producto agrícola 

permitida por la ley. Es decir, la cantidad que no puede ser sobrepasada para 

que el producto pueda ser expuesto en circulación o comercializado. En su 

fijación intervienen tanto criterios toxicológicos como agronómicos. 

La legislación española al respecto está contenida básicamente en el real 

Decreto 280/1994 por el que se establecen LMRs de plaguicidas y su control en 

productos vegetales, y en una serie de órdenes que se han publicado 

posteriormente y concretan esos LMR.  

No obstante, se ha de tener en cuenta que si el mosto o vino ha de enviarse 

a otros países, estas “tolerancias” legales pueden ser distintas. En efecto para 

algunos plaguicidas de gran interés, los LMRs varían mucho según el país de 

destino, lo cual es un serio problema para el exportador y también para el 

productor, pues en el momento del tratamiento no sabe cuál va a ser su destino 

y, por lo tanto, si puede aplicar o no determinado plaguicida o, si lo aplica, el 

plazo de seguridad entre tratamiento y recolección.  

Organizaciones internacionales como la FAO y la OMS de Naciones Unidas 

crearon el Codex Alimentarius (sistema de estándares para alimentos a nivel 
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mundial) y dentro de él, la Comisión Adjunta de Residuos de Plaguicidas (CCPR) 

para establecer los LMRs de plaguicidas en alimentos y piensos, examinar los 

métodos de muestreo y análisis, y desarrollar las listas de plaguicidas 

prioritarios en establecer sus LMR. La UE marca unas directrices que 

comprometen a los gobiernos, teniendo la libertad de aceptar o rechazar los 

LMRs del Codex. El número de LMRs del Codex aceptados es inferior al deseable, 

debido a los sistema legales que dificultan su aceptación en las distintas 

legislaciones de los diferentes países. 

La determinación de los LMRs ha supuesto la utilización de un gran número 

de medidas de seguridad en lo que respecta a la salud pública, desde el más 

amplio conocimiento de la toxicidad de un producto, hasta estudios de 

degradación y persistencia del compuesto en las condiciones habituales de uso. 

Se pretende con ello que la ingestión diaria del plaguicida a lo largo de toda la 

vida, no provoque efectos adversos en la salud. Por tanto, los LMR se definen en 

función del Nivel Sin Efecto (NSE), definido como la cantidad de plaguicida que 

ingerido durante toda la vida, no provoca efectos nocivos observables en los 

animales de experimentación. Se expresa en miligramos de plaguicida por 

kilogramos del peso del animales y día (mg kg-1 día-1). 

Este valor se extrapola a la especie humana aplicando un coeficiente de 

seguridad (generalmente la centésima parte de este valor), con lo que se 

obtiene el valor correspondiente a la denominada Ingestión Diaria Admisible 

(IDA), que se define como la cantidad de residuo de un plaguicida por 

kilogramo de peso del hombre y día. Teniendo en cuenta el valor del IDA y la 

cantidad de un alimento concreto que puede ingerir una persona de peso 

normal, expresado en kilogramo por día (alrededor de 60 kg), se puede calcular 

el Nivel Permisible (NP), expresado en mg kg-1.  

El plan de actuación aceptado en la mayoría de los países, es el de establecer 

los LMRs acogiéndose al concepto de Buena Práctica Agrícola (BPA): los 

mismos plaguicidas deben utilizarse en las cantidades mínimas necesarias para 

lograr el control adecuado, de tal manera que deje un residuo equivalente a la 
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cantidad más pequeña practicable y que sea toxicológicamente aceptable. Pero 

no todos los países comparten este concepto (diferente clima, diferentes plagas, 

diferentes cultivos) y especialmente si la práctica implica mayores cantidades 

que las permitidas por sus Decretos sobre residuos. 

Igualmente se acepta la imposición de un Plazo de Seguridad (PS), que 

representa el plazo mínimo de días que deben transcurrir entre la última 

aplicación del plaguicida en cuestión y la recolección de frutos o partes 

comestibles del cultivo. Para el establecimiento del plazo de seguridad, se tienen 

en cuenta las curvas de disipación a lo largo del tiempo, específicas para cada 

vegetal y plaguicida, hasta que la cuantía de sus residuos sea similar a inferior a 

la señalada en los LMRs. 

En la curva de disipación de un plaguicida, se consideran dos parámetros 

importantes: el denominado depósito inicial, cantidad de plaguicida que queda 

sobre el vegetal inmediatamente después del tratamiento, y su velocidad de 

degradación. En la Figura I-17 se muestra una curva de disipación típica. 
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Figura I-17: Evolución de los residuos de plaguicidas en función del tiempo 
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4.2. Factores que determinan el contenido en residuos 

El contenido en residuos en las uvas en el momento de vendimia depende 

tanto del depósito que queda inmediatamente después de la aplicación, como de 

lo que sucede entre ésta y la vendimia, pues durante este período tiene lugar 

una disipación progresiva de los residuos.  

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

aplicación depende de varios factores:  

 Dosis de plaguicida aplicado. 

 Naturaleza química del plaguicida y de la formulación, que determinan una 

mayor o menor adherencia. 

 Tipo de aplicación. En las aéreas hay mayores pérdidas por deriva que en las 

terrestres y también influye en ambos casos el tamaño de gota o de partícula, 

que cuanto menor sea, mayor será la deriva. 

 Condiciones climáticas en el momento de aplicación. A mayor velocidad del 

viento mayor deriva, a mayor temperatura mayor evaporación, etc. 

 Características del sustrato vegetal, es decir, tamaño de las bayas, compacidad 

del racimo, etc. 

Este último factor es muy importante, pues hay que tener en cuenta que el 

residuo se expresa en proporción al peso: miligramos de plaguicida por 

kilogramo de producto vegetal (mg kg-1 = ppm, partes por millón). Por lo tanto, 

cuanto mayor superficie receptiva al plaguicida presente en el producto vegetal 

en relación a su peso, mayor será el depósito de plaguicida.  

En el caso de la uva, al ser las bayas pequeñas en relación a otros tipos de 

frutas (manzanas, ciruelas, etc.), los depósitos son proporcionalmente mayores. 

Por ejemplo, a igualdad de dosis y de otros factores suelen ser el triple en uvas 

que en manzanas, porque aquéllas tienen triple superficie a igualdad de peso. 

De todas formas, una vez realizada la aplicación, ese depósito inicial va 

disminuyendo progresivamente con el tiempo, y en esa mayor o menor 

disipación intervienen varios factores, como: 
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 Crecimiento del racimo, ya que al aumentar de peso “diluye” el contenido en 

plaguicida, pues, como se ha comentado, el residuo se expresa en proporción al 

peso. 

 Tipo de formulación aplicada, pues los depósitos procedentes de espolvoreos 

suelen ser menos tenaces que los procedentes de pulverizaciones. Dentro de 

esta últimas los plaguicidas formulados como emulsiones concentradas o 

líquidos emulsionables o flow suelen ser más persistentes que los formulados 

como polvos mojables, debido a los coadyuvantes que contienen. Las 

formulaciones microencapsuladas (CS) también aumentan la persistencia de los 

residuos.  

 Lluvia y viento, que actúan mecánicamente arrastrando al plaguicida. Su 

acción depende de su intensidad, duración, tipo de plaguicida y formulación, 

momento en que tiene lugar tras la aplicación, pues si suceden al poco tiempo 

de realizarse el tratamiento el efecto de arrastre es mucho más notable que si 

ocurren pasados varios días. Normalmente una precipitación de 12-15 mm si es 

normal y 22-24 mm si es torrencial, obligan a repetir la aplicación, a no ser que 

se haya tratado con productos sistémicos o penetrantes. 

 Volatilización del plaguicida, es decir, su paso al estado de vapor y disipación 

en la atmósfera. Es función de la tensión de vapor del plaguicida. En general los 

plaguicidas tienen bajas tensiones de vapor, pero algunos como el clorpirifos las 

tienen relativamente altas, lo que además facilita su penetración en el racimo, 

supliendo posibles defectos de aplicación. En la volatilización influyen también 

dos factores extrínsecos: la temperatura, pues a mayor temperatura mayor 

evaporación y la existencia de ligeras brisas que renuevan las cepas de aire del 

viñedo. 

 La degradación química que depende de la estabilidad de la molécula del 

plaguicida (hay productos muy estables, otros fácilmente degradables) pero su 

velocidad está influida por otros dos factores externos: la temperatura que la 
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acelera y la radiación solar, pues la mayor parte de los plaguicidas son más o 

menos fotosensibles. 

El contenido de residuos  en el racimo disminuye con el tiempo según la 

influencia de estos factores. Su representación gráfica es la curva de disipación 

del plaguicida que nos representa la evolución de sus residuos en condiciones de 

campo. 

4.3. Problemática de los residuos en uvas y vinos 

Los residuos de los fungicidas aplicados en campo pueden pasar de las uvas 

al mosto y finalmente al vino durante el proceso de vinificación (Cabras y col., 

2000, Navarro y col. 1999). Este hecho puede tener tres tipos de 

consecuencias: 

4.3.1 Alteraciones en la calidad organoléptica de los vinos.  

Puede suceder que los restos de azufre, en aquellos plaguicidas con azufre en 

su molécula, se reduzcan a ácido sulfhídrico (H2S) y mercaptanos que se 

perciben aún a bajas concentraciones. Por ejemplo, los residuos de acefato 

(O,S-dimetil acetilfosforoamidotioato; fórmula: C4H10NO3PS) en ocasiones han 

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

Los plaguicidas pueden tener un efecto indirecto en las propiedades 

organolépticas, debido a que pueden provocar paradas de fermentación, 

deteriorando la calidad final del vino. Este problema se trata en el siguiente 

apartado. 

4.3.2 Interferencias en el proceso de fermentación.  

Residuos de determinados fungicidas pueden provocar diferentes efectos 

sobre la flora y el metabolismo de las levaduras, que tienen como consecuencia 

un retraso fermentativo o incluso paradas de fermentación. 
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En las últimas vendimias se ha comprobado según datos del Consejo 

Regulador de la Denominación de Origen Calificada Rioja, que en bodegas 

industriales y de cosecheros se producen paradas de fermentación en la 

elaboración de vinos tintos y no de forma generalizada en todos los depósitos de 

fermentación de la misma bodega o propiedad. De todos es conocido que el 

fenómeno de paradas de fermentación en los vinos se han producido desde la 

antigüedad hasta nuestros días, pero la causa eran bien conocida por el exceso 

de sobremaduración de las uvas y la falta de poder fermentativo de las 

levaduras en aquellos caldos con exceso de contenido en azúcar. Esta causa 

queda totalmente descartada debido a los controles que hoy en día se realizan 

en todas las denominaciones de Origen y la limitación que en casi la totalidad de 

las mismas existen en sus reglamentaciones en cuanto al contenido alcohólico 

de los caldos que producen, con graduaciones inferiores al 13.5 % en volumen. 

Así, se considera también que las paradas de fermentación en vinos tintos, están 

producidas por los residuos de plaguicidas que se aplican en los tratamientos de 

los viñedos y la función inhibidora que pueden ocasionar en la flora microbiana 

presente en la uva y posterior acción en los diferentes estadios de crecimiento 

de las mismas.  

Por otro lado, mediante transformaciones físicas, químicas o biológicas de la 

propia fermentación de las pastas, despalilladas o sin despalillar, las materias 

activas de partida pueden originar otros productos secundarios o productos de 

degradación (metabolitos). Se ha comprobado que existe un cierto 

desconocimiento respecto a los posibles metabolitos que pueden aparecer en las 

distintas degradaciones de los plaguicidas utilizados en las aplicaciones en vid. 

Estudios realizados sobre degradaciones de otros plaguicidas en otras matrices 

permiten constatar que algunos metabolitos generados pueden resultar tan 

tóxicos para las levaduras o incluso más, que las propias materias activas.  

De la aplicación indiscriminada de los productos fitosanitarios, sobre todo en 

fechas próximas a la vendimia, se han desarrollado episodios de paradas 

fermentativas  y deficiencias en las elaboraciones que pueden afectar a las 

características organolépticas del vino, disminuyendo su calidad final (Cabanis y 
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Cooper 1991; Larue 1991; García Romeo 1996; Sala y col. 1996; Reulet y col. 

1996; Cugier y Reulet 1997). Una parada o una ralentización de la fermentación 

alcohólica provoca presencia de azúcares residuales, aumento de acidez volátil 

(picado acético),  formación de acetato de etilo, picado láctico, menor grado 

alcohólico, desequilibrios en la relación acidez total / ácido tartárico, oxidación, 

formación de ácido sulfhídrico y materias reductoras, pérdida de aromas, 

pérdida de estabilidad biológica, etc... Todo ello, en definitiva, deteriora la 

calidad final del vino elaborado 

Durante la fermentación del mosto se suceden dos procesos, por un lado las 

levaduras metabolizan la glucosa obteniendo energía y por otro existe un 

proceso de crecimiento y multiplicación celular donde las levaduras sintetizan los 

compuestos químicos necesarios para su estructura celular; este proceso se ve 

limitado por la concentración de substratos limitantes o inhibido por los 

productos tóxicos generados por las levaduras (Gnaegi y col 1983). La presencia 

de distintas materias activas en las uvas puede generar problemas sobre la 

actividad celular de las levaduras perturbando el funcionamiento de las distintas 

reacciones enzimáticas por mecanismos de inhibición y por tanto pueden 

modificar la curva de desarrollo de la cinética de fermentación aumentando el 

tiempo de latencia. Preguntas que nos podríamos plantear son: ¿es la inhibición 

un proceso reversible? o ¿el sistema celular volverá a su estado inicial si 

desaparece la causa de la inhibición? La inhibición de la actividad fermentativa 

es el primer efecto que interesa a los enólogos, pero se ha constatado que 

ciertos fungicidas e insecticidas pueden modificar el metabolismo de las 

levaduras, aunque no lleguen a impedir la fermentación (Zironi y col 1991). El 

grado de demora en el inicio de las fermentaciones provoca un estado de 

anaerobiosis que, a parte de los fenómenos de oxidación que implican pérdidas 

de componentes aromáticos, induce a posibles peligros de contaminaciones 

bacterianas, de levaduras oxidativas y de mohos. Estas contaminaciones pueden 

modificar la composición fisico-química del sustrato original y alterar la 

diversidad de poblaciones levaduriformes a favor de levaduras no fermentativas, 

desviando por ello el correcto transcurso de la fermentación alcohólica 

provocando alteraciones de la calidad del vino (Cuinier 1996). 
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Generalmente la concentración de fungicidas que aparece en vendimia es 

menor que los LMRs permitidos y además los niveles de residuos decrecen 

durante algunas etapas del proceso fermentativo, pero puede haber excepciones 

principalmente cuando no son respetados los plazos de seguridad. Algunos 

estudios han comprobado la influencia en la composición aromática del vino 

(Oliva y col. 2008) por lo que hay que tratar de evitar las posibles incidencias 

que pueden ocurrir con su presencia evitando y/o reduciendo la cantidad de 

residuos todo lo posible. Para obtener un mosto limpio hay que recurrir a las 

buenas prácticas enológicas, pies de cubas correctos, decantación estática (con 

o sin clarificantes, p.ej. bentonita) y dinámica (centrifugación y filtración), 

desfangando con algún coadyuvante (p.ej. gelatina o gel de sílice) o la adición 

de levaduras frescas. Después de estas operaciones se observa una disminución 

de los residuos de plaguicida del mosto (Cabras y col. 1995, 1997, 1998, 2000a; 

Navarro y col. 1999; Fernández y col. 2005), probablemente debido a factores 

químicos, físico-químicos y metabólicos tales como la hidrólisis, la capacidad de 

sorción de las sustancias clarificantes y la acción de las propias levaduras. Los 

conocimientos actuales sobre los residuos permiten evaluar los efectos de 

diferentes técnicas de vinificación, sin olvidar el importante papel que tiene la 

técnica vitícola para reducir los residuos en origen, teniendo en cuenta los 

modos y épocas de tratamiento (BPA). 

Algunos pesticidas como es el caso de la ftalimidas, captan y flopet producen 

retrasos fermentativos y/u otras alteraciones. A partir de una concentración en 

el mosto de 1 mg L-1, interfieren significativamente en la fermentación, 

aumentando esta interferencia a medida que aumenta la concentración del 

fungicida. La diclofluanida interfiere a partir de 0.3 mg L-1de concentración en el 

mosto. Por eso para las formulaciones a base de estos fungicidas se recomienda 

emplearlas sólo hasta el envero en viñedo para vinificación. No obstante, 

aparece descrito en la bibliografía que la presencia de algunos de estos 

compuestos puede estimular a las levaduras, en particular a la Kloeckera 

apiculata (Cabras y col. 1999). Es también posible la influencia de los fungicidas 

sobre la fermentación maloláctica, reduciendo poblaciones bacterianas y un 

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

plaguicidas en Enología podemos encontrar: 

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

b) efecto sobre la cinética de la fermentación alcohólica 

c) efecto indirecto sobre la composición del vino 

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

4.3.3 Toxicidad para el consumidor 

Ya se ha hablado anteriormente de los aspectos toxicológicos de los 

plaguicidas. Este es el aspecto que tiene un mayor interés para el público en 

general, aunque por el momento sólo en algunos países como Canadá, EEUU, 

Suiza, Italia y Japón, se han establecido LMRs específicamente para vinos. Es 

decir, que la uva destinada a vinificación legalmente ha de tener un contenido 

en residuos que no supere el LMR de uva en general, independientemente de las 

modificaciones que sufran esos residuos durante el proceso de transformación. 

Para algunos pocos plaguicidas se han fijado LMRs distintos en uva según su 

destino sea mesa o vinificación.  

Como se ha comentado en el apartado anterior dedicado a la influencia en la 

fermentación, es cierto que durante el proceso de vinificación tienen lugar 

disminuciones importantes en el contenido de residuos de muchos plaguicidas 

tanto en el mosto como en el vino elaborado. Estas disminuciones son variables 

según el tipo de plaguicida o materia activa del plaguicida y de los 

“acompañantes”, y las características del proceso de vinificación. En primer 

lugar, en el prensado, estrujado o extracción del mosto según la solubilidad en 

agua del plaguicida, mostrará mayor afinidad por la fase líquida o por la fase 

sólida. Así los productos solubles en agua como los benzimidazoles, los residuos 

pasarán en grandes cantidades, mientras que las dicarboximidas, menos 

solubles, pasarán muy parcialmente y menos aún los poco solubles como el 

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

suspensión.  

4.4.4 Recomendaciones 

Para evitar problemas de residuos hay que utilizar adecuadamente los 

plaguicidas en el viñedo, lo que significa: 

 Emplear sólo los productos autorizados. 

 No superar las dosis homologadas. 

 Respetar escrupulosamente el plazo de seguridad entre tratamiento y 

recolección. 

Estos datos han de constar obligatoriamente en la etiqueta del producto. En 

el caso de exportaciones, hay que en cuenta la normativa en el país de destino. 

Pudiera ocurrir que el país en cuestión no tuviera LMR para determinado 

plaguicida o lo tuviera muy bajo (inferior al español), entonces pueden 

presentarse problemas si se trata con ese plaguicida, lo que obligaría o bien a 

cambiar de plaguicida o a modificar el plazo real de seguridad considerando su 

curva de disipación. 

Si se trata de países de la Unión Europea y el plaguicida en cuestión tiene el 

LMR armonizado para la vid pueden utilizarse en las mismas condiciones que 

figuran en la etiqueta española. Pero en el caso de que se trate de terceros 

países. O incluso países europeos, cuyo LMR sea menor que el español (o 

carezcan de LMR) es cuando hay que recurrir a las modificaciones citadas: 

mayor período de espera entre tratamiento y recolección o sustitución por otro 

plaguicida menos problemático. 

Si se tienen en cuenta todas estas consideraciones creemos que los 

problemas de residuos de plaguicidas, tanto en uva de mesa, como de 

vinificación, pueden reducirse al mínimo. 
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5. PRODUCCIÓN INTEGRADA 

La administración, dentro de las normativas de calidad, ha desarrollado un 

instrumento en apoyo a la comercialización de los productos que satisfagan la 

demanda marcada por los mercados más exigentes, que cuenta ya con un 

significativo reconocimiento por parte de los grandes importadores en el marco 

de la Unión Europea; se trata de la marca de garantía conocida como 

Producción Integrada. En España son ya casi 50000 hectáreas las que 

contemplan este sistema de producción, con seis comunidades autónomas al 

frente (Andalucía, Aragón, Baleares, Cataluña, Murcia y Valencia) y una 

legislación adaptada a las necesidades culturales de cada una de ellas. Dicha 

legislación está regulada a través de los decretos y las órdenes 

correspondientes, que establecen un reglamento genérico autonómico y tantos 

reglamentos como cultivos sobresalientes en el área en cuestión.  

La OILB (Organización Internacional de Lucha Biológica e Integrada) define la 

producción integrada como el “sistema de producción sostenible de alimentos de 

alta calidad mediante métodos respetuosos con el medio ambiente y 

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

Se puede definir la producción integrada de forma más amplia como un 

sistema de producción rentable de alimentos, que tiene en cuenta todos los 

factores productivos y que da prioridad a los métodos que respetan a la salud 

humana y el medio ambiente, con el objetivo de obtener productos de alta 

calidad, minimizar el uso de productos agroquímicos y disminuir los residuos. A 

diferencia de la producción ecológica, la producción integrada permite el uso de 

productos fitosanitarios de síntesis, pero de manera restringida y como la última 

solución. La producción integrada pretende utilizar los conocimientos y los 

métodos de la buena práctica agrícola, que junto con una planificación correcta y 

el desarrollo de las técnicas del manejo integrado de plagas, permita cumplir sus 

objetivos, que se pueden concretar en: 

● Obtener productos de alta calidad 
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● Proteger la salud del consumidor y del productor 

● Respetar el medio ambiente 

● Respetar el ecosistema (fauna y flora) 

● Minimizar el uso de fitosanitarios y abonos 

● Conservar el medio rural y el paisaje, y asegurar la viabilidad económica 

Para conseguir estos objetivos se elabora una norma técnica a cumplir, 

específica para cada cultivo, por tanto, se requiere un compromiso del agricultor 

con sus objetivos y una formación técnica adecuada. Estas normas definen unas 

bases técnicas y desarrollan obligaciones, recomendaciones y también 

prohibiciones en aspectos concretos como: biodiversidad, material vegetal, 

suelos, características de la plantación, manejo de la plantación, fertilización, 

manejo de la cubierta vegetal del suelo, riego, control de plagas y 

enfermedades, normas para el uso de la maquinaria de tratamientos, cuaderno 

de explotación y gestión de los envases de productos fitosanitarios. Además, en 

el caso del cultivo de la viña, hay un apartado específico para la vendimia. Todo 

esto pretende ofrecer las mejores condiciones para conseguir la máxima 

sostenibilidad del proceso productivo y la máxima calidad.  

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

siguientes objetivos: 

● Promover una viticultura respetuosa con el medio ambiente que sea 

económicamente viable y que contemple las múltiples funciones de la agricultura 

en sus aspectos sociales culturales y recreativos. 

● Asegurar la producción sostenible de uvas sanas de alta calidad y un contenido 

mínimo de residuos de plaguicidas. 

● Proteger la salud de los viticultores durante la manipulación de los 

agroquímicos. 
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● Crear y mantener una gran diversidad biológica en el ecosistema del viñedo y 

sus alrededores. 

● Dar prioridad a la utilización de los mecanismos de regulación naturales. 

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

● Minimizar la contaminación de las aguas, el suelo y el aire. 

Se debe seleccionar el plaguicida menos peligroso para humanos, ganado y el 

medio ambiente que proporcione un control efectivo de la plaga, el patógeno o 

la mala hierba. 

Se establece una clasificación de los plaguicidas en base a los siguientes 

criterios: 

● Toxicidad para los humanos. 

● Toxicidad para los enemigos naturales clave. 

● Toxicidad para otros enemigos naturales. 

● Contaminación de las aguas superficiales y subterráneas. 

● Capacidad de estimulación de las plagas. 

● Selectividad. 

● Persistencia. 

● Falta de información completa sobre el plaguicida. 

Según esto los plaguicidas se clasifican en las categorías “permitidos”, 

“permitidos con restricciones” y “no permitidos”. 

España y, en particular, Andalucía, han sido pioneras en el desarrollo de 

estos programas, a partir de 1979 con la creación de las ATRIAS (Agrupaciones 

para el Tratamiento Integrado en Agricultura) en el cultivo del algodón, 

extendido posteriormente a otros cultivos (viña, olivar, frutales, hortícolas, etc.) 

En La Rioja desde finales de 2001 está regulada la Producción Integrada 
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mediante el Decreto 53/2001. La Rioja pretende potenciar una agricultura de 

calidad mediante la identificación de sus producciones en el mercado. A la 

agricultura ecológica y a la marca de garantía RC (Rioja Calidad) se suma ahora 

la Producción Integrada. 

La Producción Integrada en el vino consiste en que la totalidad del proceso de 

producción tanto vitícola como enológico se realiza bajo conceptos ecológicos 

pero sin excluir la utilización de productos agroquímicos, los cuales son 

empleados racionalmente con el fin de obtener un producto sano a través de un 

proceso productivo que no afecte negativamente al medio ambiente (suelo, aire 

y agua) y la diversidad biológica. En España el viñedo se encuentra implantado, 

en algunas zonas, con carácter de monocultivo, en la que constituye su fuente 

de recursos económicos más importante, puede estimarse en más de 1200 

millones de euros el valor medio anual de la uva para vinificación. La superficie 

de viñedo cultivada es alrededor de 1200000 hectáreas, de las cuales 1158000 

hectáreas son de uva para vinificación, 38000 hectáreas para uva de mesa y 

4000 hectáreas para uva de pasificación. Esto supone el 33.02 % de la 

superficie vitícola de la Unión Europea (3345000 hectáreas) y el 15.54 % de la 

superficie mundial. Sin embargo, con respecto a la producción europea de vino, 

solamente es el 16.64 % y respecto a la producción mundial el 10.74 %. En los 

últimos años, España ha pasado de una situación expedientaría, a una de 

relativo equilibrio entre producción y necesidades, debido fundamentalmente a 

la política de la Unión Europea y a la mejora cualitativa del viñedo, 

abandonándose la idea de una gran producción frente a una significativa mejora 

de las cualidades del vino. Es destacable la evolución del consumo de vino a 

nivel mundial. Se puede decir que se ha reducido el consumo de vinos corrientes 

y se ha incrementado el de vinos de calidad y ante una variada oferta de vinos, 

el consumidor opta por considerar atributos diferentes al exclusivo de la calidad 

organoléptica y contempla otros como la seguridad sanitaria o la elaboración 

respetuosa con el medio ambiente entre otros.  

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

parásitos, sino que se debe tener una idea de conjunto de la protección 
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fitosanitaria de cada viñedo y ésta, además, entenderla incluida dentro del más 

amplio marco de una concepción global del cultivo, teniendo presentes sus 

intereses económicos y ecológicos. 

La expresión “lucha integrada” es traducción de la inglesa “integrated 

control”, que fue puesta en circulación con agrónomos y biólogos europeos y 

norteamericanos en la década de los años 50 para expresar la integración de la 

lucha química y de la lucha biológica. 

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

integrado de plagas “ (“integrated pest management”) y “protección integrada 

de plantas” (“integrated plant protection”) son expresiones que reflejan el 

cambio de matiz conceptual operado desde “lucha” hasta “manejo de plagas” o 

“protección de plantas”. 

El concepto de “lucha integrada” ha ido evolucionando y desde la definición 

de la FAO en 1967 como “sistema de protección contra los enemigos de los 

cultivos que, teniendo en cuenta el medio particular y la dinámica de las 

poblaciones consideradas, utiliza todas las técnicas y medios apropiados, de 

forma tan compatible como sea posible, con el objeto de mantener las 

poblaciones de plagas a niveles tales que sus perjuicios sean económicamente 

tolerables” ha sido sustituida (OILB/SROP, 1977) por la que se entiende como 

“un proceso de lucha contra organismos nocivos utilizando un conjunto de 

métodos que satisfagan las exigencias económicas, ecológicas y toxicológicas, 

dando un carácter prioritario a las acciones que fomentan la limitación natural 

de los enemigos de los cultivos y respetando los umbrales económicos del 

tratamiento”. 

La Directiva 91/414/CE la define como “la aplicación racional de un conjunto 

de medidas biológicas, biotecnológicas, químicas, de cultivo o de selección de 

vegetales de modo que la utilización de productos fitosanitarios químicos se 

limite al mínimo necesario para mantener la población de la plaga en niveles 
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inferiores a los que producirían daños o pérdidas inaceptables desde el punto de 

vista económico”. 

Como puede verse, la “protección integrada” se fundamenta en el 

conocimiento del medio ambiente y de la dinámica de las poblaciones de la 

biocenosis agraria, en la consideración del nivel o umbral económico de 

tratamiento y en la posibilidad de utilización de todas las técnicas y métodos 

apropiados para reducir las poblaciones de las plagas. Es la concepción 

actualmente más avanzada de protección fitosanitaria. Antes de llegar a ella se 

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

● Lucha química indiscriminada, basada en un calendario de tratamientos, 

impuesto por la costumbre. 

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

● Lucha dirigida o razonada, con la introducción de umbrales de tolerancia 

económica y elección de plaguicidas según su repercusión ecológica.  

● Protección Integrada, con el uso de todos los medios disponibles y limitación 

máxima e la lucha química.  

La protección integrada ha surgido como respuesta al incremento de los 

tratamientos químicos y a la necesidad de limitar los efectos indeseables que 

conlleva el empleo de los plaguicidas, como pueden ser la aparición de nuevos 

parásitos (p.ej. en viña, los ácaros tetraníquidos), la intensificación del ataque 

de plagas ya existentes al actuar sobre los enemigos naturales, aparición de 

resistencias, aumento de los costes de la lucha química, y problemas de 

residuos de plaguicidas.  

La protección integrada no desprecia la lucha química que, en el viñedo, 

actualmente es imprescindible, sino que limita su aplicación en los casos en que 

realmente es necesaria. 
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Antes de realizar la plantación debe comprobarse que las condiciones del 

medio son adecuadas para la plantación prevista y elegir tanto la variedad como 

el patrón procurando que su sensibilidad a los problemas fitosanitarios de la 

zona sea la menor posible. Se debe realizar una estimación del riesgo mediante 

un adecuado muestreo de las poblaciones de interés, así como determinar el 

umbral económico del tratamiento. A continuación se deben elegir los medios de 

protección adecuados: biológicos, culturales, genéticos, biotécnicos y químicos 

(estos últimos aplicados según los principios y recomendaciones mencionados).  

Los productos fitosanitarios son recomendados por el Grupo de Trabajo de los 

Problemas Fitosanitarios de la Vid, que considera su toxicología, eficacia, efectos 

secundarios y residuos en uva. Sin embargo, la regulación normativa de su 

empleo en Producción Integrada corresponde a las autoridades competentes de 

cada Comunidad Autónoma. 

6. ANÁLISIS DE PRODUCTOS FITOSANITARIOS EN MUESTRAS 

AGROALIMENTARIAS 

Disponer de la metodología analítica que permita la determinación de 

productos fitosanitarios es fundamental para obtener información necesaria 

sobre el nivel de residuos. Dado que las concentraciones en vinos son 

normalmente bajas, es necesario desarrollar métodos analíticos sensibles, 

seguros y precisos. 

La introducción de nuevos plaguicidas, el incremento de su uso y la necesidad 

de controlar los residuos de estos compuestos han favorecido la mejora y la 

constante evolución de las metodologías analíticas utilizadas en su análisis. Los 

requerimientos crecientes de disminución de tiempo, costes y seguridad en las 

determinaciones conducen a la evolución de los métodos analíticos. 

Los métodos analíticos aplicados a las determinaciones de los productos 

fitosanitarios en muestras enológicas (uvas, mostos y vinos) conllevan un primer 

proceso de tratamiento de muestra con una extracción de los compuestos de la 
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matriz y una purificación del extracto para posteriormente realizar la 

determinación de los mismos mediante diferentes técnicas, preferentemente 

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

6.1. Extracción 

El método de extracción utilizado ha de ser el adecuado para la 

determinación conjunta de compuestos de variada polaridad en un rango de 

muestras cuyo contendido en agua, azúcares, grasas y otras sustancias es 

variable. Los métodos más utilizados, extracción en fase líquida, extracción en 

fase sólida y extracción con fluidos supercríticos, se explican a continuación. 

6.1.1 Extracción en fase líquida 

La extracción en fase líquida supone la transferencia de los analitos a 

determinar desde la matriz líquida o sólida a un disolvente orgánico de 

determinada polaridad, cuya elección influye en la eficiencia de la extracción. El 

modo por el cual se realiza la extracción también es importante, ya se trate de 

extracción por agitación mecánica, extracción tipo soxhlet, sistemas de 

temperatura y presión (extracción con disolventes presurizados –ASE- o con 

microondas) o desintegración de la muestra utilizando homogeneizadores de alta 

velocidad. En muchos casos, la simple agitación mecánica de la muestra en 

presencia del disolvente puede conducir a buenos resultados de extracción. Sin 

embargo, cuando se trata de extraer plaguicidas de tipo sistémico en matrices 

sólidas, es necesario recurrir a métodos más complejos. 

Los disolventes que más se han empleado en el análisis de plaguicidas en 

muestras vegetales y otros alimentos han sido acetonitrilo, acetona y acetato de 

etilo. La ventaja de los dos primeros es su solubilidad en agua, por lo que el 

agente de extracción resulta en la mezcla de disolvente con el agua procedente 

de la muestra. Debido a su elevada polaridad, gran parte de la materia grasa 

permanece en la muestra sin extraer. Ambos disolventes presentan el problema 

de la dificultad de su eliminación, los extractos no pueden ser evaporados a 

sequedad directamente debido a su contenido acuoso, ya que algunos pesticidas 

podrían ser eliminados conjuntamente con el agua. Es por ello por lo que se 
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realiza un paso intermedio de partición líquido-líquido que, a la vez que permite 

la transferencia de los plaguicidas a un disolvente o mezcla de disolventes de 

bajo punto de ebullición inmiscible con el agua, realiza una purificación de 

determinados extractos. Para el análisis en uvas se han utilizado además de 

estos disolventes, otros como hexano, diclorometano y mezclas acetona / 

diclorometano (1:1) (Sala et al. 1997; Cabras et al. 2000b; Angioni et al. 2005; 

de Melo et al. 2006; Likas et al. 2007). 

El método de extracción con acetonitrilo fue introducido por Mills y 

colaboradores en 1963 (Mills y col. 1963) y ha sido empleado con algunas 

modificaciones para la determinación de N-metil carbamatos, organoclorados y 

organofosforados (Hsu y col. 1991; Lagana y col. 1997); la separación de las 

fases acuosa y orgánica se consigue en estos casos por medio de la adición de 

NaCl o de tampón fosfato saturado con NaCl o mediante un paso intermedio de 

partición líquido-líquido en hexano previo a la purificación (Papadapoulou-

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

La acetona es más económica que el acetonitrilo, pero a la vez presenta más 

cantidad de especies coextraídas. El empleo de este disolvente y su aplicación 

en métodos multiresiduo fue propuesto por Luke y colaboradores en 1981 (Luke 

y col. 1981). Estos autores realizaban el paso de partición con una mezcla de 

éter de petróleo / diclorometano (1:1), una mezcla que proporciona las ventajas 

de ambos disolventes: el éter de petróleo es excelente para realizar una 

purificación previa del extracto en el análisis de plaguicidas no polares, ya que 

sólo los compuestos coextraídos de baja polaridad son transferidos al mismo 

junto con los pesticidas; el diclorometano es menos efectivo para la purificación 

pero permite el incremento en la recuperación de compuestos de polaridad más 

elevada que el éter de petróleo. El método de extracción de Luke es hoy en día 

uno de los métodos más utilizados. Para facilitar una buena mezcla de la 

muestra con los disolventes, se emplea un homogeneizador como polytron o 

ultraturrax. En ocasiones se sustituye el paso de la partición por una purificación 

en fase sólida (Fernández González y col. 2003; Rial Otero y col. 2003; Teixieira 

y col. 2004), o mejoran dicho paso mediante la adición de sales (Lee y Kwon 

1999) o utilizando otros disolventes (Sannino y col. 1999). 
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Otro disolvente muy utilizado es el acetato de etilo, cuya principal ventaja es 

la de permitir eliminar el paso intermedio de partición, debido a su baja 

solubilidad en agua, de manera que la extracción se realiza de manera 

extremedamente rápida. Por otra parte. El empleo de este disolvente con la 

adición de sulfato de sodio anhidro (Leary 1971) a la muestra antes de la 

extracción permite mejorar las recuperaciones para plaguicidas polares. Como 

desventaja principal es el gran número de compuestos coextraídos para 

determinadas matrices (Lagana y col. 1997). El empleo de acetato de etilo como 

disolvente de extracción ha sustituido en muchos laboratorios de control de 

residuos al uso de acetona. 

Para el análisis de plaguicidas en determinadas matrices sólidas y vegetales 

se utilizan también técnicas exhaustivas de extracción debido a las 

características de la muestra. Los sistemas de extracción clásicos que han sido 

más empleados son sohxlet y ultrasonidos (Greenberg 1981; Pérez Clavijo y col. 

1996; Granby y col. 2004). 

Recientemente se ha introducido una nueva técnica de extracción con 

líquidos denominada Accelerated Solven Extraction (ASE) o Extracción con 

Disolventes Presurizados, cuyo fundamento es similar a un soxhlet, empleando 

los disolventes líquidos convencionales a presiones y temperaturas elevadas, 

1500-2000 psi y 50-200 ºC, respectivamente, para la extracción de plaguicidas 

en muestras sólidas de forma rápida y empleando menos cantidad de disolvente 

que en los métodos convencionales. En esta técnica, una cantidad de muestra 

del orden de 10 g se introduce en un recipiente de acero inoxidable junto con el 

disolvente, donde se le somete a un aumento de presión  y temperatura durante 

un periodo de tiempo de 5 a 10 minutos. El aumento de presión y temperatura 

facilita la desorción del analito desde la matriz sólida al líquido de extracción. La 

principal desventaja es el requerimiento de un sistema especial que permita la 

presurización y el calentamiento, así como el control de ambos parámetros en el 

compartimento de la muestra. Una de las pricipales aplicaciones del sitema ASE 

ha sido en al análisis de plaguicidas en suelos y sedimentos (Berglof y col. 

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

y col. 2008). 

Otro sistema de extracción intensa es la extracción asistida por microondas 

(MAE). La aplicación de la radiación microondas para favorecer la extracción de 

compuestos orgánicos en diferentes matrices se viene empleando hace tiempo. 

Los principales factores que afectan a la extracción son temperatura, tiempo de 

extracción, cantidad de muestra y naturaleza y volumen del disolvente de 

extracción. Un aspecto importante es la realización de la extracción en sistemas 

abiertos o cerrados y se ha observado la eliminación del agua en sistemas 

abiertos por destilación, lo que hace más idóneo el sistema abierto para matrices 

con alto contenido en agua (Weichbrodt y col. 2000). Al igual que la técnica 

ASE, ha sido aplicada principalmente a suelos y sedimentos (Fuentes y col 2007; 

Wang y col 2007), pero también se ha utilizado en frutas y vegetales (Zheng 

2004; Bouaid y col 2000). 

 El método de tratamiento más comúnmente utilizado para muestras líquidas 

es la extracción líquido-líquido (ELL) con disolventes orgánicos. Acetonitrilo, 

hexano, diclorometano, acetona o acetato de etilo son los más utilizados (Cabras 

y col. 1997; Oliva y col., 1999; Rial Otero y col. 2003; De Melo Abreu y col. 

2005; Vaquero-Fernández y col. 2008). Los extractos se secan con sulfato 

sódico anhidro para eliminar los restos de agua. El proceso puede continuar con 

una concentración del extracto por evaporación del disolvente, que se suele 

realizar en rotavapor o en corriente de nitrógeno. 

 Para conseguir que el proceso sea satisfactorio, además de la selección 

adecuada de las condiciones técnicas de operación, la composición de las fases 

utilizadas desempeña un papel decisivo. Aunque se pueden emplear 

combinaciones de dos disolventes orgánicos inmiscibles, generalmente una fase 

es orgánica (la que permite la separación de los compuestos) y otra acuosa 

(suele ser la que inicialmente contiene las mezclas de compuestos a separar). 

Una vez realizada la extracción, el extracto es el que se utiliza en la 

determinación. La ELL en discontinuo (ELLd), consiste en un único equilibrio 

entre ambas fases. Los resultados obtenidos con esta técnica pueden mejorarse 
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modificando la relación de volúmenes, ya que esta variable actúa como factor 

multiplicativo de la relación de distribución. 

La extracción está regida por la ley de distribución, propuesta por Berthelot y 

Jungfleisch y desarrollada por Nerst, la cual establece que en el equilibrio, la 

relación de solutos entre dos fases inmiscibles es constante, siempre que dicho 

soluto se encuentre en la misma forma en ambas fases (Cela y col.  2002). 

Considerando el equilibrio: 

)o()a( AA   

donde A es el soluto distribuido entre la fase acuosa (a) y la orgánica (o), la 

constante que define este equilibrio se denomina constante de partición (o de 

reparto), Kd, y su expresión es: 

aA

oA
d )a(

)a(
K   

siendo aA la actividad del soluto en cada fase (que se relaciona directamente con 

la concentración, a través de los coeficientes de actividad). Para disoluciones 

diluidas, actividad y concentración coinciden. La constante es proporcional a la 

solubilidad relativa del soluto en ambas fases. La proporción de soluto extraído, 

depende no sólo de la constante de distribución, sino también de la relación de 

volúmenes de fase orgánica y acuosa. 

Para realizar la extracción en discontinuo se utiliza un embudo de 

decantación, que es un recipiente, generalmente de vidrio, en forma de pera o 

cilíndrico. Se cierra al exterior con un tapón de vidrio o teflón situado en la parte 

superior y con una llave en la parte inferior. Su volumen debe ser dos o tres 

veces superior a la suma de los volúmenes de ambas fases, para que se pueda 

agitar adecuadamente el sistema. El tiempo que debe durar la agitación, es otro 

de los parámetros a optimizar en cada caso concreto, ya que depende del 

tiempo que tarda el sistema en alcanzar el equilibrio de distribución. El tiempo 

suele oscilar entre 30 segundos y 30 minutos. Si uno de los disolventes es muy 

volátil es necesario, durante la agitación, dejar escapar el exceso de presión 

invirtiendo el embudo y abriendo la llave. Cuando se alcanza el equilibrio, el 

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

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

Además de la extracción simple, también se utiliza la extracción por etapas, 

que consiste en realizar de modo secuencial un número determinado de 

extracciones simples retirando después de cada equilibrio la fase orgánica y 

poniendo en contacto la fase acuosa con un volumen nuevo de fase orgánica. 

Cuanto mayor es el valor de la constante de partición menor será el número de 

extracciones necesarias para conseguir la transferencia de los compuestos a la 

fase orgánica. 

Esta metodología presenta las desventajas de emplear elevadas cantidades 

de disolvente, además de ser difícilmente automatizables. Otra desventaja es la 

del proceso de concentración para conseguir la sensibilidad requerida, que se 

puede evitar con la microextracción líquido-líquido. Esta técnica consiste en 

el empleo  de bajos volúmenes  de disolvente orgánico (del orden de microlitros) 

frente a la extracción líquido-líquido convencional. Para facilitar el paso de los 

analitos  a la fase orgánica, la muestra acuosa se satura con sales, como puede 

ser el sulfato de sodio y fosfato amónico en determinada proporción (Sanz-

Asensio y col. 1995). La elección del disolvente de extracción es importante, se 

han empleado disolventes como kaltron (1,1,2- triclorotrifluoroetano) o 

diclorometano, obteniéndose para algunos analitos bajos rendimientos de 

extracción, aunque estos se ven compensados sin embargo por la 

reproducibilidad del método y lo elevados factores de preconcentración que se 

obtienen. El empleo de disolventes de mayor polaridad o de mezclas da lugar a 

mejoras en la extracción de determinados analitos, como es el caso de mezclas 

de acetona / diclorometano  o metil terbutil éter (Oliva y col. 2000; Forcada y 

col. 2000). Por otra parte el procedimiento global de extracción y análisis se 

realiza en un solo paso, de manera totalmente automatizada, otra ventaja frente 

a la extracción líquido-líquido convencional. 

Una técnica de reciente desarrollo es la microextracción en una sola gota o 

“single drop microextraction” (SDME). Los analitos son extraídos por una 

gota de disolvente orgánico inmiscible con agua (1-3 µL) suspendida en la punta 
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de la aguja de una microjeringa dentro de la disolución. El proceso es asistido 

por agitación. Después de un tiempo, la gota se introduce en la jeringa para ser 

inyectada directamente en un sistema cromatográfico.  

La SDME es un procedimiento muy atractivo porque es rápido (no necesita un 

preparación de muestra), económico, utiliza muy poco disolvente, no requiere 

un equipamiento sofisticado y elimina la posibilidad de contaminación entre 

muestras puesto que se utiliza una gota nueva fresca para cada extracción o 

muestra. Además, se consigue una alta concentración de los analitos al utilizar 

pequeñas cantidades de disolvente de extracción. Otras de las ventajas de esta 

técnica (frente a otras muy utilizadas como la microextracción en fase sólida o 

SPME)  son la variedad de disolventes que se pueden utilizar, la posibilidad de 

utilizar distintas fases de extracción muy selectivas al combinar diferentes 

disolventes y la facilidad de cuantificar al introducir un patrón o estándar interno 

dentro de la propia gota (Romero y col. 2007). También es posible la 

introducción de un agente derivatizante en la gota. Está claro que la principal 

variable que se requiere optimizar en esta técnica es el tipo de disolvente. Otros 

parámetros a optimizar son el tiempo de extracción, la velocidad de agitación, el 

volumen de la gota, la posición de la gota, el volumen de muestra, la 

temperatura de extracción o la adición de sales. La SDME también puede 

funcionar en modalidad de espacio de cabeza (head space) o HS-SDME, en el 

caso de extracción de compuestos volátiles, además del modo de inmersión 

directa anteriormente comentado (DI-SDME). Esta técnica se ha utilizado 

recientemente para el análisis de pesticidas organofosoforados en agua y frutas, 

en éstas con una previa trituración y filtración y suspendiendo la gota en el jugo 

obtenido (Xiao y col 2007). También se ha utilizado la SDME para el análisis de 

diferentes clases de pesticidas (Amvrazi y Tsiropoulos 2008) y pesticidas 

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

6.1.2 Extracción en fase sólida 

 La extracción en fase sólida (SPE) (Wong y col. 2003; Pang y col. 2006; 

Jiménez y col. 2007) y la microextracción en fase sólida (SPME) (Correia y col. 

2000; Zambonin y col. 2004; Ravelo Pérez y col. 2007) son técnicas de 
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extracción que están tomando importancia en los últimos años. Los actuales 

esfuerzos por reducir el uso de disolventes orgánicos han facilitado que la 

Extracción Líquido-Líquido se sustituya en muchos casos por la Extracción en 

Fase Sólida o SPE (Solid Phase Extraction). Además de esta ventaja, la SPE 

presenta otras respecto a la ELL (Fritz 1999): 

 Aumento del área de contacto entre fase y muestra lo que conlleva una 

mejor transferencia de materia. 

 Una separación más fácil y rápida. 

 Tienen lugar múltiples equilibrios. 

 Mayor especificidad. 

 Tiempos de análisis más cortos. 

 Mayor automatización del proceso 

 Posibilidad de trabajar on-line con técnicas cromatográficas 

La SPE se lleva a cabo pasando una disolución que contiene los analitos sobre 

una fase sólida que retiene específicamente a esos analitos. En la Tabla I-1 se 

recogen las diferentes fases sólidas que se clasifican atendiendo a diferentes 

características químicas: polar y no polar; ácida, neutra o básica; hidrófila o 

hidrófoba y con afinidad catiónica o afinidad aniónica.  

La fase sólida puede estar depositada en cartuchos, columna o discos de 

extracción. Los discos presentan una mayor superficie de adsorción que las 

columnas o los cartuchos pero no hay una tendencia especial al empleo de uno u 

otro soporte. 

El soporte de la fase sólida puede ser desde un disco de papel de filtro 

químicamente modificado de unos pocos centímetros de diámetro, hasta el 

relleno de una pequeña columna; con forma de cartucho tubular de la forma de 

una jeringuilla hipodérmica o de un pequeño embudo. Se necesitan superficies 

grandes para retener elevadas cantidades de analito, de manera que la cantidad 

de fase sólida para la extracción depende tanto del volumen de muestra como 

de la cantidad de analito presente. Si la cantidad de fase sólida es demasiado 

pequeña, parte de analito puede pasar sin ser retenido. Esto se denomina 

ruptura. 
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Tabla I-1: Fases sólidas para SPE 

Nombre Identidad Soporte Características 

Octadecil C18H37

 
Hidrófoba, no polar 

Octil C8H17
 

Hidrófoba 

Sílice Si Si

OH OH

O OO

 

Hidrófila, polar, neutra 

Florisil Silicato magnésico Hidrófila, polar, básica 

Alúmina A (ácida) 
Al Al

OH OH

O OO  

Hidrófila, polar, ácida, 

afinidad catiónica 

Alúmina N (neutra) 
Al Al

OH O

O OO  
Hidróflila, polar, neutra 

Alúmina B (básica) 
Al Al

O O

O OO  

Hidrófila, polar, afinidad 
catiónica 

Aminopropil C3H6NH2 
Hidrófila, polaridad moderada, 

afinidad catiónica, básica 

Cyanopropil C3H6CN Hidrófoba, casi no polar, neutra 

Diol 
CH2 CH2

OH OH

 

Hidrófoba, casi no polar, neutra 

Estireno 
divinilbenceno 

Polímero de estireno 
divinilbenceno 

Hidrófoba, neutra 

Afinidad aniónica CH2 CH2 N(CH3)3 Hidrófila, afinidad aniónica 
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El proceso de la SPE se puede dividir en cuatro etapas principales: 

acondicionamiento, retención de analitos, lavado y elución (Figura I-18): 

1. Acondicionamiento o activación. Antes de llevar a cabo la retención de 

los analitos, la fase sólida se debe preparar y hacer compatible con la 

matriz de la muestra. Sin este pretratamiento la muestra puede fluir por 

canales a través de la fase sin tener prácticamente contacto con ésta. El 

acondicionamiento de la fase sólida requiere la adición de uno o varios 

disolventes que promuevan un mejor contacto superficial entre ambas 

fases. Según la fase sólida a utilizar se requieren unos u otros 

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

2. Retención de analitos. Se adiciona la muestra pasando ésta a través del 

cartucho con ayuda de vacío. La velocidad o flujo de paso a través de la 

fase sólida debe ser lenta y constante para facilitar una retención 

óptima. El volumen máximo que se puede adicionar viene marcado para 

cada aplicación y condiciones de uso. El paso de la muestra se hace 

lentamente utilizando émbolos o sistemas de vacío que provocan una 

presión determinada. El flujo de paso de la muestra, puede afectar la 

retención de los compuestos. Generalmente, éste no suele exceder de 5 

mL min-1. 

 

Fase sólida

1.- Acondicionamiento 3.- Lavado 4.- Elución2.- Adición de muestra

Fase sólida

1.- Acondicionamiento 3.- Lavado 4.- Elución2.- Adición de muestra

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-18: Etapas de SPE 
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3. Lavado. Una buena elección del disolvente de lavado permite eliminar 

interferencias provenientes de la matriz retenidas en la fase junto con 

los analitos. Normalmente se usa agua con una pequeña proporción de 

disolvente orgánico (entre 5-20%) con el fin de poder eliminar todo tipo 

de interferencias, tanto orgánicas como inorgánicas, sin eluir 

parcialmente los analitos (de ahí que el contenido en disolvente orgánico 

no deba superar dicho porcentaje). 

4. Elución. Los analitos retenidos se eluyen, normalmente, con una 

pequeña cantidad de disolvente orgánico siendo éste más adecuado para 

medidas analíticas. Debido a que en las etapas anteriores se han pasado 

por el cartucho disoluciones acuosas, en la elución pueden coexistir dos 

fases, acuosa y orgánica. Por ello, antes de eluir los analitos, se suele 

proceder al secado de la fase sólida mediante vacío o corriente de 

nitrógeno con el fin de eliminar los posibles restos de agua presentes en 

el cartucho. Es importante elegir el eluyente adecuado ya que debe eluir 

los analitos completamente de la fase sólida usando el menor volumen 

posible (Fritz 1999). 

La fase sólida mas universal es octadecil o C18. Otras fases utilizadas con 

buenos resultados para el análisis de plaguicidas son carbón poroso (CARB GR), 

poliestireno-divinilbenceno (LiChrolut® EN) y polidivilbenceno-co-N-

vinilpirrolidona (Oasis®) (Jiménez y col. 2006; Molina Mayo y col. 200 7). Otras 

fases sólidas que han sido utilizadas en el tratamiento de muestras acuosas y 

que no están basadas en sílice, son las resines XAD (Louter y col. 1993). La 

retención de los analitos en los materiales de la SPE es debida, principalmente, a 

fuerzas de atracción de Van der Waals o fuerzas de dispersión. 

Los disolventes más utilizados como eluyentes para uvas, mosto y vino son 

acetato de etilo, hexano, diclorometano y acetona (Jiménez y col. 2001; Melo y 

col. 2004; Vigna y col. 2006; Jiménez y col. 2007).Con la SPE se han evitado 

problemas como la incompleta separación de fases y la utilización de material 

más frágil y caro, como en el caso de la ELL que está siendo desplazada, en la 

mayoría de los casos, por nuevas técnicas. 
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La extracción en fase sólida resulta eficiente para su aplicación en los 

métodos de determinación de un amplio rango de compuestos en matrices 

sólidas con un contenido en agua medio-alto. En estos métodos la muestra se 

mezcla con una fase y los residuos se extraen por elución con disolvente 

orgánico en una columna cromatográfica o jeringas de plástico. Es lo que se 

conoce como dispersión de matriz en fase sólida (Matrix Solid Phase 

Dispersión - MSPD (Torres y col., 1995; Kristenson y col. 2006; García-Reyes y 

col. 2007, Bin-Liu y col 2007). Las fases sólidas dispersantes más empleadas 

son octadecilsilano, mientras que los eluyentes que más se utilizan son acetato 

de etilo o diclorometano. Se suele depositar la mezcla de muestra y fase sobre 

un lecho de florisil para permitir la purificación del extracto simultáneamente al 

eluir con el disolvente (García López y col 2008). Se han estudiado las distintas 

fases dispersantes C18, C8, C2 y CN así como la mezcla con otras fases más 

polares (sílice, alúmina y florisil) para realizar una purificación de los extractos 

en extracción de plaguicidas en muestras vegetales (Torres y col. 1996), 

obteniendo los mejores rendimientos de extracción y una mayor pureza en los 

extractos con la mezcla de C18 y sílice. Anastassiades y col. (2003) desarrollaron 

una nueva técnica rápida y sensible para el análisis multiresiduo de plaguicidas 

en frutas vegetales basado en una extracción con acetonitrilo y sales (sulfato de 

magnesio), seguido de una dispersión con fase sólida  PSA (amina primaria 

secundaria) y GCB (carbón grafitizado). Es lo que se conoce como QuEChERS 

(“Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe). Las cantidades de muestra y 

fase se reducen hasta gramos (0.5 a 2 g) y de disolvente hasta unos poco 

mililitros (10 mL). Se han publicado muchos métodos modificados basado en el 

QuEChERS (García-Reyes y col. 2007; Payá y col. 2007; Lesueur y col. 2008). 

La microextracción en fase sólida (SPME) es una técnica de equilibrio que 

está basada en el reparto del analito entre la fase extractante, inmovilizada en 

una fibra de sílice fundida, y la matriz de la muestra. La desorción de los 

compuestos puede llevarse a cabo por efecto de la temperatura (desorción 

térmica) o por elución con disolventes (Pawliszyn y Arthur 1990). 
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Las principales ventajas de esta técnica son su simplicidad, “bajo coste”, 

eliminación de consumo de disolventes orgánicos (menor impacto ambiental y 

menor riesgo para el analista), mayor poder de automatización y rapidez en la 

extracción comparada con las técnicas anteriores  

En esta técnica, una pequeña proporción de fase de extracción dispersa en un 

soporte sólido se expone a la muestra por un periodo de tiempo definido, pasado 

el cual se produce un equilibrio entre las distintas fases. El número de fases que 

intervienen en el equilibrio son tres (matriz o muestra, fibra y fase gas) en el 

caso compuestos volátiles donde la fibra se expone en el espacio de cabeza (o 

head space), o dos si se trabaja en la modalidad de inmersión directa de la fibra 

en la disolución. Según los equilibrios de distribución del analito en  las tres 

fases y los balances de materia se llega a la siguiente ecuación: 

0
LG1F2

LF2
fibra C

VVKVK
VVK

n


  

donde nfibra es la cantidad de analito en la fibra, K1 y K2 son las constantes de 

equilibrio entre fase líquida y gas (en caso de head space) y la fibra y la fase 

líquida, VL y VF y VG son los volúmenes de la fase líquida , de la fibra y de la 

fase gaseosa; y C0 es la concentración inicial de analito en la matriz o muestra. 

La masa extraída en la fibra es proporcional a la concentración inicial del 

analito, cuando se mantienen constantes los volúmenes de las fases. Además, la 

posición de la fibra en el sistema no influye en la cantidad extraída en el 

equilibrio. Al aumentar el volumen de muestra, aumenta la cantidad de analito 

extraída hasta alcanzar un valor a partir del cual la cantidad extraída no 

depende del volumen de muestra. 

La SPME puede acoplarse a varios tipos de técnicas analíticas, CG y HPLC y 

se aplica a una variedad amplia de compuestos, tanto polares como no polares, 

en muestras gaseosas, líquidas o sólidas, especialmente para la extracción de 

compuestos orgánicos volátiles y semivolátiles. Sin embargo, el instrumento 

más utilizado con SPME es el cromatógrafo de gases, con el que se utilizan fibras 

comerciales. 
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La fibra propiamente dicha es una fase estacionaria de polímeros unida a una 

varilla adjunta, con una cubierta protectora. Ésta se inserta en una jeringa 

diseñada con un sistema de émbolo que le permite ser introducida y sacada, y 

que además es posible reutilizar y reemplazar. Hay varios tipos de fibras 

comerciales y su utilización depende del tipo de compuesto seleccionado. La 

afinidad de la fibra por el analito en estudio es función de la polaridad de ambos. 

En general, los compuestos volátiles requieren un polímero más denso que otros 

compuestos menos volátiles. Con estos polímeros más densos, el proceso es de 

adsorción, ya que los analitos quedan en la capa superficial del polímero. 

Además, las fibras con rellenos más densos requieren más tiempo para alcanzar 

el equilibrio de extracción, pero tienen mayor sensibilidad. En el caso de que el 

polímero sea menos denso, los analitos penetran también en los poros de éste, 

produciéndose un proceso de adsorción y absorción simultáneamente. Por este 

motivo, es habitual encontrar en la bibliografía ambos términos. 

Las fibras están compuestas de diversas sustancias orgánicas, principalmente 

polímeros, y antes de utilizarlas debemos “acondicionarlas” para retirar todo tipo 

de contaminantes. Para ello, se introducen en el inyector el tiempo que 

determine el fabricante y a la temperatura señalada por éste, de forma que se 

eliminen los residuos que puedan estar adheridos a la fibra. 

Sin embargo, las fibras tienen el inconveniente de ser frágiles y se rompen 

fácilmente, incluso pueden estropearse o dañarse con la inserción y agitación. 

Además, compuestos de elevado peso molecular, como son las proteínas, se 

pueden adsorber irreversiblemente, cambiando así las propiedades de la fase 

estacionaria, volviéndola inutilizable. La vida media de la fibra es 

aproximadamente de 100 extracciones, dependiendo de la matriz y del tipo de 

extracción utilizado, ya sea por espacio de cabeza o por inyección directa, en la 

que la fibra dura para un menor numero de extracciones. 

La fase estacionaria actúa de esponja concentrando los analitos orgánicos de 

la matriz en su superficie durante la adsorción y los cuales posteriormente serán 

desorbidos para ser analizados (Figura I-19). La muestra se coloca en un vial, el 

cual está tapado con un séptum. Cuando la jeringa de SPME perfora el séptum y 
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la fibra entra en el vial es cuando se establece el equilibrio entre las distintas 

fases (matriz, fase gaseosa y fibra), una vez adsorbidos los analitos en la fase 

de la fibra, ésta se extrae y se lleva al inyector del cromatógrafo donde una vez 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-19: Diagrama de SPME (tomada de www.labhut.com) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-20: Procesos de absorción y desorción en HS-SPME (tomada de 

www.brechbuehler.com) 
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La temperatura de desorción es aproximadamente igual al punto de ebullición 

del compuesto menos volátil, y el tiempo de desorción depende de la 

temperatura del inyector y de la proporción de flujo del gas portador alrededor 

de la fibra. La fibra se inserta en el inyector del cromatógrafo de gases y los 

analitos son volatilizados y transportados a la columna cromatográfica. 

Tal y como se ha comentado anteriormente existen dos modos principales de 

emplear la fibra: espacio de cabeza (HS-SPME) e inmersión directa (DI-SPME). 

En espacio de cabeza la fibra no entra en contacto con la disolución (Figura I-

21A), sólo se expone a la fase de vapor o gaseosa de la muestra y en la 

inmersión directa, la fibra se introduce directamente en la disolución (Figura I-

21B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-21: Modos de SPME: A) Inmersión directa B) Espacio de 

cabeza(tomada de www.brechbuehler.com) 

La eficacia de cada una de estas técnicas depende de las propiedades de los 

analitos y de la matriz de la muestra. En general DI-SPME es más sensible que 

HS-SPME pero para los analitos más volátiles se utiliza HS-SPME ya que de lo 

contrario, los compuestos no volátiles se concentran en la fibra y reducen su 

vida media así como la reproducibilidad de la extracción 

Esta técnica de reciente utilización está dando buenos resultados en el 

análisis de plaguicidas en matriz acuosa. La extracción de fungicidas en mosto y/ 
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o vino se realiza de forma directa por inmersión de la fibra en la matriz puesto 

que los compuestos a extraer poseen volatilidad media o baja. El proceso está 

asistido por agitación para favorecer el equilibrio de los analitos desde la 

disolución a la fase de la fibra. Los tipos de fibras para la extracción de 

plaguicidas en mosto y vino que más se utilizan son polidimetilsiloxano (PDMS) 

(Correia y col. 2001), polidimetilsiloxano-divinilbenceno (PDMS-DVB) (Millán y 

col. 2003) y poliacrilato (PA) (Zambonin y col. 2004). 

Recientemente un nuevo método de extracción en fase sólida, ha sido 

introducido en el análisis de compuestos orgánicos en matrices agroalimentarias. 

La técnica se conoce como extracción por absorción sobre barra agitadora o 

"stir bar sorptive extraction" (SBSE). Utilizando una varilla de agitación 

recubierta con una fase de silicona, los compuestos orgánicos pueden ser 

extraídos de muestras acuosas.  

Su aplicación es muy sencilla, pues basta con introducir la barrita en la 

matriz que se desee analizar para que los compuestos sean retenidos por el 

absorbente, posteriormente estos se liberan por desorción térmica y se analizan 

mediante cromatografía de gases-espectrometría de masas. Las características 

de la SBSE son similares a las de la SPME, pero tal como señalaron Baltussen y 

col. (1999), al tener una mayor superficie extractiva permite una sensibilidad 

100 veces superior a la SPME. Estos imanes, comercializados con el nombre de 

Twister (Figura I-22), se componen de un imán encapsulado en una funda de 

vidrio que a su vez está recubierta por una capa de 55 o 219 L de PDMS según 

se usen imanes de 10 o 40 mm de longitud. Se consiguen altos valores de 

sensibilidad, con límites de detección del orden de 0.1 ng L-1 (en muestras 

líquidas). La sencillez de la preparación de la muestra es otra característica 

fundamental. El secado tras el muestreo de un líquido es sencillo y rápido 

(Esteban 2003). Los imanes de 4 cm se suelen utilizar con volúmenes de 

muestra comprendidos entre 100 y 250 mL, mientras que los de 1 cm se utilizan 

con volúmenes comprendidos entre 1 y 50 mL.  

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

térmica comercial de la casa Gerstel). Los parámetros a optimizar son análogos 
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a los de la SPME. Aunque la SBSE está especialmente diseñada para inmersión 

directa, también se puede trabajar en el modo espacio en cabeza en cuyo caso 

recibe el nombre de head space sorptive extraction (HSSE). En esta 

aproximación, la barra magnética se puede mantener suspendida en el espacio 

en cabeza mediante un hilo metálico que atraviese el septum (Hernández Borges 

y col 2005).  Sin embargo, el modo de inmersión es el que más aplicación tiene 

en el caso de la determinación de pesticidas en uvas y otras frutas, con una 

extracción previa con disolventes (Wennrich y col. 2001; Ochiai y col. 2005, 

Juan-García y col. 2004); en mosto, y en vinos (Sandra y col. 2001; Hoyasaka y 

col 2003; Guan y col. 2007). 

 

 

 

 

 

 

Figura I-22: Dispositivo de extracción por absorción sobre barra agitadora 

(tomado de Esteban 2003). 

6.1.3 Extracción con fluidos supercríticos 

La extracción con fluidos supercríticos (SFE) es una técnica de 

extracción sólido-gas. El fluido que se emplea como agente extractante es un 

gas, el cual se encuentra en determinadas condiciones de presión y temperatura 

en las que su estado físico no es propiamente ni líquido ni gasesoso, sino que 

posee las propiedades de ambos. Un fluido supercrítico se caracteriza por tener 

el poder de penetración de un gas a la vez que la solubilización de un líquido, 

éste debe ser inerte y las condiciones de presión y temperatura para la 
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obtención de un estado supercrítico no deben ser elevadas. El gas que más se 

emplea en SFE es el CO2, debido a que se puede obtener fácilmente, es barato, 

no reactivo y presenta bajos puntos de presión y temperatura críticos. Sin 

embargo, se han utilizado otros gases como el trifluorometano en la extracción 

de plaguicidas organofosforados y nitrogenados (Hillman y Bachmann 1995). Las 

condiciones de presión y temperaturas deben ser optimizadas. El control de 

ambos parámetros proporciona un determinado grado de selectividad pudiendo, 

en algunos casos, elimiarse la coextracción de compuestos no deseados. Otro 

factor a tener en cuenta al realizar la selección de las condiciones críticas para la 

extracción es la posibilidad de degradación de determinados analitos en 

determinadas condiciones. Esto puede ser debido a la pequeña presencia de 

oxígeno en los recipientes de extracción y la reactividad del mismo a las 

condiciones supercríticas. Se puede evitar haciendo pasar un gas inerte antes de 

la introducción de muestra. 

El agua puede causar a menudo problemas en la extracción con fluidos 

supercríticos dado que puede formar hielo en el sistema o arrastrar los analitos 

polares con mayor afinidad por la fase acuosa. Este problema se presenta en el 

análisis de plaguicidas en muestras de fruta y vegetales. Las soluciones que se 

han propuesto son varias: realizar la extracción sobre muestras liofilizadas o 

emplear un material que retenga los restos de agua y permita al mismo tiempo 

la dispersión de la muestra. Se han utilizado materiales como las tierras de 

diatomeas (Letohay y Eller 1995), sulfato de magnesio anhidro (Mendiola y col 

2007) o polímeros (Kaihara y col. 2000).  

A pesar de sus ventajas frente a otros gases de extracción, el dióxido de 

carbono no es muy adecuado para compuestos polares y es inefectivo cuando 

las interacciones matriz-analito son fuertes. Un método empleado para eliminar 

estos inconvenientes es la adición de pequeñas cantidades de disolventes 

orgánicos y modificadores. El disolvente más utilizado es el metanol (Cho y col. 

2008), aunque también han sido utilizados acetona y acetato de etilo. El método 

más sencillo es introducir el modificador es la inyección de la cantidad 

determinada en el interior de la celda de extracción cuando se trata de una 
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extracción estática. En el caso de una extracción dinámica es preferible la 

adición mediante bombeo.  

Una vez los plaguicidas han sido extraídos de la matriz por el fluido 

supercrítico, son recogidos en una trampa que puede ser un líquido sobre el que 

se hace borbotear el gas efluente del sistema o un sólido que retenga los 

analitos que posteriormente han de ser eluidos empleando un disolvente 

adecuado. En el caso de emplear trampas líquidas, se debe tener en cuenta el 

posterior tratamiento del extracto así como las características de los analitos a 

determinar. De este modo, se ha empleado agua (López-Avila y col. 1996) para 

la retención de plaguicidas organoclorados en suelos. Sin embargo, tienen más 

aceptación como trampa las fases sólidas que la retención de un líquido. La fase 

más utilizada es la C18 (Mendiola y col 2007). 

6.2. Purificación 

La mayoría de los métodos de extracción citados no son selectivos 

únicamente para los compuestos que se desean determinar; al contrario, al 

tratarse de métodos multiresiduo, la extracción se realiza de manera que cubra 

un intervalo de polaridades elevado, con lo que al mismo tiempo que se extraen 

los analitos otros componentes de la matriz son extraídos; estos componentes 

pueden posteriormente interferir en el análisis. El paso intermedio de 

purificación se realiza para eliminar aquellas sustancias coextraídas, siempre y 

cuando el sistema de detección que posteriormente se empleará en la 

determinación no sea lo suficientemente selectivo para que dichas especies no 

interfieran en el análisis. De hecho muchos autores eliminan el paso intermedio 

de purificación (o también llamado “clean up”) cuando la determinación 

posterior se realiza con espectrometría de masas, al poder seleccionar los iones 

de masa específica para cada especie a determinar simplificando de esta manera 

el método global de análisis multiresiduo, que suele ser bastante complejo. Sin 

embargo, el paso intermedio de purificación puede ser recomendable no sólo por 

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

mejor mantenimiento del mismo.  

La cromatografía de adsorción se basa en el mismo principio que la 

extracción en fase sólida, se trata de retener los compuestos de interés sobre un 

sólido adsorbente, mientras que la mayor parte de los compuestos coextraídos 

pasan a través de la columna de purificación. Los compuestos retenidos son 

posteriormente eluídos con un disolvente o mezcla de disolventes adecuados. La 

elección del sólido adsorbente se llevará a cabo en función de la naturaleza de la 

matriz y de los analitos a determinar.  

El florisil es uno de los adsorbentes más utilizados para la purificación de 

extractos en el análisis de pesticidas (Ferrer y col 2005; Araoud y col 2007; 

Chen y Chen 2007; Sharif y col 2007), pero dependiendo del tipo de analitos y 

de la posterior determinación se han empleado otras fases: C18 en extractos de 

frutas y vegetales (Lal y col 2008); sílice para la purificación de extractos de 

frutas y vegetales (Navarro y col. 2002) o alúmina para el análisis de 

organofosforados y organoclorados (Yagüe y col 2005); o columnas de charcoal-

celite para la purificación de N-metilcarbamatos en extractos vegetales (Nunes y 

col 1998). También se han empleado otras fases más específicas como pueden 

ser fases enlazadas con grupos amino, con las que se han obtenido buenos 

rendimientos de eficacia de purificación de muestras vegetales para el análisis 

multiresiduos QuEChERS con PSA como sorbente (Díez y col 2006; Martínez-

Galera y col. 2008). Otra fase utilizada para pesticidas organoclorados es el 

negro de carbón (Barriada-Pereira y col 2007). La realización de varios pasos de 

purificación empleando fases diferentes también es una práctica común. Por 

ejemplo, se ha utilizado carbón grafitizado no poroso (GCB, fase reversa) 

seguido de una mezcla de intercambiador fuerte (SAX, una amina cuaternaria)y 

débil de aniones (PSA) para la determinación de 25 pesticidas de diferentes 

clases en lechuga, melocotones y trigo (Balinova y col. 2007); o también una 

combinación de carbón con una segunda etapa de grupos diol para el análisis de 

35 pesticidas en olivas y aceites de oliva (Amvrazi y Albanis 2006). 
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El empleo de la cromatografía de permeación en gel (GPC) para la 

purificación de extractos de variada naturaleza es una de las técnicas más 

utilizadas en métodos multiresiduos. El tipo de relleno de la columna es 

generalmente geles de poliestireno, más conocidos como biobeds S-X2 o SX3. 

La separación en este caso se produce por diferencias en el peso molecular, 

discriminando de manera eficiente las moléculas relativamente pequeñas, como 

pueden ser los plaguicidas de otras especies coextraidas de mayor peso 

molecular, ya que estas últimas atraviesan la columna a mayor velocidad al no 

ser ralentizadas en los poros de la fase sólida. La principal ventaja de este 

método es que no se producen pérdidas de plaguicida por las adsorciones en la 

fase, aunque, dependiendo de la naturaleza del extracto la purificación puede no 

ser totalmente completa y puede ser necesario realizar posteriormente otro tipo 

de purificación más selectivo. Así, se han determinado 65 plaguicidas en 

matrices vegetales grasas (como avocado) purificando los extractos procedentes 

de ASE con una columna de GPC (Fernández-Moreno y col 2006); y también se 

ha aplicado una extracción con disolvente orgánico y adición de sales, seguido 

de una purificación con GPC para el análisis de 32 pesticidas en olivas (Guardia-

Rubio y col 2007). 

La cromatografía líquida también se ha utilizado como técnica de 

purificación de extractos. La técnica se ha aplicado a matrices grasas con 

columnas de fase normal, dada la eficiencia de ésta para la eliminación de 

grasas (Hernández y col. 2002). 

6.3. Determinación 

Las técnicas de análisis que se emplean en método multiresiduos deben 

cumplir unas características determinadas, deben permitir la separación, 

cuantificación y confirmación de un elevado número de compuestos 

generalmente en bajos niveles de concentración. Las técnicas cromatográficas 

permiten realizar este tipo de determinaciones. La posibilidad de acoplamiento 

de dichas técnicas con detectores más o menos selectivos cubre la casi totalidad 

de materias activas empleadas como plaguicidas y presentes en el mercado.  
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Dentro de las técnicas cromatográficas utilizadas en métodos analíticos cabe 

destacar la cromatografía gas-líquido o cromatografía de gases (GC). La mayor 

parte de los compuestos empleados como plaguicidas presentan unas 

características adecuadas para ser analizadas con esta técnica, ya que son 

fácilmente volatilizables a las temperaturas de trabajo y pueden ser detectados 

por medio de detectores específicos. Sin embargo, no todos los plaguicidas 

presentan estas características, ya sea por un elevado punto de ebullición, por 

elevada polaridad, o por ser térmicamente inestables, en cuyo caso la 

determinación se realiza por medio de otras técnicas cromatográficas, 

principalmente la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). 

6.3.1 Cromatografía de gases 

En cromatografía gaseosa, la muestra se inyecta y se volatiliza pasando 

posteriormente a través de una columna cromatográfica. La elución por dicha 

columna se produce por el flujo de una fase móvil, en este caso un gas inerte. A 

diferencia de la mayoría de los otros tipos de cromatografía, la fase móvil no 

interacciona con las moléculas del analito; su única función es la de transportar 

el analito a través de la columna. De los distintos tipos de cromatografía de 

gases que se pueden utilizar destacar la cromatografía gas-sólido y la 

cromatografía gas-líquido siendo ésta última la de mayor aplicación. La 

cromatografía gas-líquido se basa en la distribución del analito entre una fase 

móvil gaseosa y una fase líquida inmovilizada sobre la superficie de un sólido 

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

Los componentes básicos de un instrumento para la cromatografía de gases 

se muestran en la Figura I-23. 

Los gases portadores más utilizados son: N2, H2, He, Ar/CH4. La elección de 

los gases está con frecuencia determinada por el tipo de detector que se utiliza. 

No debe ser reactivo ni con el analito ni con la fase estacionaria, tampoco deber 

ser tóxico ni explosivo (excepto H2).  
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En cromatografía gaseosa, los parámetros más importantes que afectan a la 

determinación son el sistema de inyección, la columna cromatográfica y el 

sistema de detección. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-23: Cromatógrafo de gases (tomada de Skoog y col. 2001) 

 

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

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

 Inyección con división de flujo (split): se trata de una inyección en la que la 

muestra se divide o fracciona. Una vez inyectada la muestra, se la muestra y se 

conduce a la zona de división de flujo en la que se divide en dos fracciones: la 

fracción mayor es enviada al exterior y la más pequeña es enviada a la columna. 

La relación entre ambas fracciones se denomina “relación de flujos o relación de 

split” y se controla con válvulas de división. 

 Inyección sin división de flujo (splitless): es un método sin división de la 

muestra, empleando el mismo portal que en split pero cerrando la válvula que 

controla la división y toda la muestra inyectada pasa a la columna. Esta 

modalidad permite mayores sensibilidades introduciendo una mayor cantidad de 

muestra en la columna. Como inconvenientes hay que destacar el efecto del 
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disolvente, el cual puede solaparse con compuestos muy volátiles o producir 

ensanchamiento de las señales por lo que es adecuado establecer una 

temperatura inicial de la columna 10°C menor que el punto de ebullición del 

disolvente. 

La cromatografía de gases aplicada a la determinación de residuos de 

plaguicidas utiliza principalmente inyección en modo sin división de flujo. Este 

tipo de inyección en modo splitless puede ser problemática para el caso de 

algunos plaguicidas polares o térmicamente inestables, ya que las superficies de 

vidrio activas en el inyector, a temperaturas elevadas pueden producir pérdidas 

de señal cromatográfica, ya sea debido a fenómenos de adsorción o a 

catalización de la degradación por dichas superficies.  

Para solventar estos problemas, se pueden emplear otros sistemas de 

inyección. El inyector on column permite la deposición de la muestra 

directamente en la columna cromatográfica. Sin embargo, este sistema de 

inyección precisa de extractos muy purificados, ya que las impurezas se van 

depositando en la columna cromatográfica, disminuyendo la sensibilidad y la 

eficacia de la separación.  

Otro sistema de inyección que permite la programación de la temperatura de 

la misma es el inyector a temperatura programable o PTV. Este sistema permite 

realizar la volatilización escalonada de los componentes de la mustra, de manera 

que los compuestos más pesados pueden quedar retenidos en el inyector, 

disminuyendo su entrada en columna y minimizando la contaminación de la 

misma, mientras que, los compuestos más volátiles o el disolvente de muestra 

pueden ser eliminados a través de la válvula de split. Este sistema se utiliza 

para realizar la inyección de volúmenes de muestra elevados, lo que incrementa 

la sensibilidad del método. 

Otro sistema desarrollado recientemente es el inyector EPP “Electrinic 

Pressure Programmed” con el que se consigue eliminar los problemas de 

adsorción y degradación en el interior del inyector, al realizarse la inyección a 

presión elevada, con una rápida introducción de muestra que puede ser total (en 
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el modo splitless) o parcial (en modo split) y un mínimo contacto con las 

superficies del vidrio. 

Debido principalmente a la eficacia de las columnas capilares y a la 

disminución de la velocidad relativa del análisis respecto a las columnas 

empaquetadas, la amplia aceptación de las primeras ha sido unánime a partir de 

su aparición. La gran ventaja de este tipo de columnas es la obtención de picos 

estrechos y altos por lo que los residuos de plaguicidas pueden ser determinados 

con una mejora de la sensibilidad.  

En cuanto a la columna, existen varios tipos pero las más utilizadas son las 

columnas tubulares abiertas (capilares). En ellas, la fase estacionaria es una 

película uniforme de líquido de unas pocas décimas de micrómetro de espesor 

(entre 0.1 y 5 µm) que recubre el interior del tubo capilar. Esta fase, como se ha 

explicado anteriormente se encuentra en estado líquido, favoreciendo 

mecanismos de reparto. Existen numerosas fases para un mismo analito 

clasificadas por su polaridad. Aún así con sólo seis líquidos, que son los más 

frecuentemente usados, se pueden proporcionar separaciones satisfactorias para 

el 90% de las muestras.  

Cinco de los líquidos son polidimetilsiloxanos que tienen la siguiente 

estructura general: 

R Si

R

R

O Si

R

R

O Si

R

R

Rn  

 

En el polidimetilsiloxano, los grupos –R son todos –CH3 originando un líquido 

relativamente no polar. Si este metilo se va sustituyendo por grupos fenilo, 

cianopropilo y trifluoropropilo obtenemos líquidos de una polaridad mayor. 

Además de estas fases, también se encuentra el polietilenglicol que tiene gran 

utilidad para la separación de especies polares. 
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Por ello, la elección de la columna es una etapa crítica para el éxito de la 

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

Las propiedades deseables para una fase líquida inmovilizada en una columna 

son: baja volatilidad, estabilidad química y químicamente inerte. 

Las fases más utilizadas en el análisis de plaguicidas en uvas y vino son 

apolares, como polidimetilsiloxano (Schenck y col. 2002; Cabras y col. 2006) y 

la mezcla 95 % polidimetilsiloxano con 5 % polidifenilsiloxano (Likas y col. 

2007; Payá y col. 2007), y de polaridad media como la mezcla 50% polidimetil 

50% polidifenilsiloxano (Ruediger y col 2004). 

En cromatografía de gases, el tiempo de retención se regula con la 

temperatura. Se puede decir que cada analito tiene una temperatura óptima de 

elución, o intervalo de temperaturas. Si la mezcla a analizar es excesivamente 

compleja, no existirá una única temperatura óptima y la mezcla tendrá que 

resolverse en un gradiente de temperaturas, de forma que los compuestos más 

volátiles eluyan a temperaturas bajas, mientras que los menos volátiles lo harán 

a temperaturas altas. También será preciso realizar un gradiente de 

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

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

sistema de detección. Los detectores más utilizados en cromatografía son: 

 Detector de ionización de llama (FID): es uno de los más utilizados para 

el análisis de compuestos orgánicos ya que responde al número de 

átomos de carbono. Es universal, bastante sensible y tiene un 

compartimiento excelente. Los gases que efluyen de la columna 

cromatográfica son introducidos en una llama formada por hidrógeno y 

aire, y cuya conductividad eléctrica es permanente registrada. En el 

momento en que un compuesto de carbono se eluye de la columna, se 

quema en dicha llama y durante la reacción de combustión se generan 

electrones y otras especies cargadas que alteran la conductividad 

eléctrica de la llama. 
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 Detector de conductividad térmica (TCD): se basa en los cambios de 

conductividad térmica de la corriente de gas ocasionados por la 

presencia de moléculas de analito.  

 Detector de captura de electrones (ECD): presenta alta selectividad para 

detectar compuestos que contienen halógenos, tal es el caso de los 

pesticidas organoclorados. Es muy sensible, pero en algunos casos, 

inestable. El efluyente de la columna se hace circular entre un pequeño 

núcleo de un metal radiactivo (normalmente Ni63) que emite electrones 

(partículas ), y un electrodo cargado positivamente que los recibe. En el 

momento en que de la columna se eluye una especie de átomos 

electronegativos, capaces de “capturar” a dichos electrones, se detecta 

una disminución en la corriente del electrodo. 

 Detector de nitrógeno-fósforo (NPD): es un detector selectivo de 

compuestos orgánicos que contienen fósforo y nitrógeno. Es similar a un 

pequeño FID al que se le ha incluido una perla de silicato dopado con un 

álcali, normalmente rubidio, y que actúa como catalizador de una 

reacción de formación de especies ciano o de óxidos de fósforo. En el 

transcurso de esta reacción se produce un cambio en las características 

de conductividad eléctrica de la pequeña llama que es registrado y 

amplificado. El detector no da respuesta a especies como el nitrógeno 

molecular, carbamatos, ureas, etc. Es posible regular el nivel de 

respuesta de N y P, y trabajar en un modo selectivo hacia el P (Ferreira 

1997). 

Además de estos sistemas de detección, la GC se puede acoplar con métodos 

espectrométricos siendo una herramienta muy potente para la identificación de 

componentes de mezclas complejas. Una de ellas es el acoplamiento de un 

cromatógrafo de gases con distintos tipos de espectrómetros de masas (GC-MS) 

de barrido rápido (Figura I-24). 

La espectrometría de masas es capaz de proporcionar información referente 

a: 

 Composición elemental de las muestras. 
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 Estructura de las moléculas. 

 Composición cualitativa y cuantitativa de muestras complejas. 

 Estructura y composición de superficies sólidas 

 Relaciones isotópicas de átomos o moléculas de las muestras. 

La espectrometría de masas se basa en los siguientes pasos: 

1. La ionización de la muestra. 

2. Separación de los iones con respecto su relación masa/carga (m/z) 

3. Detección del número de iones con una determinada m/z. 

La relación m/z del ión permite realizar la diferenciación de los distintos 

fragmentos, los cuales son característicos de las especies que se analizan. Esos 

fragmentos serán separados gracias a un analizador de masas, sometiendo esos 

iones a un campo eléctrico. La función de un analizador de masas es la de un 

monocromador, esto es, selecciona determinados iones con una relación m/z 

determinada. 

Posteriormente pasa al sistema de detección dando una señal eléctrica que se 

traduce en el espectro de masas. Es preciso que el sistema se mantenga a vacío, 

con el fin de evitar el mayor número de colisiones que pueden provocar la 

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

 

 

 

 

Figura I-24: Cromatógrafo de gases acoplado con un espectrómetro de 

masas (tomada de Skoog y col., 2001) 
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6.3.2 Cromatografía líquida de alta resolución 

El lecho cromatográfico en cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

está constituido por una columna de entre 3 y 25 cm de longitud y con unos 

diámetros comprendidos entre 1 y 5 mm. En la mayor parte de los casos, son 

columnas empaquetadas, formadas por partículas finas y porosas. Los tamaños 

de partícula habituales son 5 m.  

La fase móvil es un líquido que circula a través de una columna en la que 

está contenida la fase estacionaria. Puede ser un disolvente puro, o una mezcla 

de varios disolventes. Puede ser también una disolución salina. El hecho de que 

la fase móvil sea un líquido tiene consecuencias muy importantes. En primer 

lugar, en un medio líquido existen interacciones intensas entre las moléculas y 

especies en él integradas y no es meramente un sistema de arrastre de los 

analitos (como ocurre en la cromatografía de gases), sino que va a jugar un 

papel muy importante en la retención. La retención cromatográfica en HPLC es 

función por tanto de las características de la fase móvil, fase estacionaria y 

analito.  

En segundo lugar, los medios líquidos pueden tener características muy 

diferentes. Pueden ser apolares, medianamente polares, polares e iónicos, por lo 

que el conjunto de fuerzas de interacción que se pueden poner en juego para 

regular la retención cromatográfica es igualmente grande. Por ejemplo, en fase 

reversa, podemos elegir una fase estacionaria apolar y una fase polar; la 

retención de un analito será en función de sus solubilidades en la fase 

estacionaria y en la fase móvil, y cuanto más apolar, más se retendrá. Para 

eluirlo de la columna, lo único que tendremos que hacer es disminuir la 

polaridad de la fase móvil, de forma que las solubilidades relativas del analito en 

ambas fases sean más parecidas.  

Los componentes más importantes en HPLC son la fase móvil que circula, la 

columna, y el detector. La fase móvil se encuentra en el reservorio (o en varios, 

ya que en ocasiones interesa utilizar mezclas de composición variable), de 
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donde es aspirada por la bomba (puede haber varias, tantas como fases se 

quieran mezclar). La fase móvil debe estar desgasificada y limpia de partículas 

en suspensión. Aún así se coloca un filtro de metal sinterizado para proteger a la 

bomba. La bomba debe poder vencer altas presiones (varios cientos de Kg cm-2) 

para impulsar un flujo constante (en torno a 1 mL min-1) de fase móvil a través 

de todo el sistema. Todas las conexiones y tubos serán de acero. Es posible que 

en el análisis de una mezcla compleja no se pueda encontrar una única fase 

móvil que permita separar todos los componentes de la mezcla en tiempos 

razonables, algo equivalente a lo que ocurre con la temperatura en la 

cromatografía de gases. La solución a ese problema puede plantearse 

cambiando la composición de la fase móvil a lo largo del proceso cromatográfico, 

lo que da a lugar a lo que se conoce como separación en gradiente. El gradiente 

se realiza mezclando disolventes, generalmente uno de fuerza de elución baja 

con otro de fuerza de elución superior. La muestra debería ser introducida en la 

cabeza de columna ocupando un volumen infinitesimal y ocasionando una 

distorsión inapreciable del flujo. El volumen de muestra inyectado debe ser muy 

reproducible y conocido con el grado de precisión requerido. Para conseguir 

estos requisitos, la inyección se puede realizar con ayuda de una válvula 

(parecido a la inyección on-column de cromatografía de gases) o mediante el 

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

Según el tipo de columna, se presentan los dos modos más importante en 

cromatografía líquida: fase normal y fase reversa. La fase normal es un sólido 

adsorbente de características polares y la fase móvil es un medio orgánico 

apolar o poco polar. El adsorbente más empleado es la sílica, por sus 

características de porosidad, superficie específica, resistencia mecánica, y 

facilidad de síntesis. En la fase reversa, como ya se ha comentado, la relación 

que se establece entre fase móvil y estacionaria es justamente la contraria a la 

encontrada en la fase normal: la fase estacionaria es apolar y la fase polar es 

más polar que ella. Las columnas se basan en sílica derivatizada, al hacer 

reaccionar los silanoles activos de la sílica con un trialquil clorosilano. De este 

modo, se consigue depositar químicamente un film orgánico, cambiando de 

forma radical las propiedades de la superficie de la sílica. Con el proceso de 

   - 80 - 

 

 

  

 



Capítulo I  Introducción 

   - 81 - 

 

 

  

 

derivatización se pueden conseguir casi cualquier tipo de polaridad. Los 

sustituyentes alquilos pueden ser grupos C18, C8, C6, C4, C2, fenilos, CN...  

En cuanto a detectores, se encuentran los de índice de refracción, 

conductividad, UV-VIS, electroquímicos y fluorescencia.  La cromatografía líquida 

en fase reversa es la más utilizada, en detección con el detector de absorción 

molecular UV-VIS; principalmente el detector de red de diodos ya que permite 

una mayor selectividad y la posibilidad de confirmación mediante el espectro 

completo de la molécula. Se han descrito aplicaciones en frutas y vegetales 

(Caboni y col. 2005; de Melo Abreu y col. 2006). Algunos pesticidas no pueden 

ser determinados directamente con GC por no tener suficiente volatilidad o ser 

compuestos termolábiles como benomilo, carbendazima o tiofanato de metilo. 

Para este tipo de compuestos el uso de la cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC) es particularmente útil. Las columnas más utilizadas para la 

separación de plaguicidas en uvas y vino son de fase reversa (C18) y los 

sistemas de detección más usados para analizar estos compuestos son el  

Ultravioleta-Visible (UV-VIS) (con red de diodos) (de Melo Abreu y col. 2005; 

Angioni y col. 2006; Oliva y col. 2007; Vaquero-Fernández y col. 2008).  

La aplicación de reacciones de derivatización, generalmente on line y 

postcolumna también es un aspecto importante en el desarrollo de métodos 

para el análisis de determinados plaguicidas como carbamatos y piretroides cuya 

determinación se realiza mediante una reacción de hidrólisis posterior a la 

separación y formación de un derivado fluorescente que se detecta en el 

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

Los acoplamientos HPLC con espectrómetros de masas han alcanzado en las 

últimas décadas un importante desarrollo, una vez superadas las dificultades 

técnicas que permiten combinar el flujo de fase móvil que emerge de la columna 

de líquidos con el elevado vacío necesario para un analizador de masas. El 

desarrollo de interfases de acoplamiento a nivel comercial ha permitido la puesta 

en el mercado de interfases de ionización a presión atmosférica (API), entre las 

que se distinguen electrospray, ion spray e ionización química a presión 
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atmosférica (APCI). Se ha utilizado el acoplamiento HPLC-MS para casos en los 

que exista gran cantidad de interferencias o se necesite una elevada sensibilidad 

para poder determinar los límites de residuos legales y para pesticidas polares 

termolábiles se utiliza la espectrometría de masas (Sagratini y col 2007; Kruve y 

col. 2008). También se han desarrollado detectores que permiten la obtención 

de espectros MS/MS que han supuesto un incremento en la sensibilidad de la 

técnica (Pihlström y col. 2007; Sagratini y col. 2007). Recientemente se ha 

desarrollado la técnica UPLC “Ultra Performance Liquid Chromatography” en 

tándem con espectrometría de masas para la determinación de pesticidas en 

frutas y vegetales, y otros alimentos. Con esta técnica se obtiene una mayor 

eficiencia junto con menores tiempos de análisis por el uso de fases 

estacionarias de pequeño tamaño de poro (1.7 m), y fases móviles a 

velocidades mayores y una instrumentación que opera a grandes presiones 

(15000 psi aprox). Se consigue una mayor resolución y un aumento en la 

respuesta, junto con menor ensanchamiento de picos (Leandro y col. 2007; 

Romero-González y col. 2008). 

7. FITORREGULADORES Y EFECTOS 

En los últimos años se ha asistido al desarrollo y aplicación importante de los 

reguladores de crecimiento en muchos cultivos, buscando un mejor dominio y 

control de los procesos fisiológicos de las plantas. 

En la viña la experiencia es menor que en otros cultivos, por lo que es 

importante considerar algunos aspectos básicos de los reguladores de 

crecimiento, término que se aplica a una gran diversidad de sustancias, 

considerando como tal a todo compuesto orgánico, diferente de los nutrientes, 

que, con cantidades pequeñas es capaz de promover, inhibir o modificar de 

alguna manera un proceso fisiológico cualquiera de la vida vegetal. Los más 

utilizados se clasifican en los siguientes grupos: auxinas, giberelinas, 

citoquininas, inhibidores y retardantes, y etileno y generadores de etileno.  
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La utilización de reguladores de crecimiento no ofrece seguridad de obtener 

una respuesta adecuada, como sucede con otros productos fitosanitarios cuando 

se emplean las recomendaciones técnicas; la respuesta a los reguladores 

depende del estado fisiológico de la planta, determinado por un conjunto de 

factores: características genéticas de la variedad, presencia o no de virosis, 

condiciones de clima y suelo, técnicas de cultivo aplicadas, etc.; por ello, los 

resultados obtenidos con una misma sustancia, aplicada a las mismas dosis, 

pueden ser diferentes de un año a otro, o según las técnicas de cultivo 

empleadas.  

La acción de una sustancia y, sobre todo, sus efectos después de una 

aplicación, deben considerarse por las modificaciones que pueden producir en el 

equilibrio hormonal o en un proceso. 

Por lo indicado anteriormente, la utilización de los reguladores de crecimiento 

debe ir precedida de una experimentación en las condiciones particulares de 

cada zona vitícola (Sotés 2004). 

Uno de los efectos que se persigue con el uso de reguladores de crecimiento 

es el control de la producción a través del aclareo de racimos. La teoría clásica 

para obtener uva de calidad aboga por un equilibrio entre cantidad y calidad, 

que se consigue limitando la producción de uva por hectárea. La obtención de un 

vino de calidad exige manejar producciones moderadas en la cepa y es de 

especial interés precisar la relación entre el nivel de rendimiento y el desarrollo 

vegetativo de la cepa. La limitación del rendimiento por la supresión de racimos 

en principio favorece la calidad del mosto y del vino, además de producir una 

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

El aclareo es la supresión parcial de racimos, bien sea de forma manual o de 

forma química. El aclareo de racimos puede contribuir a equilibrar la producción 

de uva y a mejorar el proceso de maduración en campañas y condiciones 

climáticas y culturales poco favorables (García-Escudero y col. 1995). Además el 

aclareo constituye una firme alternativa para corregir en un año determinado los 

excesos de producción, lo que resulta interesante para zonas vitícolas que deben 
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ajustar sus rendimientos a las exigencias de una normativa legal, como puede 

ocurrir en denominaciones de origen u otras zonas amparadas por figuras de 

calidad (García de Luján 1992). En la mayor parte de los casos, produce una 

maduración más rápida de la uva y una mejora cualitativa, lo que depende muy 

estrechamente del periodo de realización del aclareo (García-Escudero 2000). 

La época más efectiva para hacer el aclareo es el envero (Tardáguila y 

Bertamini  1993), ya que en ese momento se alcanza la parada vegetativa y los 

ápices de los pámpanos no son activos, por tanto los azúcares sintetizados por 

las hojas se acumularán sólo en los racimos. 

También se constata un incremento del pH, del contenido de potasio, de 

antocianos y de carga aromática (Fregoni y Corazzina, 1984). La influencia del 

aclareo en el pH del mosto, al igual que en la acidez total, es menor que en la 

acumulación de azúcar. Algunos autores constataron que en las experiencias en 

las que se mejora la relación Superficie Foliar Total /Producción, muchas de ellas 

a través del aclareo de racimos, se obtiene un mayor contenido en antocianos y 

fenoles (Jackson y Lombard 1993). Asimismo, se ha encontrado que los mostos 

procedentes de la práctica del aclareo presentan mayor intensidad colorante 

(Puertas y col. 2003). El aclareo interviene en la cinética de la maduración con 

una mejora cualitativa de mostos y vinos en años y condiciones poco favorables; 

cuando se pretenden alcanzar niveles de calidad más elevados; cuando hay que 

cumplir la legislación respecto a producciones máximas; cuando la poda no ha 

sido la adecuada.  

El aclareo manual es una operación muy costosa en cuanto a tiempo 

(aproximadamente 40 horas por hectárea) y mano de obra. Normalmente se 

suele realizar eliminando normalmente un mínimo del 30 % de la producción, 

dejando el racimo inferior en el brote.  

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

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

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

8.1. Diclofluanida 

Es un fungicida empleado para el control de botrytis, mildiu y otros hongos 

que atacan a la vid. Actúa por contacto foliar con acción preventiva 

multipuntual. Interfiere en el mecanismo respiratorio del hongo. Pertenece a la 

familia de los N-trihalometiltio (N-diclorofluorometiltio-N’,N’-dimetil-N-

fenilsulfamida). Comercialmente formulado como WP (polvo mojable) 50% o DP 

(polvo para espolvoreo) 3 % denominado Euparen 3. En la Figura I-25 se 

muestra la estructura química del compuesto. En cuanto a su persistencia, se 

degrada rápidamente y tiene poca movilidad en suelo. El límite máximo de 

residuos para vid es de 10 mg kg-1 y tiene asignado un plazo de seguridad de 7 

a 20 días según la formulación (The Pesticide Manual 1997). Actualmente está 

prohibido su uso en vid en la Unión Europea. 
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Figura I-25. Estructura de Diclofluanida 

En la bibliografía se encuentran diferentes métodos de análisis para este 

compuesto. Mayoritariamente son métodos basados en una extracción en fase 

sólida y posterior determinación por cromatografía de gases acoplada a un 

espectrómetro de masas (Wong y col., 2003) o por cromatografía líquida de alta 

resolución (Rial Otero y col. 2003). Otros métodos utilizan la extracción líquido-

líquido y posterior determinación por CG (Navarro y col. 2000), y la SPME con 

CG-ECD (Correia y col. 2000). 
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8.2. Metalaxil 

Es un compuesto fitosanitario de la familia de las fenilamidas (Metil N-

(metoxiacetil)-N-(2,6-xilil)-DL-alaninato). Es empleado para el control del 

mildiu, actuando como fungicida sistémico con acción curativa y preventiva. 

Inhibe la síntesis proteica del hongo interfiriendo en la síntesis del ADN 

ribosomal. Comercialmente se encuentra formulado con otros compuestos como 

captan o folpet, como WP o GR (gránulos sin cebo) y llamado Ridomil o Milor. No 

se acumula en tejidos y suelos. Su estructura química se muestra en la Figura I-

26. El LMR permitido en vid es de 2 mg kg-1y el plazo de seguridad que tiene 

establecido es de 14 a 28 días según la dosis y formulación (The Pesticide 

Manual 1997). Dentro del sistema de producción integrada está permitido su uso 

en uva de vinificación hasta inicio de envero, aplicándose junto con folpet, 

manconzeb u óxido de cobre. 
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Figura I-26. Estructura de Metalaxil 

Su análisis mayoritario se basa en una previa extracción liquido-líquido y 

determinación por CG con detectores MS y NPD (Navarro y col. 1999, 2000). 

También se han desarrollado métodos con extracción en fase sólida y 

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

8.3. Penconazol 

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

triazol). Es utilizado para el control de oídio y otros hongos patógenos como 
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Ascomycetes y Deuteromycetes actuando de forma sistémica con acción 

preventiva y curativa. Inhibe la síntesis de ergosterol de la membrana celular 

del hongo frenando su desarrollo. Se encuentra formulado como WP al 10% con 

el nombre comercial Topas. Es bastante persistente. La Figura I-27 muestra su 

estructura química. El LMR para vid es de 0.2 mg.kg-1 y el plazo de seguridad 

establecido es de 14 días (The Pesticide Manual 1997). Está permitida su 

aplicación hasta el inicio de envero en uva de vinificación en producción 

integrada. 

Cl

Cl

H3C

N

N

N

Figura I-27. Estructura de Penconazol 

En la bibliografía revisada se encuentran como métodos de análisis: 

extracción líquido-líquido (Navarro y col. 1999), extracción en fase sólida y CG 

(Jiménez y col. 2001), y más recientemente la extracción en fase sólida y HPLC 

con red de diodos (Millán y col. 2003). 

8.4. Pirimetanil 

Fungicida empleado fundamentalmente para el control de la podredumbre 

gris (Botrytis cinerea) con acción curativa y preventiva. Es sistémico, inhibiendo 

las secreción de enzimas necesarias para la infección. Pertenece a la familia de 

las anilinopirimidinas (N-(4,6-dimetilpirimidin-2-il)anilina). Se encuentra 
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formulado del tipo SC (suspensión concentrada) al 40% con el nombre comercial 

Scala. No se ha observado acumulación en tejidos y suelos, desaparece o 

degrada rápidamente. La estructura química se muestra en la Figura I-28. El 

límite máximo de residuos permitido en vid es de 5 mg kg-1 y el plazo de 

seguridad que tiene establecido es de 21 días (The Pesticide Manual 1997). Está 

permitido su uso en producción integrada. 
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Figura I-28. Estructura de Pirimetanil 

Los métodos de análisis usados son similares a  los citados anteriormente 

para los otros compuestos: extracción líquido-líquido y determinación por 

cromatografía gaseosa (Navarro y col., 1999 y 2000) o por cromatografía líquida 

(Rial Otero y col., 2003) y extracción en fase sólida y CG-MS (Wong y col., 

2003).  

8.5. Prohexadiona de Calcio 

La producción de uvas de calidad requiere el control de múltiples y variados 

parámetros. Es por ello, que en lo que se refiere a la vitivinicultura de calidad, 

está aumentando la preocupación por el control del rendimiento en la 

producción. Hasta el momento, parece innegable que bajos rendimientos de 

cosecha pueden proporcionar uvas de mayor calidad que las obtenidas con 

mayores rendimientos. En la actualidad, el aclareo de racimos (o vendimia en 

verde), como se ha comentado anteriormente en al Apartado 7, es una técnica 

ampliamente utilizada para reducir la producción en cepas vigorosas o en cepas 

que no han estado expuestas a condiciones climatológicas favorables. El aclareo 

de racimos produce un incremento en la Intensidad Colorante (IC), Índice de 

Polifenoles Totales (IPT) y antocianos (García Escudero y col. 2004). 
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Ya se ha comentado el uso de reguladores de crecimiento como método 

alternativo para el control de la producción. La prohexadiona de calcio (ProCa) 

(3-oxido-4-propionil-5-oxo-3-ciclohexen-carboxilato, en la Figura I-29) es un 

inhibidor de la biosíntesis de las giberelinas con limitada persistencia (Owens y 

Stover 1999). ProCa actúa bloqueando a dos dioxigenasas oxoglutarato-

dependientes, que catalizan los últimos pasos de la ruta biosintética. La 3- 

hydroxilación de la GA20 (inactiva) pasando a GA1 (biológicamente activa) se 

encuentra especialmente inhibida por ProCa, lo que da como resultado una 

reducción del crecimiento longitudinal de los brotes en las plantas (Evans y col. 

1999; Graebe 1987). ProCa se aplica fácilmente por pulverización y no 

constituye ningún riesgo aparente para los consumidores o para el 

medioambiente (Rademacher y Kober 2003).  Se ha comprobado que la 

prohexadiona de calcio es captada normalmente y por completo en ocho horas 

después de su aplicación, y que se degrada en plantas con una vida media de 

unas pocas semanas y en el suelo con una vida media menor de una semana, 

sin que se produzca ningún metabolito tóxico (Ilias y Rajapakse 2005). ProCa se 

ha registrado para manzanas como Apogee® (27.5 % ProCa) en EEUU y como 

Regalis® (10 % ProCa) en Europa (Miller y Tworkoski 2003) por el fabricante 

BASF.  

La prohexadiona de calcio se ha aplicado en árboles frutales con resultados 

satisfactorios (Basak y Rademacher, 2000; Bazzi y col. 2003; Gosch y col.  

2003; Smit y col. 2005). Algunos estudios han revelado que la aplicación de 

prohexadiona de calcio también reduce la incidencia y la severidad del fuego 

bacteriano causado por la especie Erwinia amylovora (Fernando and Jones 1999; 

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

Los primeros estudios que se encuentran acerca de ProCa en viña fueron 

realizados por Lo Giudice y col. (2003, 2004). Estos autores estudiaron el 

impacto de la aplicación de ProCa en cepas vigorosas de Vitis vinifera, 

especialmente en variedades Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, Chardonnay 

y Seyval.   
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Figura I-29. Estructura de Prohexadiona de calcio 

 

Los compuestos más importantes para la calidad de las uvas tintas como los 

polifenoles (antocianos, flavonoles) se encuentran en los hollejos. Estos 

compuestos son responsables del color, astringencia, amargor y cuerpo de los 

vinos (Riberau-Gayon y col. 2002). La prohexadiona de calcio produce una 

reducción en el tamaño de la baya. Este hecho conlleva un incremento en la 

relación superficie/volumen, incrementando teóricamente la proporción de los 

precursores de aroma y flavor en el mosto y en el vino, con lo que se aumenta 

potencialmente la calidad del vino (Lo Giudice y col 2004). Además, una 

reducción en el tamaño de la baya  y la producción de racimos menos compactos 

pueden disminuir la incidencia y severidad de Botrytis cinerea y otras 

podredumbres del racimo, particularmente en ambientes húmedos (Vail y Marois 

1991).  

En la variedad Cabernet Sauvignon, la reducción del tamaño y peso de la 

baya se relacionó con un incremento en la Intensidad Colorantre (absorbancia a 

420 y 520 nm), antocianos totales y polifenoles totales. Los efectos observados 

en la composición de las uvas fueron generalmente positivos, pero el efecto en 

la calidad y las características organolépticas del vino final son todavía 

desconocidos (Lo Giudice y col. 2004). 
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Las paradas de fermentación en vinos tintos es un serio problema enológico 

en la Denominación de Origen Calificada “Rioja” como muestran las continuas 

descalificaciones de vinos, de acuerdo con los datos del Consejo Regulador. Un 

factor implicado en este problema es la presencia de residuos de productos 

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

El primer objetivo fundamental de este trabajo es el desarrollo de métodos 

analíticos para la determinación de los fungicidas diclofluanida, metalaxil, 

penconazol y pirimetanil en uvas, en mosto y en el vino elaborado. Para 

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

 

1. Selección de las variables del proceso de extracción líquido-líquido y 

extracción en fase sólida de los compuestos estudiados. 

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

cuantificación de los compuestos. 

3. Estudio de validación de los métodos desarrollados. 

4. Estudio de la influencia de la aplicación de productos fitosanitarios 

(fungicidas y reguladores de crecimiento) en campo sobre la 

fermentación y en el vino elaborado. 

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

enológicas. 

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

tratamiento. 
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1. APARATOS E INSTRUMENTOS 

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

utilizaron en el desarrollo de esta investigación.  

1.1. Cromatógrafo de gases con detector nitrógeno-fósforo (GC-

NPD) 

El equipo GC-NPD que se ha utilizado se muestra en la Figura III-1 y consta 

de los siguientes elementos:  

a) Una línea de gas helio (pureza 99.999 %). 

b) Una línea de gas hidrógeno (pureza 99.999 %) 

c) Una línea de gas aire comprimido puro sintético (pureza 99.99 %).  

d) Un cromatógrafo de gases Agilent Technologies 6890N  equipado con: 

• Una columna capilar cromatográfica HP5MS  con fase estacionaria 

5% difenil 95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm d.i. con 0.25 

µm de espesor). 

• Un inyector automático Agilent 7683 con carro de muestras para 100 

viales de 2 mL. 

• Un detector de nitrógeno-fósforo. 

e) Un ordenador equipado con el software HP GC Chemstation Rev. 

A.08.03 para el control de todos los parámetros del cromatógrafo de 

modo automático. 

f) Impresora. 

Figura III-1: Equipo CG-NPD  
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1.2. Cromatógrafo de gases con detector de espectrometría de 

masas (CG-MS) 

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

de los siguientes elementos:  

a) Una línea de gas helio (pureza 99.996 %) con filtro. 

b) Un cromatógrafo de gases Agilent Technologies 7890 con detector de 

espectrometría de masas MS por impacto eléctrónico EI equipado con: 

• Una columna capilar cromatográfica HP5MS con fase estacionaria 

5% difenil 95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm d.i. con 0.25 

µm de espesor). 

• Un detector de espectrometría de masas por impacto electrónico en 

modo full scan y SIM. 

c) Un ordenador equipado con el software MSD Chemstation Rev. 

E.01.01.335 para el control de todos los parámetros del cromatógrafo 

de modo automático. 

d) Impresora. 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

Figura III-2: Equipo CG-MS 

1.3. Concentradores 

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

un rotavapor Buchï R-200 (Figura III-3) y un evaporador con corriente de 
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nitrógeno Zymark TurboVap® II para la evaporación de agua y disolventes 

orgánicos (Figura III-4). 

      Figura III-3: Rotavapor    Figura III-4: Concentrador bajo corriente de N2 

1.4. Agitadores 

El tratamiento de extracción líquido-líquido con disolvente orgánico se llevó a 

cabo asistido por agitación orbital. Los embudos de decantación se colocan en 

agitadores Heidolph RZR 1 con capacidad para 5 embudos.   

Para facilitar la disolución de los analitos en la fortificación de uvas sin 

tratamiento se utilizaron un Vortex Maxi Mix II y un baño de ultrasonidos 

Branson 5510 (en Figura III-5). 

1.5. Centrífugas 

Para centrifugar las muestras sólidas de uvas se utilizó la centrífuga Rotina 

38 Hettich Zentrifugen y para las muestras líquidas de fermentación se utilizó el 

modelo Sorvall RC6 Plus con capacidad de refrigeración. 

1.6. Balanza analítica 

Para pesar los patrones puros y otros reactivos se ha utilizado una balanza 

analítica digital Sartorius BL 120S con una precisión de décima de miligramo. 
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1.7. Estufas 

Para realizar los ensayos de fermentación a temperatura controlada de 28 ºC 

se utilizó una incubadora con agitación y refrigeración, Innova 4330 

(Refrigerated Incubator Shaker). Para secar los filtros con los posos de 

levaduras a 28 ºC se ha empleado una estufa P Selecta con regulación digital. 

1.8. Aparatos para extracción 

La extracción de los analitos de diferentes partes de la uva se llevó a cabo 

mediante la aplicación de ultrasonidos en un baño termostatizado a 20 ºC 

Branson 5510 Ultrasonics (Barcelona, España). Para la trituración, 

homogeneización y extracción desde las muestras sólidas de uvas se utilizó un 

triturador Heidolph SilentCruher M (Scwachbach, Alemania) (Figura III-5). 

Para llevar a cabo el proceso de extracción en fase sólida (SPE), se utilizó un 

dispositivo Visiprep SPE a vacío con manoreductor suministrado por Supelco 

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

(Figura III-6). 

 

 

 

 

 

 

 

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

2. REACTIVOS Y DISOLUCIONES 

Los patrones de los plaguicidas y del patrón interno utilizados (diclofluanida, 

metalaxil, pirimetanil, penconazol y metribucina) son suministrados por la casa 

comercial Riedel-de-Haën (Seelze, Alemania), con certificación de pureza >99 % 

(grado Pestanal). Los reactivos utilizados, su grado de pureza y la firma 

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

Tabla III-1: Reactivos utilizados 

Compuesto Grado de pureza Casa comercial 

Acetato de etilo ≥ 99.8 % Carlo Erba 

Acetona ≥ 99.8 % Scharlau 

Ácido tartárico ≥ 99.9 % Panreac 

Agua Milli Q 22 MΩ cm Millipore 

Ciclohexano 99.5 % Lab Scan 

Cloruro de sodio 99.5 % Carlo Erba 
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Cloroformo ≥ 99.8 % Merck 

Dihidrógenofosfato de potasio 98-100 % Panreac 

Etanol ≥ 99.8 % Scharlau 

Hexano ≥ 99.5 % Scharlau 

Metanol ≥ 99.8 % Merck 

Metil-isobutilcetona ≥ 99.8 % Merck 

Sacarosa ≥ 99.0 % Fluka 

Sulfato de amonio ≥ 99.9 % Panreac 

Sulfato de magnesio 98-100 % Panreac 

Sulfato de sodio anhidro ≥ 99.0 % Panreac 

 

Se han preparado disoluciones patrón concentradas en metanol de 1000 mg 

L-1 a partir de los compuestos puros para la fortificación en mosto y vino 

sintéticos y reales, así como en extractos de uva, mosto y vino reales. Para el 

estudio del efecto matriz y calibrado de los métodos, se han utilizado 

disoluciones más diluidas de 5, 25 y 100 mg L-1 en metanol. Todas las 

disoluciones se mantuvieron a -20 ºC. 

3. MUESTRAS SINTÉTICAS Y REALES 

Las disoluciones de mosto y vino sintéticos se prepararon con la composición 

que se muestra en la Tabla III-2. El contenido de sacarosa en el mosto sintético 

está relacionado con el contenido de alcohol en el vino sintético obtenido como 

consecuencia de la fermentación alcohólica.           

Tabla III-2: Composición del mosto y vino sintéticos 

Mosto sintético Vino sintético 

Sacarosa  202 g L-1 Ácido tartárico 5 g L-1 

Dihidrógenofosfato de potasio KH2PO4  5 g L
-1 Etanol 12 % (v/v) 

Sulfato de amonio (NH4)2SO4  2 g L
-1 pH = 3.6 

Sulfato de magnesio MgSO4  2 g L
-1  

pH = 3.6  
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Las disoluciones de mosto real se obtuvieron por estrujado y prensado de 

uvas vendimiadas en viñas de la DOCa Rioja que no han sido tratadas con 

producto fitosanitario alguno al menos en los diez últimos años. El mosto 

obtenido contiene 220 g L-1 de azúcares y un pH de 3.35. Las disoluciones de 

vino real se obtienen por fermentaciones en el laboratorio del mosto real tras la 

inoculación de levaduras seleccionadas comerciales (VRB Uvaferm, Lallemand, 

Australia) con una dosis de 0.3 g L-1, controlando en todo momento la evolución 

del proceso fermentativo. El grado alcohólico alcanzado fue 12.8 % (v/v) y el pH 

fue 3.50. 

 



 



   

 

    

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO IV: 

ESTUDIOS PRELIMINARES 
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1. CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 

La separación de los fungicidas objeto de estudio se realiza por cromatografía 

de gases con detector de nitrógeno-fósforo y una columna capilar HP-5MS (5 % 

de fenil metil siloxano entrecruzado) de 30 m de longitud, 0.25 mm de diámetro 

interno y 0.25 µm de espesor de fase estacionaria. Se ha optimizado el proceso 

térmico en el horno cromatográfico obteniendo una programación con dos 

rampas de temperatura que se detallan a continuación: la temperatura inicial del 

horno es de 80 ºC que se mantiene durante 0.9 minutos (actúa como trampa 

fría para condensar la muestra); la primera rampa es de 70 ºC min-1 hasta 

alcanzar una temperatura de 225 ºC que se mantiene en isotermo durante 5 

minutos; la segunda rampa, también de 70 ºC min-1, alcanza una temperatura 

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

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

pureza) a un caudal de 1.5 mL min-1. 

La temperatura del detector se fijó en 325 ºC. La relación de flujos para el 

detector ha sido 3 mL min-1 para H2 y 70 mL min
-1 para aire. Como gas de 

relleno o “make-up” se ha utilizado helio con un flujo de 3 mL min–1. 

La inyección ha sido realizada en modo “splitless” (sin división de flujo) con 

un tiempo de purga de 0.9 minutos. 

La cuantificación se ha realizado por el método del patrón interno (P.I.) 

utilizando metribucina. 

Los tiempos de retención obtenidos en estas condiciones para los diferentes 

compuestos estudiados se muestran en la Tabla IV-1. 

Tabla IV-1: Tiempos de retención de cada analito 

Compuesto Tiempo (min) 
Pirimetanil 4.19 ± 0.01 

Metribucina (P.I.) 4.51 ± 0.01 
Metalaxil 4.62 ± 0.02 

Diclofluanida 4.89 ± 0.03 
Penconazol 5.30 ± 0.02 
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La Figura IV-1 representa el cromatograma típico de separación de los 

fungicidas y el patrón interno metribucina en las condiciones mencionadas. 

         

        

 

 

 

 

      

 

Figura IV-1: Cromatograma de separación (GC-NPD) con la identificación de 

los compuestos 

2. SELECCIÓN DE PATRÓN INTERNO 

Para la selección del patrón interno de cuantificación se realizaron estudios 

preliminares con dos compuestos, trifenilfosfato y metribucina. Se realizó un 

calibrado de los dos compuestos en la mezcla de disolventes hexano/ tolueno en 

relación 1:1 (donde mayor es su solubilidad según la bibliografía) y con el 

método cromatográfico descrito. Las características analíticas de cada uno de 

los productos se muestran en la Tabla IV-2. 

El tiempo de retención para trifenilfosfato es 8.31 minutos y para 

metribucina es 4.51 minutos. Observando los datos de la tabla, se comprueba 

que metribucina presenta mejor ajuste lineal que trifenilfosfato, así como mayor 

sensibilidad y menor desviación estándar en las medidas. 
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Tabla IV-2: Características analíticas de los patrones internos 

Compuesto Intervalo 

lineal (µg L-1) 

LD 

(µg L-1) 

LC 

(µg L-1) 
Ecuación a R2 DERb ,% 

Trifenilfosfato 28.7 - 11480 12.2 20.6 
A = 28.573 (± 4.576) C – 

9.276 (±0.725) 0.9987 
2.5 

(114.8) 

Metribucina 10.2 - 10200 3.8 5.8 
A = 77.980 (±  0.336 )C 

– 3.176(± 1.237) 0.9999 
1.8 

(102.0) 

a A: Área relativa; C: Concentración 
b Calculado a partir de cuatro medidas(n=4). Concentración (µg L-1) entre paréntesis 

 Se realizó un estudio de repetibilidad de los dos compuestos objeto de 

estudio a tres niveles de concentración. En la Tabla IV-3 se observa que la 

repetibilidad de metribucina es mayor que la de trifenilfosfato en los tres niveles 

de concentración, por tener menores desviaciones en todos los casos. En 

función de todos estos resultados se escogió metribucina como patrón interno 

en una concentración de 1 mg L-1, que proporciona una señal adecuada para 

hacer la relación de áreas para los analitos. 

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

DER, % Compuesto 
0.1 mg L-1 0.5 mg L-1 1.0 mg L-1 

Trifenilfosfato 8.63 3.80 2.48 

Metribucina 3.65 0.43 1.19 
 

3. MÉTODO DE CONFIRMACIÓN 

Para la confirmación de los compuestos objeto de estudio se utilizó la técnica 

de cromatografía de gases con detección de espectrometría de masas (GC-MS). 

El método utilizado presenta las condiciones que a continuación se describen. El  

flujo de gas portador He fue 1.5 mL min-1 y se utilizó una columna capilar 

HP5MS (5 % de fenil metil siloxano entrecruzado, de 30 m de longitud, 0.25 mm 

de diámetro interno y 0.25 µm de espesor de fase estacionaria). El programa de 

temperaturas del horno fue el siguiente: temperatura inicial del horno de 80 ºC 
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que se mantiene durante 0.9 minutos, rampa de 70 ºC min-1 hasta de 225 ºC 

que se mantiene durante 5 minutos; la segunda rampa, también de 70 ºC min-1, 

alcanza una temperatura final de 275 ºC que se mantiene durante 5 minutos. El 

volumen de muestra inyectado es 1 µL en modo splitless con un tiempo de 

purga de de 1 minuto. El espectrómetro de masas opera en modo de impacto 

electrónico (con una energía de ionización de 70 eV), con 3.50 minutos de 

solvent delay, la temperatura de la interfase se mantiene a 285 ºC, y la 

temperatura de la fuente de iones se programa a 230 ºC, el tiempo de 

residencia (dwell time) es 100 milisegundos por ion. Se utiliza el modo SIM 

(Selected Ion Monitoring). Los iones seleccionados para cada compuesto son: 

198, 199, y 200 m/z para pirimetanil; 103, 144, y 198 m/z para metribucina; 

132, 160, y 206 m/z para metalaxil; 123, 167, y 224 m/z para diclofluanida; 

159, y 248 m/z para penconazol. La confirmación se basó, además del criterio 

del tiempo de retención,  en la presencia de los iones seleccionados con 

abundancias relativas de las respectivas abundancias en los patrones estándar 

(Document Nº SANCO/2007/3131). La Figura IV-2 representa el cromatograma 

típico de separación de los fungicidas y el patrón interno en las condiciones 

mencionadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV-2: Cromatograma con la identificación de los compuestos 
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1. EXTRACCIÓN LÍQUIDO-LÍQUIDO PARA MOSTOS Y VINOS 

1.1. Selección de las variables de extracción 

La cantidad extraída para cada compuesto depende de las variables 

utilizadas en la extracción líquido-líquido, tales como tipo y volumen de 

disolvente orgánico, volumen de muestra, tiempo de extracción por agitación 

orbital y cantidad de sal añadida para aumentar la fuerza iónica de la muestra. 

El volumen de muestra se considera fijo, 5 mL. El resto de variables se han 

estudiado y optimizado de manera univariante.  

En base al método utilizado por Sala y col. (1997), se realiza el estudio sobre 

muestras de mosto sintético a las que se le han añadido los cuatro fungicidas 

objeto del trabajo, en concentraciones iguales o superiores a sus límites 

máximos de residuos en uva, tal como se indica a continuación: 

 Para metalaxil y penconazol se consideran unas concentraciones 

de 20 mg L-1 y 2 mg L-1 respectivamente, diez veces superiores a sus LMR 

(2 mg L-1 y 0.2 mg L-1, respectivamente) 

 Para pirimetanil se considera una concentración de 5 mg L-1 

similar a su LMR (5 mg L-1). 

 Para diclofluanida se considera una concentración de 20 mg L-1, 

correspondiente al doble del LMR (10 mg L-1) 

Sala y col. proponen unas concentraciones diez veces superiores a los LMR, 

pero para pirimetanil y diclofluanida este estudio no se pudo realizar debido a 

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

En la metodología del estudio se consideran las siguientes condiciones de 

partida: un volumen fijo de muestra de 5 mL, 1 g de sal NaCl, 10 mL como 

volumen de disolvente orgánico para cada uno de los ensayados y 15 minutos 

como tiempo de extracción por agitación orbital. Para conocer la recuperación 

de los compuestos o rendimiento de extracción se prepararon disoluciones 

patrón de los fungicidas en la misma concentración en disolvente orgánico. 
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1.1.1 Tipo de disolvente orgánico 

Hexano, acetato de etilo (AcEt), acetona/diclorometano (1:1), ciclohexano 

acetato de etilo/ ciclohexano (1:1), se estudiaron como disolventes orgánicos de 

extracción basándose en su polaridad. La Tabla V-1 muestra los resultados de 

recuperación con la desviación estándar relativa (DER) obtenidos en el estudio 

realizado por triplicado. 

Los rendimientos más bajos se obtienen con ciclohexano seguido de la 

mezcla acetona/diclorometano. Con acetato de etilo y la mezcla acetato de 

etilo/ciclohexano los rendimientos son menores que con hexano y con una 

mayor dispersión. Los rendimientos de extracción con acetato de 

etilo/ciclohexano fueron ligeramente mayores que los de acetato de etilo, pero 

tiene la característica común con acetona/diclorometano y ciclohexano de no 

extraer uno de los compuestos a estudiar, diclofluanida. 

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

% RECUPERACIÓN  (DER) 
Compuesto 

Hexano 
Acetato de 

Etilo 
Acetona/ 

diclorometano 
Ciclohexano 

AcEt/ 
Ciclohexano 

Pirimetanil 56.9 (1.2) 35.3 (9.2) 26.6  (5.6) 22.7  (9.4) 42.7  (9.1) 

Metalaxil 54.7 (0.6) 35.7 (8.7) 28.5 (9.2) 18.7  (8.8) 45.8  (8.2) 

Diclofluanida 68.0 (7.0) 20.9 (8.4) N.D. N.D. N.D. 

Penconazol 55.0 (2.8) 34.8 (8.9) 29.1 (9.3) 39.2  (9.2) 43.9  (9.7) 

N.D.= No detectado.  DER = Desviación Estándar Relativa (n = 3) 

 En las condiciones anteriormente descritas y en base a los resultados 

obtenidos de valores superiores en la recuperación junto con una buena 

repetibilidad en la extracción, el disolvente seleccionado es hexano.  

Dado que los bajos rendimientos observados con una única extracción, 54.7  

y 68.0 %, se realizó una segunda extracción retirando el primer extracto 

orgánico. La recuperación de los compuestos con los dos extractos es mayor. En 

la Tabla V-2 se muestran las recuperaciones obtenidas con dos extracciones de 

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

una doble extracción de 10 + 10 mL. 

Tabla V-2: % Recuperación con una extracción doble 

Compuesto % Rec. (DER) 

Pirimetanil 98.3 (3.3) 
Metalaxil 94.4 (2.1) 

Diclofluanida 115.7 (12.5) 
Penconazol 91.0 (3.2) 

DER = Desviación Estándar Relativa (n =3) 

1.1.2 Volumen de disolvente 

Una vez seleccionado el disolvente de extracción se realizaron extracciones 

con volúmenes diferentes de hexano manteniendo las demás variables en su 

valor inicial. 

Los valores de recuperación obtenidos se muestran en la Tabla V-3.  

Tabla V-3: % Recuperación con diferentes volúmenes de disolvente 

% RECUPERACIÓN (DER) Vol.disolvente 

(mL) Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol 

2 98.4 (5.4) 84.6 (5.6) 26.8 (7.1) 86.2 (9.5) 

5 98.1 (8.0) 91.5 (7.1) 114.5 (16) 91.3 (9.3) 

10 98.9 (6.1) 94.8 (4.7) 117.7 (8.8) 93.1 (4.8) 

20 98.1 (9.4) 83.9 (4.5) 83.2 (7.0) 87.8 (9.6) 

DER = Desviación Estándar Relativa (n =3) 

La observación de los datos refleja que para pirimetanil, el volumen de 

disolvente no parece afectar a la extracción, obteniendo rendimientos superiores 

al 98 %. Metalaxil y penconazol tienen un comportamiento similar, los valores 

mayores de recuperación corresponden a volúmenes de 5 y 10 mL, aunque para 

un volumen de 10 mL los rendimientos son ligeramente superiores, 94.8 % y 

93.1 % para metalaxil y penconazol, respectivamente. Para diclofluanida los 
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valores mayores de recuperación también corresponden a volúmenes 

intermedios de 5 y 10 mL (114.5 y 117.7 %, respectivamente); mientras que 

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

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

mL  para la extracción líquido-líquido.  

1.1.3 Cantidad de sal (NaCl) 

La adición de sal favorece la migración de los analitos a la fase orgánica al 

aumentar la fuerza iónica de la fase acuosa y disminuir la solubilidad de los 

compuestos orgánicos en la misma. Se adicionaron cantidades de NaCl de 0.5 g 

1.0 y 1.5 g.  

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla V-4. Se observa que la 

adición de sal proporciona valores similares de recuperación para todos los 

fungicidas pirimetanil, metalaxil y penconazol cuando se añaden 0.5 y 1.0 g 

(próximos al 100 %) y valores ligeramente inferiores con 1.5 g. Se seleccionó 

0.5 g de NaCl como cantidad adecuada. 

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

% RECUPERACIÓN (DER) g NaCl 
Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol 

0.5 98.3 (6.6) 99.9 (3.7) 115.8 (9.4) 89.3 (7.1) 

1.0 100.5 (6.4) 100.8 (4.9) 119.9 (9.8) 92.8 (3.4) 

1.5 93.6 (7.0) 95.9 (6.9) 119.1 (12.1) 82.4 (2.4) 

DER = Desviación Estándar Relativa (n =3) 

1.1.4 Tiempo de extracción 

La extracción líquido-líquido es asistida con una agitación orbital, por lo tanto 

se estudió la influencia del tiempo de agitación orbital en la extracción de los 

compuestos. Los tiempos estudiados fueron 5, 10, 15, 20 y 30 minutos a una 

determinada velocidad de agitación, manteniendo los valores iniciales del resto 

de los parámetros, salvo los ya seleccionados (disolvente, cantidad de sal y 

doble extracción). 
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En la Tabla V-5 figuran los rendimientos obtenidos junto con las desviaciones 

entre paréntesis. Se observa que a partir de un tiempo de 10 minutos de 

agitación se alcanza el máximo rendimiento de extracción para pirimetanil, 

metalaxil y diclofluanida. La extracción de penconazol en estas condiciones es 

prácticamente independiente del tiempo de extracción. Se selecciona 10 

minutos como tiempo de agitación. 

Tabla V-5: % Recuperación en los diferentes tiempos de agitación 

% RECUPERACIÓN (DER) Tiempo 

(min) Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol 

5 96.6 (0.7) 99.1 (1.6) 118.0 (15.3) 89.6 (3.0) 

10 102.0 (5.6) 103.1 (4.1) 118.6 (3.7) 91.9 (2.6) 

15 105.0 (11.9) 104.0 (9.4) 100.8 (4.0) 89.9 (9.5) 

20 99.8 (4.6) 101.9 (2.7) 103.9 (12.2) 85.3 (4.9) 

30 98.9 (3.3) 100.6 (4.0) 88.1 (14.5) 87.1 (3.1) 

DER = Desviación Estándar Relativa (n =3) 

    Los parámetros de extracción seleccionados como más idóneos para los 

compuestos estudiados se resumen en la Tabla V-6.  

            Tabla V-6: Variables de extracción seleccionadas 

Volumen de muestra 5 mL 
Disolvente Hexano 

Tiempo de agitación 10 min 
Cantidad de NaCl 0.5 g 

Volumen de disolvente 10 + 10 mL 

1.2. Características analíticas del método 

La Tabla V-7 muestra los intervalos lineales de concentración de los 

fungicidas estudiados tanto en mosto como en vino sintético, los límites de 

detección (LD), los límites de cuantificación (LC), las ecuaciones de las rectas, 

los coeficientes de correlación (R2) y la desviación estándar relativa (DER) de las 

medidas. La calibración se realizó fortificando mosto y vino sintéticos con siete 

concentraciones diferentes, con 3 réplicas.  
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El límite de detección (LD) y el límite de cuantificación (LC) se determinaron 

inyectando extractos de vinos y mosto sintéticos sin fortificar (n=6) y midiendo 

la magnitud del ruido. LD y LC se estimaron como la concentración obtenida con 

el valor medio del ruido más tres o diez veces la desviación estándar, 

respectivamente (Miller y Miller, 2002). Se encontraron los menores límites para 

penconazol, mientras que los mayores límites fueron los correspondientes para 

diclofluanida.  

1.3. Selectividad 

La selectividad se determinó inyectando extracto de mosto y vino sintéticos 

no fortificados; se puede deducir de la Figura V-1 que no hay interferencias en 

los extractos de mosto y vino sintéticos. Las condiciones propuestas en el 

método de trabajo proporcionaron picos cromatógraficos definidos y 

reproducibles. El ruido fue similar independientemente de la matriz, mosto o 

vino.  

 

 

 

 

 

 

Figura V-1: Cromatogramas GC-NPD obtenidos después de ELL: (A) Extracto de 

mosto sintético fortificado; (B) Extracto de vino sintético fortificado (1000 μg  

L-1). Identificación de los picos: 1 Pirimetanil; 2 Metribucina (EI); 3 Metalaxil; 4 

Diclofluanida; 5 Penconazol 

1.4. Recuperación, precisión y exactitud 

Para la realización del estudio de recuperación de los compuestos una vez 

seleccionadas las variables de la extracción líquido-líquido, se prepararon 

disoluciones de mosto y vino sintéticos en presencia de los fungicidas objeto de 

estudio a dos niveles de concentración, 1 y 5 mg L-1. Se realizaron tres réplicas 

para cada nivel de concentración. 
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La exactitud fue determinada como el porcentaje de recuperación a los dos 

niveles de fortificación mencionados y la precisión se evaluó en términos de 

repetibilidad en los dos niveles de concentración. 

Las recuperaciones medias para pirimetanil, metalaxil y penconazol 

encontradas oscilaron desde 88.2 hasta 98.4 %. La Tabla V-8 muestra las 

medias de los resultados obtenidos para las dos matrices en los dos niveles de 

concentración. Los resultados muestran que los valores de desviación estándar 

relativa son menores del 10 %, entre 1.7 y 6.1 %. El ANOVA revela la ausencia 

de diferencias significativas (p>0.05) entre los dos tipos de muestra o matriz 

para pirimetanil, metalaxil y penconazol. Para diclofluanida los niveles de 

recuperación fueron muy superiores al 100 %, entre 115.5 y 174.9 %,  fueron 

muy diferentes entre las dos matrices, y los valores de desviación estándar 

relativa fueron mayores del 10 %. 

Tabla V-8: Recuperaciones medias y precisión (ambas en porcentaje) a las 

concentraciones de 1 y 5 mg L-1 después de fortificar las muestras de mosto y 

vino sintéticos 

RECUPERACIÓN, (DER) (%) 
Compuesto 

Mosto Vino 

Pirimetanil 96.7 (1.7) 98.4 (2.5) 

Metalaxil 92.8 (3.6) 93.9 (4.0) 

Diclofluanida 119.1 (9.3) 168.3 (12.3) 

Penconazol 88.2 (6.1) 89.8 (5.4) 

DER = Desviación Estándar Relativa (n =3) 

1.5. Evaluación del efecto matriz 

En  la bibliografía consultada se ha encontrado que algunos análisis de 

pesticidas en mostos y vinos mediante cromatografía gaseosa presentan 

notables errores por exceso, con recuperaciones muy superiores al 100% 

(Hajšlová y col. 1998; Erney y col. 1993). Este fenómeno es atribuido al posible 

efecto matriz cromatográfico; este efecto se explica por una mayor 
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transferencia de los analitos desde el inyector a la columna cromatográfica 

posiblemente como resultado de la presencia en el extracto de sustancias 

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

En este trabajo también se puede dar efecto matriz en la eficacia de 

extracción líquido-líquido debido a la diferente composición de las muestras 

objeto de estudio a lo largo del proceso fermentativo, con una disminución en la 

concentración de azúcar y un aumento en la de etanol obtenido en el proceso de 

fermentación alcohólica. El cambio en la composición de las muestras durante la 

fermentación alcohólica (transformación de mosto a vino) hace que sea 

necesario realizar el estudio del posible efecto matriz en el proceso de 

tratamiento de muestra. Para ello se prepararon disoluciones sintéticas con 

diferente composición en azúcar y etanol, simulando diferentes momentos de 

una fermentación. Se añadieron los fungicidas en dos niveles de concentración 

(1 y 5 mg L-1) y se aplicó por triplicado la metodología desarrollada de 

extracción líquido-líquido. Las recuperaciones se muestran en la Tabla V-9. 

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

dos niveles de concentración 

% RECUPERACIÓN (DER) 

Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol 
% 

Etanol 
(v/v) 

 

Glucosa 
(g L-1) 

1 
mg L-1 

5 
mg L-1 

1 
mg L-1 

5 
mg L-1 

1 
mg L-1 

5 
mg L-1 

1 
mg L-1 

5 
mg L-1 

0.0 200.0 
96.3 
(1.6) 

96.9 
(1.1) 

90.5 
(0.8) 

94.1 
(2.9) 

155.5 
(3.8) 

122.8 
(4.7) 

86.4 
(4.1) 

89.1 
(6.0) 

3.0 150.0 
97.7 
(1.5) 

97.5 
(1.5) 

93.3 
(0.9) 

95.2 
(1.7) 

168.2 
(1.8) 

174.9 
(4.5) 

88.2 
(4.6) 

90.9 
(1.7) 

6.0 100.0 
96.7 
(0.9) 

95.0 
(0.6) 

93.2 
(0.5) 

94.0 
(0.8) 

166.2 
(8.9) 

171.9 
(6.5) 

89.9 
(2.1) 

92.7 
(2.7) 

9.0 50.0 
99.2 
(0.5) 

97.4 
(1.0) 

96.6 
(1.9) 

95.9 
(0.4) 

160.2 
(2.7) 

168.5 
(7.3) 

90.3 
(1.9) 

89.4 
(0.7) 

12.0 0.0 
98.8 
(2.7) 

97.2 
(1.3) 

94.2 
(4.5) 

93.2 
(1.3) 

164.6 
(7.8) 

172.3 
(9.1) 

89.6 
(1.0) 

89.9 
(5.9) 

DER = Desviación Estándar Relativa (n =3) 
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El ANOVA realizado a los resultados obtenidos (Tabla V-9) muestra que no 

existen diferencias significativas (p>0.05) en la extracción por la diferente 

composición de las muestras en el caso de pirimetanil, metalaxil y penconazol. 

Para diclofluanida los rendimientos encontrados son superiores al 120% para 

todas las muestras sintéticas, y mayores cuanto mayor es el contenido en 

etanol. Por ello, no parece existir efecto matriz para pirimetanil, metalaxil y 

penconazol, y sí que se observa para diclofluanida. 

Con el fin de corroborar la existencia o no del efecto matriz se realizó el 

estudio de la respuesta lineal del método en las dos matrices. Las rectas 

obtenidas se muestran en las Figura V-2. El efecto matriz se evaluó comparando 

estadísticamente sus pendientes. En primer lugar se estudió la homogeneidad de 

las varianzas de dichas curvas de calibración mediante un test de la F de Fisher 

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

entre dos varianzas muestrales,  se calculó el estadístico F:   22
210 :  H

2
2

2
1

s

s
Fcal   

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

número de grados de libertad para el numerador y denominador es n – 2.  

Una vez calculados los estadísticos F para las desviaciones de las rectas 

obtenidas para las matrices estudiadas se comprobó que las varianzas de todas 

las rectas eran significativamente iguales. A continuación se realizó un test t-

Student para cada compuesto y matriz (mosto y vino) aplicando las siguientes 

ecuaciones para el cálculo de la varianza y del estadístico, tcal.  

4

)2()2(

21

2
/2

2
/1

/
21






nn

snsn
s xyxy

xy  



Capítulo V  Desarrollo de métodos analíticos  

   - 123 - 

El estadístico es: 
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Figura V-2: Rectas de calibrado en mosto y vino sintético para cada uno de los 

compuestos 

Los resultados muestran que no hay diferencias significativas entre las 

pendientes en mosto y vino sintético para pirimetanil, metalaxil y penconazol. 

Sin embargo, para diclofluanida las pendientes son estadísticamente diferentes. 

Por ello, se puede concluir que no existe efecto matriz para los fungicidas 

pirimetanil, metalaxil y penconazol, mientras que para diclofluanida además de 

observarse un efecto matriz cromatográfico por alcanzar recuperaciones del 

orden o superiores a 120 %, presenta diferencias en la recuperación en función 

del tipo de muestra (o matriz) en el que se realice el análisis; ello implica que 
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para realizar la determinación de diclofluanida en estas muestras, así como en 

el proceso de fermentación, es necesario realizar un calibrado por adición 

estándar para cada tipo de muestra o un calibrado en extracto de la matriz 

objeto de estudio. 

El método desarrollado de tratamiento de muestra mediante una extracción 

líquido-líquido con disolvente orgánico resulta válido para la consecución de los 

objetivos planteados en este estudio. Hay que considerar que para aquellos 

compuestos que presentan efecto matriz el trabajo de determinación se hace 

tedioso, por lo cual se plantea para estudios posteriores desarrollar otros 

métodos de tratamiento de muestra aplicando la extracción en fase sólida y 

evaluar la posibilidad de eliminar o minimizar el efecto de la matriz. 

1.6.  Validación del método en muestras reales 

1.6.1 Características analíticas del método 

Una vez desarrollado y optimizado el método en las matrices de mosto y vino 

sintéticos, se procedió a la aplicación del mismo en las matrices reales. En 

primer lugar se realizó el estudio de las características analíticas del método en 

este tipo de muestras. 

La Tabla V-10 muestra los intervalos lineales de concentración de los 

fungicidas estudiados tanto en mosto como en vino reales, los límites de 

detección (LD), los límites de cuantificación (LC), las ecuaciones de las rectas, 

los coeficientes de correlación (R2) y la desviación estándar relativa (DER) de las 

medidas. Las curvas de calibrado se obtuvieron fortificando mosto y vino reales 

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

El límite de detección (LD) y el límite de cuantificación (LC) se determinaron 

inyectando extractos de vinos y mosto sintéticos sin fortificar (n=6) y midiendo 

la magnitud del ruido. LD y LC se estimaron como la concentración obtenida con 

el valor medio del ruido más tres o diez veces la desviación estándar, 

respectivamente (Miller y Miller, 2002). 
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1.6.2 Selectividad 

Se evaluó la selectividad del método propuesto en muestras de mosto y vinos 

reales exentos de fungidas. La Figura V-3 muestra lo cromatogramas obtenidos 

de los blancos de mosto y vino reales fortificados. Las condiciones propuestas en 

el método de trabajo proporcionaron picos cromatógraficos definidos y 

reproducibles. El ruido fue similar independientemente de la matriz, mosto o 

vino.  

 

 

 

 

 

Figura V-3: Cromatogramas GC-NPD obtenidos después de ELL: (A) Extracto 

de mosto real fortificado; (B) Extracto de vino real fortificado (2500 μg L-1). 

Identificación de los picos: 1 Pirimetanil; 2 Metribucina (EI); 3 Metalaxil; 4 

Diclofluanida; 5 Penconazol 

1.6.3 Recuperación, exactitud y precisión  

Para la realización del estudio de recuperación de los compuestos se 

fortificaron muestras de mosto y vino reales exentos de fungicidas con los 

compuestos objeto de estudio a dos niveles de concentración, 1 y 5 mg L-1. Se 

realizaron tres réplicas para cada nivel de concentración. 

La exactitud fue determinada como el porcentaje de recuperación, a los dos 

niveles de fortificación mencionados. La precisión se evaluó en términos de 

repetibilidad en dos distintos niveles de concentración.  

Las recuperaciones medias obtenidas para pirimetanil, metalaxil y 

penconazol fueron entre 86.2 y 100.6 %. La Tabla V-11 muestra las medias de 

los resultados obtenidos para las dos matrices en los dos niveles de 

concentración. Los resultados muestran que los valores de desviación estándar 
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relativa son inferiores del 10 %, entre 1.4 y 4.9 %. El ANOVA revela la ausencia 

de diferencias significativas (p>0.05) entre los dos tipos de muestra o matriz 

para pirimetanil, metalaxil y penconazol. Sin embargo, para diclofluanida los 

niveles de recuperación fueron muy superiores al 120 % (120.0 y 132.9 % para 

mosto y vino respectivamente) fueron muy diferentes entre las dos matrices y 

con valores de desviación estándar relativa de 7.0 y 7.5 % para mosto y vino, 

respectivamente.  

Tabla V-11: Recuperaciones medias y precisión (ambas en porcentaje) para las 

concentraciones de 1 y 5 mg L-1 después de fortificar las muestras de mosto y 

vino real 

RECUPERACIÓN, (DER) (%) 
Compuesto 

Mosto Vino 

Pirimetanil 86.2 (1.9) 88.0 (1.4) 

Metalaxil 98.3 (3.7) 100.6 (3.7) 

Diclofluanida 120.0 (7.0) 132.9 (7.5) 

Penconazol 78.3 (4.3) 79.4 (4.9) 

DER = Desviación Estándar Relativa (n =3) 

1.6.4 Evaluación del efecto matriz en muestras reales 

 En primer lugar se realizó el estudio del posible efecto de la distinta 

composición de la matriz sobre la extracción de los compuestos. Para ello se 

fortificaron las muestras recogidas a distintos momentos durante la 

fermentación alcohólica de un mosto real ausentes de fungicidas, con el fin de 

tener distinta composición en azúcar y etanol de forma natural. Se añadieron los 

fungicidas a dos niveles de concentración (1 y 5 mg L-1) y se realizaron 

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

El ANOVA realizado demuestra que no existen diferencias significativas 

(p>0.05) en las recuperaciones obtenidas por la diferente composición de las 

muestras estudiadas ni entre los niveles de concentración (1 y 5 mg L-1) en el 

caso de los compuestos pirimetanil, metalaxil y penconazol. Diclofluanida 
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presenta recuperaciones superiores al 120%, y diferentes según la composició 

de las muestras y los niveles de concentración. 

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

niveles de concentración 

% RECUPERACIÓN (DER,%) 

Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol 

% 

Etanol 

(v/v) 

Azúcares 

(g L-1) 

1 
mg L-1 

5 
mg L-1 

1 
mg L-1 

5 
mg L-1 

1 
mg L-1 

5 
mg L-1 

1 
mg L-1 

5 
mg L-1 

0.00 220 
85.0 

(1.3) 

87.4 

(3.9) 

98.8 

(1.3) 

97.9 

(0.6) 

118.3 

(1.2) 

121.7 

(3.5) 

78.5 

(3.0) 

78.1 

(2.3) 

4.0 146 
83.5 

(2.2) 

86.2 

(3.8) 

98.5 

(0.8) 

97.8 

(1.4) 

119.3 

(3.4) 

125.9 

(4.9) 

80.1 

(4.0) 

78.7 

(2.7) 

7.0 91 
84.7 

(1.6) 

87.1 

(1.2) 

99.1 

(1.5) 

98.9 

(1.9) 

119.9 

(2.5) 

128.0 

(2.1) 

81.2 

(2.4) 

81.5 

(1.9) 

10.1 34 
83.8 

(3.0) 

87.3 

(2.8) 

101.1 

(2.2) 

99.1 

(1.3) 

124.2 

(6.5) 

132.4 

(6.4) 

81.6 

(2.8) 

79.9 

(3.3) 

11.7 <5 
88.9 

(0.9) 

87.1 

(0.7) 

101.1 

(2.2) 

100.1 

(2.6) 

144.3 

(1.3) 

131.4 

(1.8) 

78.4 

(1.6) 

80.5 

(1.6) 

DER = Desviación Estándar Relativa (n =3) 

Con el fin de corroborar la existencia o no del efecto matriz se realizó el 

estudio de la respuesta lineal del método en las dos matrices reales. Las rectas 

obtenidas se muestran en las Figura V-4.  

Se realizó un test t-Student de hipótesis para la comparación de las 

pendientes de dos líneas de regresión (mosto y vino) obtenidas para cada uno 

de los compuestos estudiados, con una significancia del 95 %. Los resultados 

muestran que no hay diferencias significativas entre las pendientes en mosto y 

vino real para pirimetanil, metalaxil y penconazol. Para diclofluanida resulta que 

sí existen diferencias significativas entre ambas pendientes. Por ello, se puede 

concluir que no existe efecto matriz en el análisis de pirimetanil, metalaxil y 

penconazol. Diclofluanida en estas matrices presenta efecto matriz 

cromatográfico por alcanzar recuperaciones superiores al 120 % y además 
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presenta diferencias en la recuperación en función del tipo de muestra (o 

matriz) en el que se realice el análisis. 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

compuestos 
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2. EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA PARA MOSTOS Y VINOS 

2.1. Selección de las variables de extracción 

Para el desarrollo del método basado en la extracción en fase sólida (solid 

phase extraction – SPE) se estudiaron dos tipos de sorbentes o fases, 

octadecilsilano 200 mg (LiChrolut RP-18) y poliestireno-divinilbenceno 200 mg 

(LiChrolut EN). 

La puesta a punto de la metodología conlleva diferentes etapas: 

acondicionado de la fase, introducción de muestra, secado y limpieza de la fase,  

y elusión analitos. La primera de todas ellas es el acondicionado de la fase que 

se realiza eluyendo con 5 mL de metanol y seguidamente con 3 mL de agua 

ultrapura Milli Q. 

El proceso de extracción se llevó a cabo en muestras de 5 mL de mosto y 

vino reales fortificadas a un nivel de concentración de 600 μg L-1 de cada 

fungicida objeto de estudio. Se evaluó la influencia de los siguientes aspectos: el 

volumen de muestra, la necesidad de una etapa de lavado, la composición de la 

disolución de lavado, el disolvente orgánico utilizado como eluyente y de 

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

 El rendimiento de extracción para cada compuesto se determina por 

comparación con los valores obtenidos con una disolución patrón de los 

fungicidas en metanol a la misma concentración. La cuantificación se realiza 

utilizando como estándar interno metribucina en concentración de 1 mg L-1. 

Con las mejores condiciones encontradas para cada tipo de fase sólida, 

volumen de muestra, volumen y composición en la etapa de lavado, eluyente y 

volumen de elución se propuso un método que ha sido validado y caracterizado 

para muestras reales de mosto y vino. 

2.1.1 Eluyente y volumen de eluyente 

El disolvente de elución junto con el tipo de fase sólida son esenciales para el 

método de extracción en fase sólida y dependen de la naturaleza química de los 
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analitos objeto de estudio. Seis disolventes orgánicos de diferente polaridad 

fueron evaluados para poder seleccionar el más adecuado para el método: 

hexano, cloroformo, acetato de etilo, metil-isobutilcetona (MIBK), acetona y 

metanol. Muestras de mosto (5 mL) fortificadas a un nivel de 600 μg L-1 de cada 

uno de los fungicidas fueron analizadas con cada disolvente. La elución se 

realizó con un volumen total de 5 mL estudiando la recuperación obtenida para 

cada fungicida por cada mL de eluyente que se añadía. Las Tablas V-13 y V-14 

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

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

RP-18 para cada mL de eluyente 

Fungicida RECUPERACIÓN (%) RP-18   

    
n-hexano metanol 

acetato 
de etilo 

cloroformo acetona MIBK 

Pirimetanil R1 0.0 84.2 98.8 69.9 88.0 82.4 

 R2 22.4 2.8 2.8 12.9 6.2 10.2 

 R3 2.1 2.6 1.2 3.1 7.5 6.6 

 R4 0.0 2.8 10.4 1.2 1.2 5.6 

 R5 0.0 8.6 0.6 1.2 7.6 18.9 

 total 24.5 101.0 113.8 88.3 110.5 123.7 

Metalaxil R1 0.0 99.3 102.5 80.4 82.6 97.2 

 R2 19.2 2.0 5.3 11.6 7.8 21.9 

 R3 4.4 4.3 0.0 0.0 22.0 15.9 

 R4 0.0 3.9 15.4 0.0 1.7 17.0 

 R5 0.0 11.4 0.0 0.0 5.8 26.9 

 total 23.6 120.9 123.2 92.0 119.9 178.9 

Diclofluanida R1 5.3 125.5 137.4 97.2 132.4 181.9 

 R2 70.1 3.3 2.7 8.3 6.9 22.5 

 R3 35.4 2.6 1.5 24.0 3.1 17.2 

 R4 16.7 9.4 10.1 0.9 0.6 17.1 

 R5 0.0 8.0 0.9 1.5 2.8 14.9 

 total 127.5 148.8 152.6 131.9 145.8 253.6 

Penconazol R1 0.0 128.2 111.4 84.6 74.3 107.2 

 R2 11.1 3.2 3.7 75.9 10.9 11.8 

 R3 0.0 2.7 1.1 0.0 43.8 4.2 

 R4 0.0 2.6 21.4 0.0 1.8 2.8 

 R5 0.0 16.2 0.0 0.0 6.3 4.2 

 total 11.1 152.9 137.6 160.5 137.1 130.2 
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Tabla IV-14: Recuperaciones obtenidas con los diferentes disolventes en la fase 

EN para cada mL de eluyente 

Fungicida RECUPERACIÓN (%) EN    

    
n-hexano metanol 

acetato 
de etilo 

cloroformo acetona MIBK 

Pirimetanil R1 0.9 7.0 54.7 12.5 42.7 82.7 

 R2 0.0 7.8 18.0 14.9 22.8 23.9 

 R3 0.0 11.6 6.0 13.3 6.0 12.3 

 R4 0.0 86.8 2.4 10.1 5.7 8.5 

 R5 0.0 11.5 2.0 8.9 1.1 6.7 

 total 0.9 124.7 83.1 59.7 78.3 134.1 

Metalaxil R1 5.7 33.3 68.7 44.4 85.5 99.3 

 R2 0.0 22.7 16.9 20.6 16.8 21.9 

 R3 0.0 19.7 8.2 12.7 2.9 18.1 

 R4 0.0 107.3 4.1 5.5 4.8 16.7 

 R5 0.0 7.4 2.5 8.1 0.0 10.4 

 total 5.7 190.4 100.4 91.3 110.0 166.4 

Diclofluanida R1 1.4 89.9 99.3 40.5 89.3 179.3 

 R2 0.9 20.0 18.5 29.9 23.6 74.4 

 R3 1.7 20.2 4.6 18.8 1.4 37.0 

 R4 2.1 135.0 1.7 11.3 3.3 28.4 

 R5 28.8 13.4 0.9 10.7 2.1 27.4 

 total 34.9 278.5 125.0 111.2 119.7 346.5 

Penconazol R1 0.0 28.2 72.3 29.8 75.0 91.9 

 R2 12.5 18.6 14.8 20.8 22.2 19.8 

 R3 0.0 15.5 4.4 13.4 6.4 8.4 

 R4 0.0 133.8 1.9 5.1 3.7 3.2 

 R5 0.0 8.7 0.0 4.0 2.1 0.0 

 total 12.5 204.8 93.4 73.1 109.4 123.3 

Con n-hexano se obtienen las recuperaciones más bajas en ambas fases, 

inferiores al 12.5 % en la fase EN y al 23.7 % en la fase RP-18, excepto para 

diclofluanida. En el resto de disolventes las recuperaciones oscilan entre 59.7 %, 

utilizando cloroformo y cartuchos Lichrolut-EN, y 346.4 % utilizando MIBK 

también en cartucho Lichrolut-EN. Se observa que con MIBK las recuperaciones 

obtenidas son muy superiores al 120 % en todos los casos. Con metanol como 

disolvente se obtienen valores elevados comprendidos entre 101.0 y 152.8 % 

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

recuperación en el cuarto mililitro de extracción.  

Para acetato de etilo y acetona con la fase RP-18 ya en el primer mililitro de 

elución se obtienen recuperaciones comprendidas entre un 74.3 % y un 137.4 % 

respecto al total de los 5 mL que varía entre un 110.5 % y un 152.6 %.  

Respecto a la fase EN, con estos mismos disolventes, las recuperaciones oscilan 

entre 42.7 % y 99.3 % en el primer mililitro, y entre 78.3 y 125 % en el total de 

los 5 mL. Por estas razones se seleccionaron ambos disolventes para continuar 

el estudio de optimización del método. Dado que la mayor recuperación con 

estos eluyentes se obtiene ya en el primer mililitro y para el cuarto mililitro 

añadido la recuperación es superior al 97 %, se consideró un volumen total de 4 

mL como volumen de elución. Con el fin de garantizar la completa elución se 

realizaron dos etapas de elución con 2 mL de disolvente orgánico (2 mL +2 mL). 

2.1.2 Etapa de lavado 

Los cartuchos se lavaron con una disolución mezcla de agua/metanol y para 

comprobar la influencia de esta etapa se estudiaron diferentes relaciones de 

agua/metanol en la disolución. 5 mL de muestra fortificada con los fungicidas en 

una concentración de 600 μg L-1 se hacen pasar a través de los cartuchos. Para 

este estudio se trabaja con dos muestras de diferente matriz: matriz acuosa de 

mosto y matriz hidroalcohólica de vino. De esta forma se puede observar la 

existencia o no del efecto que la presencia de alcohol en la matriz y en la mezcla 

de lavado tendría en la eficacia de extracción.  

La disolución de lavado está formada por diferentes relaciones agua/metanol 

desde sólo agua  a sólo metanol (10/0; 9/1; 7/3; 5/5; 3/7; 0/10). En las Tablas 

V-15 y V-16 se muestran las recuperaciones obtenidas para los fungicidas 

utilizando 4 mL (2+2 mL) de los eluyentes, acetato de etilo y acetona, y 2 mL 

como volumen de lavado de la mezcla seleccionada  para cada una de las fases 

sólidas estudiadas en matrices mosto y vino.  

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

relaciones en las cuales la proporción de metanol es mayor a la del agua el 
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rendimiento disminuye fuertemente. Al aumentar la proporción de metanol, se 

pierde cantidad de los fungicidas objeto de estudio en el lavado al ser éstos más 

solubles en este disolvente (The Pesticide Manual, 1997). En el resto de 

relaciones (10/0, 9/1, 7/3) los rendimientos de extracción son superiores al 85.0 

% para los cuatro fungicidas y en ambas matrices.  

En la fase EN el efecto de la presencia del metanol en la mezcla de lavado es 

menos acusado y solo cuando la relación es elevada (3/7 y 0/10) disminuye la 

recuperación. En el resto de relaciones los rendimientos de extracción son 

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

Se observa un efecto más acusado entre mosto y vino cuando el eluyente 

es acetona, y en especial cuando la fase es LiChrolut EN. Se selecciona a partir 

de esta etapa acetato de etilo como eluyente.  

 

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

LAVADO  % RECUPERACIÓN RP-18 

 Pirimetanil  Metalaxil Relación 
agua / 

metanol 
Matriz 

 Acetato de etilo Acetona  Acetato de etilo Acetona 
Mosto  97.2 94.4  100.5 107.4 

Sin lavado 
Vino  101.6 88.8  102.1 95.1 

Mosto  86.2 92.6  120.9 117.8 
10/0 

Vino  86.3 114.4  97.6 106.5 

Mosto  86.3 87.6  104.0 116.9 
9/1 

Vino  88.3 83.8  103.9 91.7 

Mosto  89.7 86.5  112.2 110.9 
7/3 

Vino  86.6 86.6  101.3 93.6 

Mosto  72.9 81.9  99.8 107.5 
5/5 

Vino  79.7 80.6  117.0 97.8 

Mosto  57.1 47.3  11.9 4.6 
3/7 

Vino  57.5 43.5  17.6 4.8 

Mosto  16.8 12.5  8.9 29.9 
0/10 

Vino  14.3 4.5  6.1 1.5 
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LAVADO  % RECUPERACIÓN RP-18 

 Diclofluanida  Penconazol Relación 
agua / 

metanol 
Matriz 

 Acetato de etilo Acetona  Acetato de etilo Acetona 

Mosto  109.0 112.3  115.5 128.6 
Sin lavado 

Vino  94.1 94.5  105.0 106.8 

Mosto  113.6 93.0  101.4 115.2 
10/0 

Vino  103.0 102.4  93.8 114.0 

Mosto  100.3 89.9  98.4 114.4 
9/1 

Vino  104.0 91.0  97.0 89.1 

Mosto  106.4 92.2  111.5 114.5 
7/3 

Vino  104.9 97.5  96.7 93.0 

Mosto  96.2 90.7  92.9 109.2 
5/5 

Vino  120.8 110.5  113.9 107.4 

Mosto  42.7 25.0  79.3 75.2 
3/7 

Vino  40.5 20.1  74.9 59.2 

Mosto  24.9 6.7  31.5 55.7 
0/10 

Vino  10.4 4.3  15.5 6.2 

 

Tabla IV–16: Recuperaciones con distintos lavados para la fase EN 

LAVADO  % RECUPERACIÓN EN 

 Pirimetanil  Metalaxil Relación 
agua / 

metanol 
Matriz 

 Acetato de etilo Acetona  Acetato de etilo Acetona 

Mosto  81.5 80.1  99.1 105.6 
Sin lavado 

Vino  79.3 82.8  102.1 95.1 

Mosto  69.3 83.1  75.7 117.8 
10/0 

Vino  76.9 81.3  96.1 81.8 

Mosto  65.8 85.1  78.0 121.2 
9/1 

Vino  83.5 79.7  102.2 79.2 

Mosto  91.7 94.1  97.3 125.9 
7/3 

Vino  81.3 89.1  96.2 94.7 

Mosto  58.4 74.9  107.3 127.7 
5/5 

Vino  61.6 74.1  96.7 106.4 

Mosto  77.2 88.0  106.7 120.0 
3/7 

Vino  75.1 83.5  86.0 66.8 

Mosto  50.5 61.5  30.8 43.9 
0/10 

Vino  50.4 56.6  27.1 28.2 
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LAVADO  % RECUPERACIÓN EN 

 Diclofluanida  Penconazol Relación agua / 
metanol  Acetato de etilo Acetona  Acetato de etilo Acetona 

Mosto  114.9 118.7  117.0 113.3 
Sin lavado 

Vino  120.1 112.2  110.0 117.8 

Mosto  91.7 93.5  72.4 96.7 
10/0 

Vino  108.8 104.3  90.6 85.9 

Mosto  91.3 94.6  72.4 99.2 
9/1 

Vino  111.3 99.9  98.7 77.3 

Mosto  102.0 102.1  92.8 102.2 
7/3 

Vino  107.8 110.4  89.1 95.4 

Mosto  83.6 95.0  90.5 92.7 
5/5 

Vino  104.9 109.7  84.6 97.8 

Mosto  98.7 95.6  107.5 95.3 
3/7 

Vino  98.5 92.6  83.2 65.9 

Mosto  46.8 49.8  54.9 66.7 
0/10 

Vino  43.5 47.0  36.2 38.4 

 

A continuación se llevó a cabo un estudio con diferentes volúmenes de lavado 

utilizando las mejores relaciones agua/metanol  en cada fase, 9/1 para RP-18 y 

7/3 para EN. La Tabla V-17 recoge las recuperaciones obtenidas al realizar 

lavados con 1, 2 y 5 mL.  

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

para cada fase 

Matriz  
RP-18 

Agua / metanol 
(9/1) 

 EN 
Agua / metanol 

(7/3) Compuesto 

   1 mL 2 mL 5 mL  1 mL 2 mL 5 mL 

Mosto  91.5 97.7 90.9  66.8 68.1 70.5 
Pirimetanil 

Vino  89.4 96.2 90.7  71.0 72.4 73.2 

Mosto  105.4 106.5 108.7  94.3 97.7 100.2 
Metalaxil 

Vino  98.5 104.8 104.3  82.5 81.4 86.0 

Mosto  92.7 94.7 93.0  69.3 68.3 75.9 
Diclofluanida 

Vino  93.8 96.2 89.0  72.4 74.3 75.1 

Mosto  96.4 98.3 94.5  89.9 88.9 88.5 
Penconazol 

Vino  103.0 95.8 98.0  77.8 77.1 77.0 
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En la fase RP-18, las recuperaciones fueron mayores al 94.7 % y similares en 

las dos matrices para todos los compuestos.  

La fase de ODS proporciona mejores resultados de extracción y con menores 

diferencias entre las dos matrices que la fase EN. Se escogió la fase RP-18 como 

la mejor opción para desarrollar el método de extracción en fase sólida. La etapa 

de lavado consistió en pasar a continuación de la muestra 2 mL de una mezcla 

de agua/metanol (9/1). 

2.1.3 Volumen de ruptura 

Un ensayo para la determinación del volumen de ruptura se realizó de 

acuerdo al procedimiento descrito por Hennio (2000). Consiste en ir 

incrementando el volumen de muestra que se pasa a través del cartucho, de tal 

manera que las concentraciones de las disoluciones deben ser tales que la 

cantidad a retener en el cartucho sea siempre la misma.  

Mientras no se produzca la ruptura la cantidad retenida con el paso de la 

muestra permanece constante hasta que se produce la ruptura, momento en 

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

El ensayo se llevó a cabo con muestras fortificadas con 1 μg de cada 

fungicida. Debido a la diferente composición de las muestras, disolución acuosa 

(mosto) y disolución hidroalcohólica (vino) el estudio se realiza con ambas 

matrices. El volumen de muestra se modificó para determinar el volumen de 

ruptura de cada compuesto desde 1 hasta 150 mL. Los resultados obtenidos se 

muestran en la Tabla V-18 tanto para matriz mosto como para vino. Las 

recuperaciones obtenidas para los volúmenes de 1 a 10 mL están entre 93.4 % 

y 107.5 % y se pueden considerar constantes para todos los fungicidas. Para 

pirimetanil, el rendimiento es constante hasta 50 mL. En 150 mL se produce la 

ruptura. Para el resto de compuestos, a partir de 10 mL, las recuperaciones 

comienzan a disminuir. En ninguno de los plaguicidas estudiados aparecen 

diferencias significativas en el comportamiento entre la matriz mosto y vino en 

el margen de volúmenes estudiados. De acuerdo con este hecho, 5 mL se fijó 

   - 137 - 



Capítulo V  Desarrollo de métodos analíticos  

como un volumen de muestra apropiado para la SPE con fase RP-18 para todos 

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

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

Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol Volumen 
(mL) Mosto Vino Mosto Vino Mosto Vino Mosto Vino 

1 
104.5 
(0.5) 

103.4 
(1.2) 

104.2 
(3.0) 

96.7 
(8.5) 

105.8 
(3.2) 

99.9 
(1.2) 

106.0 
(6.1) 

101.7 
(10.9) 

2 
99.1 
(3.0) 

102.2 
(2.3) 

97.7 
(1.55) 

94.3 
(4.8) 

97.7 
(2.3) 

95.0 
(3.1) 

95.7 
(3.6) 

98.0 
(8.8) 

5 
98.4 
(2.2) 

96.7 
(3.5) 

105.8 
(1.9) 

105.2 
(2.2) 

93.4 
(0.9) 

95.2 
(3.1) 

96.9 
(1.8) 

99.3 
(7.8) 

10 
107.5 
(0.8) 

105.9 
(1.6) 

105.8 
(2.3) 

102.3 
(4.7) 

103.3 
(1.5) 

100.2 
(1.3) 

103.6 
(5.7) 

101.3 
(6.7) 

25 
94.3 
(0.8) 

93.0 
(1.1) 

95.6 
(6.6) 

98.5 
(9.2) 

87.9 
(2.5) 

88.3 
(1.4) 

95.4 
(7.0) 

90.1 
(7.1) 

50 
98.2 
(0.2) 

99.0 
(3.2) 

88.5 
(1.6) 

65.3 
(2.3) 

78.3 
(2.5) 

88.7 
(1.2) 

83.5 
(9.2) 

86.2 
(1.9) 

150 
86.2 
(1.4) 

80.4 
(1.7) 

84.1 
(0.6) 

58.7 
(3.9) 

77.1 
(4.2) 

77.3 
(0.8) 

67.1 
(5.3) 

73.6 
(3.5) 

 

2.2. Validación del método 

2.2.1 Selectividad 

La selectividad fue comprobada inyectando extractos de muestras de mosto y 

vino reales sin fortificar. Se puede deducir de las Figuras V-5 que no existen 

interferencias en los extractos de un mosto real y un vino real obtenidos de uvas 

tintas. Las condiciones propuestas generan picos cromatográficos estrechos y 

reproducibles. 
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Figura V-5: Cromatogramas GC-NPD de extractos obtenidos después de SPE-

C18 de (A) mosto no fortificado; (B) mosto fortificado (600 μg L-1). (C) vino no 

fortificado; (D) vino fortificado (600 μg L-1). Identificación de picos: 1 

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

 

En la Figura V-6, se muestran los cromatogramas para el método GC-MS, 

que permite la confirmación de los fungicidas con buena resolución y no muestra 

picos interferentes. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V-6: Cromatogramas GC-MS obtenidos después de SPE-C18 de (A) 

mosto fortificado (600 μg L-1); (B) vino fortificado (600 μg L-1). Identificación de 

picos: 1 Pirimetanil; 2 Metribucina (SI); 3 Metalaxil; 4 Diclofluanida; 5 

Penconazol 
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2.2.2 Calibración, linealidad, límites de detección y cuantificación 

Con el objetivo de estimar la linealidad de las rectas de calibrado y reducir los 

errores cuantitativos procedentes del efecto matriz se pueden utilizar diferentes 

métodos, como adición estándar o calibrado externo con los patrones disueltos 

en un extracto de una muestra no fortificada. Sin embargo, en este estudió se 

utilizó una calibración en extracto de matriz (“matrix matched calibration”) con 

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

Una calibración en matriz consiste en obtener extractos de muestras de 

mosto y vino reales procedentes de uvas sin tratar, que son fortificados con 

cantidades variables de los fungicidas (0.01 a 10.0 mg L-1). Las rectas de 

calibrado para los fungicidas fueron realizadas representando el área relativa 

con respecto al patrón interno metribucina frente a la concentración de analito 

usando un total de siete extractos de mosto y vino exentos de fungicidas. Los 

parámetros de regresión lineal, coeficientes de correlación (r) de las rectas y 

repetibilidad de las áreas relativas de los picos para la determinación de los 

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

El límite de detección (LD) y el límite de cuantificación (LC) se determinaron 

inyectando un número de extractos de muestras reales de mosto y vino no 

fortificadas (n=6) y midiendo la magnitud del ruido de fondo de las respuesta 

analítica. LD y LC se estimaron como las concentraciones obtenidas con el valor 

medio del ruido más tres veces o diez veces su desviación estándar, 

respectivamente (Miller y Miller 2002; Nozal y col. 2005). Los límites de 

detección y cuantificación más bajos corresponden a pirimetanil, 0.08 y 0.09 μg 

L-1, mientras que los límites superiores se encuentran para metalaxil, 7.66 y 

9.34 μg L-1. 

Se realizó un calibrado en extracto (“matrix matched”) para el método de 

confirmación GC-MS. En el rango de 0.01 a 10.00 mg L-1 en extractos de mosto 

y vino, se obtuvo también una excelente linealidad (coeficientes de correlación > 

0.9995). El método de GC-MS mostró límites de detección entre 0.02 y 1.07 µg 

L-1, y de cuantificación entre 0.05 y 3.58 µg L-1 en mosto y vino, para todos los 

compuestos. 
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2.2.3 Recuperación, exactitud y precisión 

Considerando el criterio de aceptabilidad de obtener recuperaciones entre 70 

y 120 % con precisiones (expresadas como desviación estándar relativa) del 20 

% (Documento Nº SANCO/2007/3131), el método analítico desarrollado 

presenta recuperaciones y precisiones (repetibilidad) dentro del rango de 

aceptabilidad. La repetibilidad expresa la precisión bajo las mismas condiciones 

de trabajo en un corto intervalo de tiempo. La repetibilidad se expresa como una 

estimación de la desviación estándar relativa (DER) de un número de muestras 

estadísticamente significante. 

Se prepararon por triplicado muestras de mosto y vino fortificadas con tres 

niveles de concentración para cada pesticida: 0.1, 1.0 y 5.0 mg L-1. Se 

realizaron tres determinaciones para una misma muestra real de mosto y vino 

fortificada. Los resultados muestran que la desviación estándar relativa fue 

menor de 10 %, entre 0.5 y 9.2 % (Tabla V-20). 

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

fortificación 

 0.1 mg L -1  1.0 mg L -1  5.0 mg L -1 Fungicida 
  Mosto Vino  Mosto Vino  Mosto Vino 

Pirimetanil  
100.0 
(2.3) 

99.9 
(2.5) 

 
96.6 
(1.3) 

94.6 
(1.9) 

 
98.7 
(0.5) 

95.5 
(2.1) 

Metalaxil  
106.6 
(4.5) 

105. 9 
(4.3) 

 
105.7 
(2.2) 

105.9 
(3.1) 

 
105.0 
(5.4) 

103.8 
(3.6) 

Diclofluanida  
93.4 
(2.4) 

95.2 
(2.6) 

 
90.1 
(1.3) 

92.2 
(1.6) 

 
91.4 
(2.2) 

91.3 
(1.8) 

Penconazol  
98.3 
(9.2) 

98.6 
(8.4) 

 
94.2 
(7.4) 

98.4 
(2.2) 

 
98.2 
(7.4) 

101.0 
(5.3) 

La recuperación y exactitud se determinaron en muestras reales fortificadas 

de mosto y vino a los tres niveles de concentración mencionados anteriormente. 

Las recuperaciones medias están en un rango entre 90,1 y 106.6 %. La Tabla V-

21 muestra las medias de los resultados obtenidos en los dos tipos de matriz y 

niveles. El análisis de la varianza realizado con los datos reveló la ausencia de 

diferencias significativas (p>0.05) entre los niveles ensayados de fortificación y 

entre los dos tipos de muestra o matriz.  

   - 142 - 



Capítulo V  Desarrollo de métodos analíticos  

   - 143 - 

Tabla IV-21: Recuperación media  en las dos matrices. Recuperación media 

total (DER, %) 

Fungicida Mosto Vino Todos 

Pirimetanil 98.4 (1.7) 96.7 (2.9) 97.6 (2.4) 

Metalaxil 105.8 (0.8) 105.2 (1.1) 105.5 (1.0) 

Diclofluanida 93.4 (2.4) 95.2 (2.6) 92.3 (2.0) 

Penconazol 96.9 (2.4) 99.3 (1.4) 98.1 (2.2) 

2.3. Evaluación del efecto matriz 

El cambio en la composición de las muestras durante la fermentación 

alcohólica hace necesario realizar un estudio del posible efecto matriz en el 

proceso de tratamiento de las muestras. Se ha estudiado el posible efecto de 

este cambio en el proceso de extracción en fase sólida. Para ello, se estudió la 

respuesta lineal del método en las matrices: extractos de mosto y vino, y 

disolvente acetato de etilo. La similitud en las rectas de calibrado en las matrices 

indicaría que no existe efecto matriz en la extracción de los compuestos ni en la 

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

Se realizó un test t-Student de hipótesis para la comparación dos a dos de las 

pendientes de las líneas de regresión obtenidas para cada uno de los fungicidas 

estudiados, con un nivel de significación del 95 %. Los resultados muestran que 

no hay diferencias significativas entre las rectas de calibrado en mosto y vino 

para pirimetanil, metalaxil, diclofluanida y penconazol. Se puede concluir que no 

hay efecto matriz en el análisis de estos compuestos en mosto y vino.  
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Figura IV-7: Rectas de calibrado en acetato de etilo, y en extractos de mosto y 

vino reales para cada uno de los compuestos 

 

3. COMPARACIÓN DE MÉTODOS DE EXTRACCIÓN EN MATRICES 

REALES 

Una vez validados los métodos de extracción para muestras reales, a 

continuación se comparan los dos métodos, extracción líquido-líquido (LLE) y 

extracción en fase sólida (SPE). En las siguientes Figuras V-8 y V-9 se 

representan las recuperaciones medias obtenidas con los dos métodos de 

extracción, para todos los niveles de concentración, y para cada uno de los 

compuestos fitosanitarios estudiados en matriz mosto y matriz vino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

real con los dos métodos de extracción 
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Figura IV-9: Recuperaciones medias obtenidas para cada compuesto en mosto 

real con los dos métodos de extracción 

Para pirimetanil se aprecian desviaciones similares entre los dos métodos, 

pero en el caso de la SPE se obtienen mayores rendimientos de extracción. 

Se obtuvieron recuperaciones ligeramente superiores y desviaciones 

ligeramente inferiores para metalaxil en el caso de SPE. 

Para diclofluanida, los porcentajes de recuperación obtenidos con LLE son 

muy superiores al 100 %. Estos errores por exceso se deben al efecto de la 

matriz cromatográfico. Además, las recuperaciones son muy diferentes en las 

dos matrices objeto de estudio, lo que indica que la extracción depende de la 

composición de la matriz. Este efecto no se observa con SPE, siendo un método 

más preciso y con rendimientos superiores al 90 %.  

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

mayores reproducibilidad. 

No se observa efecto matriz para los fungicidas pirimetanil, metalaxil, 

diclofluanida y penconazol con SPE. Diclofluanida presenta un marcado efecto 

matriz con LLE.  

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

LLE  SPE 
Fungicida 

Mosto Vino  Mosto Vino 

Pirimetanil 86.2 (1.9) 88.0 (1.4) 
 

98.4 (1.7) 96.7 (2.9) 

Metalaxil 98.3 (3.7) 100.6 (3.7) 
 

105.8 (0.8) 105.2 (1.1) 

Diclofluanida 120.0 (7.0) 137.8 (8.6) 
 

93.4 (2.4) 95.2 (2.6) 

Penconazol 78.3 (4.3) 79.4 (4.9) 
 

96.9 (2.4) 99.3 (1.4) 

La extracción en fase sólida asegura la extracción prácticamente cuantitativa 

de los compuestos con recuperaciones mayores a 93.4%), habiendo evitado el 

efecto matriz para diclofluanida. 

En cuanto a límites de cuantificación y sensibilidad, los dos métodos 

presentan características similares. 

También se puede realizar una comparación en función de ventajas e 

inconvenientes operacionales, que en muchos casos son cuestiones muy 

influyentes y decisivas. El método de extracción líquido-líquido presenta 

ventajas como la utilización de material convencional, pero tiene como 

inconvenientes el consumo elevado de disolventes orgánicos y que el proceso 

resulta largo y tedioso. El método de extracción en fase sólida presenta ventajas 

como ahorro de tiempo, reducción en el uso de disolventes, eliminación de 

emulsiones y un alto potencial para la automatización. Como inconveniente se 

encuentra la necesidad de un material específico.  

Con todo ello, se puede concluir que el método de extracción en fase sólida 

con cartuchos de octadecilsilano es el más adecuado para el análisis de los 

fungicidas estudiados en muestras reales de vinificación. 

Los límites de detección y cuantificación para cada matriz analizada se 

comparan con los LMRs establecidos por la Unión Europea, US Environmental 

Protection Agency (EPA) y Codex Alimentarius (España), en la Tabla V-23. Cabe 

destacar que estos valores están referidos al fruto de la vid y no a los productos 

mosto o vino. Considerando estos valores los límites de cuantificación obtenidos 
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están muy por debajo de los Lars, siendo el método es adecuado para 

determinar estos fungicidas en mosto y en vino.  

Tabla IV-23: Valores de los Límites Máximos de Residuos (LMRs) en uvas 

(µg g-1) de varias agencias 

Compuesto 
LMR 

Legislación 
Española 

LMR Unión 
Europea 

LMR EPA 

Pirimetanil 5 5 5 

Metalaxil 1 1 2 

Diclofluanida 10 10 n.d. 

Penconazol 0.2 0.2 n.d. 

   n.d. = no definido 
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4. EXTRACCIÓN SÓLIDO - LÍQUIDO PARA UVAS 

Con el fin de determinar y cuantificar los residuos de los fungicidas objeto de 

estudio en uvas de vinificación, a continuación se procede a desarrollar una 

metodología analítica para la extracción de los compuestos en diferentes partes 

o fracciones de la uva, superficie exterior, piel (u hollejo) y pulpa. Esta 

metodología servirá para el análisis de muestras de uvas tratadas en campo 

(Capítulo VI de esta memoria) así como para la realización de un estudio en el 

laboratorio sobre la distribución y la retención de los compuestos objeto de 

estudio en las uvas.  

4.1. Procedimiento de extracción 

Se han propuesto tres procedimientos de extracción considerando 

concentraciones residuales de fungicidas en tres partes del fruto: 

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

de plaguicidas retenidos por adsorción sobre la piel. 

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

absorción sobre la piel de la uva. 

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

fruto. 

Durante los años 2005 y 2006 se vendimiaron racimos de uvas de la 

variedad Tempranillo en la zona vitícola de Rioja Baja, sobre los cuales no se 

había realizado aplicación de producto fitosanitario alguno y que se consideran 

uvas testigo o control para poder realizar los estudios analíticos de los 

compuestos. Los granos de uvas seleccionados en cada racimo (parte superior, 

media e inferior) fueron congelados a –20 ºC en botes de 150 mL con 75 granos 

en cada bote.  

Antes de la utilización de las uvas, los botes fueron mantenidos en frigorífico 

a 4 ºC durante 24 horas para la descongelación de las uvas. Para su 

manipulación se mantienen durante una hora a temperatura ambiente. Las uvas 

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

La recuperación de los residuos en la parte exterior o superficie de la baya se 

lleva a cabo por una simple disolución de los mismos en agua mediante lavado 

con agua corriente.  50 mL de agua corriente se añadieron a 25 g de uvas en un 

vaso de precipitados de 250 mL de volumen, cubriéndolos completamente para 

disolver el posible residuo de fungicida que queda en la superficie o parte 

exterior de la baya. El vaso se mantuvo en un baño de ultrasonidos durante 30 

minutos de agitación a temperatura ambiente. Para asegurar la completa 

disolución de los fungicidas de la parte exterior se realizaron cuatro lavados 

sucesivos de uvas tratadas. El análisis cromatográfico posterior no mostró señal 

alguna a partir del segundo lavado. El método propuesto supone un lavado con 

50 mL de agua del grifo. El agua se concentró hasta 5 mL en rotavapor para un 

posterior análisis por extracción en fase sólida (SPE), método desarrollado en el 

Apartado 2 de este Capítulo. 

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

Los residuos que han sido retenidos por el hollejo se recuperan mediante una 

extracción con disolvente orgánico. Una vez lavadas las bayas y retirada el agua 

de lavado, se dejan secar sobre papel de filtro a temperatura ambiente durante 

10 minutos. Las uvas lavadas y secas se introducen con 50 mL de acetato de 

etilo en un vaso de precipitados de 250 mL. El vaso se introduce en el baño de 

ultrasonidos durante un tiempo de 30 minutos. Para asegurar la completa 

extracción en la piel, se realizaron cuatro extracciones consecutivas de uvas 

tratadas, con 50 mL de disolvente y 30 minutos en baño de ultrasonidos. Los 

extractos fueron inyectados en el cromatógrafo de gases. No se observó ninguna 

señal a partir de la tercera extracción. El método propuesto para los hollejos 

supone dos extracciones con 50 mL de acetato de etilo durante 30 minutos en 

ultrasonidos para cada extracción. Los dos extractos se combinan, se secan con 

Na2SO4 anhidro y se filtran a través de lana de vidrio para ser concentrados bajo 

corriente de nitrógeno en Turbo Vap® hasta 5 mL, y posteriormente ser 

analizados por cromatografía de gases. 
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4.1.3 Extracción de fungicidas en la baya 

Después de haber eliminado los residuos presentes en la piel, tanto por 

disolución como por extracción, se recuperan aquellos que han sido retenidos en 

el interior de la baya, en la pulpa, mediante una extracción con disolventes 

orgánicos. 25 mL de acetato de etilo se añadieron a los 25 g de uvas secadas en 

papel de filtro durante 10 minutos a temperatura ambiente, después de retirar 

el acetato de etilo para la extracción sobre los hollejos. Las uvas se estrujaron 

durante 2 minutos con un homogeneizador Heidolph® Silent Crusher y después 

se centrífugó a 6000 rpm durante 15 minutos. Para asegurar la completa 

extracción, se realizaron tres extracciones consecutivas de uvas tratadas, con 25 

mL de disolvente de 2 minutos con homogeneizador. Los extractos fueron 

inyectados en el cromatógrafo de gases. No se observó ninguna señal a partir de 

la segunda extracción. El método propuesto para los hollejos supone una 

extracción con 25 mL de acetato de etilo durante 2 minutos con 

homogeneizador. La fase líquida fue secada con sulfato de sodio anhidro y 

filtrada por lana de vidrio. El extracto se concentró hasta 5 mL bajo corriente de 

nitrógeno en Turbo Vap® y posteriormente se analizaron por cromatografía de 

gases. 

4.2. Validación de los métodos 

4.2.1 Selectividad 

La selectividad del método se determinó inyectando extractos de uvas (no 

tratadas) fortificados con los fungicidas objeto de estudio. La Figura V-10 

muestra que no hay interferencias en los extractos obtenidos de uvas tintas en 

un cromatograma GC-NPD. Las condiciones propuestas proporcionan picos 

cromatográficos estrechos y reproducibles.  En la Figura V-11 se muestra un 

cromatograma GC-MS, que permite la confirmación de los fungicidas con buena 

resolución y sin la presencia de picos interferentes también en extractos de uva 

tinta. 
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Figura V-10: Cromatograma GC-NPD de un extracto fortificado de uvas tintas 

(0.25 mg kg-1). Identificación de los picos: 1 Pirimetanil; 2 Metribucina (SI); 3 

Metalaxil; 4 Diclofluanida; 5 Penconazol 
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Figura V-11: Cromatograma GC-MS de de un extracto fortificado de uvas tintas 

(0.25 mg kg-1). Identificación de los picos: 1 Pirimetanil; 2 Metribucina (SI); 3 

Metalaxil; 4 Diclofluanida; 5 Penconazol 

 

4.2.2 Calibración, linealidad, límites de detección y cuantificación 

Diferentes métodos se pueden utilizar para estimar la linealidad de las rectas 

de calibrado y reducir los errores cuantitativos causados por el efecto matriz  
(Documento Nº SANCO/2007/3131). Las disoluciones estándar de calibrado se 

prepararon en tres matrices diferentes: en los extractos obtenidos por SPE del 

agua de lavado de uvas sin tratar; en los extractos de disolvente acetato de etilo 

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

es lo que se llama una matrix-matched calibration.  

Las rectas de calibrado se realizaron utilizando siete diferentes 

concentraciones de cada analito, con tres replicas para cada punto y se 

analizaron por GC-NPD. La linealidad se estimó por un análisis de regresión 

lineal y el método de mínimos cuadrados. Las rectas de calibrado para los 

fungicidas se realizaron representando el área relativa respecto al estándar 

interno metribucina frente a la concentración de analito. Se obtuvo una buena 

linealidad  para todos los compuestos en todo el rango de concentraciones 

estudiadas con coeficientes de correlación superiores a 0.997. El límite de 

detección (LD) y el límite de cuantificación (LC) se determinaron inyectando un 

número de extractos de uvas no tratadas (n=6) y midiendo la magnitud del 

ruido de fondo de la respuesta analítica. LD y LC se estimaron como las 

concentraciones obtenidas con el valor medio del ruido más tres veces o diez 

veces su desviación estándar, respectivamente. La Tabla V-24 resume los 

parámetros estadísticos obtenidos con la regresión lineal y las repetibilidades de 

las áreas de pico para cada uno de los compuestos en cada uno de los métodos 

de calibrado. El extremo inferior del intervalo lineal corresponde al límite de 

cuantificación.  

Para el método de confirmación CG-MS se realizaron los mismos calibrados 

en las tres matrices. Se obtuvo también una excelente linealidad con 

coeficientes de correlación superiores a 0.9997. El método de confirmación GC-

MS mostró unos LD y LC en uvas por debajo de  0.41 y 1.36 µg kg-1, 

respectivamente para todos los fungicidas, valores considerablemente por 

debajo de los LMRs legislados.  
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4.2.3 Recuperación, precisión y exactitud 

Como se ha comentado en el Apartado 2.2.3 del Capítulo V, se consideran los 

criterios establecidos por el Documento SANCO para el análisis de pesticidas. 

(Menkinssoglu-Spiroudi y Fotopoulou 2004; Documento Nº SANCO/2007/3131). 

Los métodos analíticos desarrollados en este estudio presentan recuperaciones y 

precisiones (repetibilidad) dentro del rango de aceptabilidad. La repetibilidad 

expresa la precisión bajo las mismas condiciones de trabajo dentro de un corto 

intervalo de tiempo.  

La utilización de SPE en el método 1, disolución de fungicidas presentes en la 

parte exterior de la baya tras el lavado en agua corriente, presentó 

recuperaciones mayores del 90.1% en los tres niveles de fortificación (0.1, 1.0 y 

5.0 mg L-1) con repetibilidades menores del 7.0 % (expresadas como Desviación 

Estándar Relativa). El análisis de la varianza (ANOVA) realizado  con los datos 

mostró la ausencia de diferencias significativas entre los tres niveles de 

concentración. En la Tabla V-25 se muestran las recuperaciones encontradas 

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

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

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

Nivel de fortificación en agua corriente 
Compuesto 

0.1 mg L-1 1.0 mg L-1 5.0 mg L-1 

Pirimetanil 93.2 (7.0) 91.2 (1.8) 95.3 (2.3) 

Metalaxil 94.3 (4.9) 90.1 (3.7) 93.7 (1.5) 

Diclofluanida 93.9 (5.5) 92.4 (2.4) 91.8 (3.6) 

Penconazol 91.8 (4.3) 93.5 (5.9) 94.6 (2.7) 

  

En el método 3, extracción de los fungicidas en la pulpa, las muestras de 

uvas tintas Tempranillo no tratadas (25 g) fueron fortificadas con tres 

concentraciones diferentes de los pesticidas (20, 200 y 1000 g kg-1) y 
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analizadas por triplicado. Las muestras fortificadas se dejaron durante una hora 

antes de la extracción para permitir que la disolución de fortificación penetrara 

en dichas muestras. La recuperación y la exactitud del método se determinaron 

en uvas no tratadas fortificadas con los tres niveles de concentración 

mencionados anteriormente. La Tabla V-26 muestra las recuperaciones medias 

obtenidas en el método 3. Los valores de recuperación para todos los fungicidas 

fueron superiores a 70%, entre 70.9 y 108.4 %, y las Desviaciones Estándar 

Relativas estaban por debajo de 10%, entre 2.1 y 9.5%. El análisis de la 

varianza (ANOVA) realizado con los datos muestra que no existen diferencias 

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

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

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

Nivel de fortificación en uvas 
Compuesto 

20 μg kg-1 200 μg kg-1 1000 μg kg-1 

Pirimetanil 91.9 (9.1) 87.8 (4.5) 90.9 (6.9) 

Metalaxil 105.0 (4.3) 108.4 (4.7) 104.4 (6.9) 

Diclofluanida 74.3 (2.1) 72.7 (4.2) 70.9 (9.5) 

Penconazol 84.3 (4.5) 83.6 (2.3) 84.0 (6.3) 

 

4.2.4 Evaluación del efecto matriz 

Para determinar si existe una respuesta diferente entre los estándares en los 

diferentes extractos (matrix-matched) se realizó un test t de Student para 

comparar las pendientes de las líneas de regresión obtenidas para cada 

compuesto y para cada matriz. Los resultados de este test confirmaron que 

todas las pendientes fueron significativamente diferentes (con un nivel de 

confianza del 95%). 

La Tabla V-24 también muestra la importancia del efecto de la matriz de la 

pulpa en la respuesta cromatográfica de los fungicidas. Además, la 

determinación de residuos por el uso de una calibración en matriz (matrix-
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matched calibration) está recomendada por Quality control procedures of 

pesticide residues analysis de la Unión Europea (Document Nº 

SANCO/2007/3131). En la Figura V-12 se muestran las rectas obtenidas para los 

cuatro compuestos por los tres métodos y para cada una de las matrices. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura V-12: Rectas de calibrado en acetato de etilo, y en extractos de mosto y 

vino reales para cada uno de los compuestos 

4.3 Estudio de retención de los fungicidas en uvas tintas 

La retención de los fungicidas se estudió sumergiendo 25 g de uvas enteras 

en 50 mL de disoluciones acuosas fortificadas con tres concentraciones 

diferentes de los compuestos a estudiar (1.0, 5.0 y 10.0 mg L-1, que 

corresponden a 2.0, 10.0 y 20.0 μg g-1, respectivamente). Estas concentraciones 

son similares o superiores a los LMRs fijados por la Unión Europea. Los 

diferentes ensayos se mantuvieron en la oscuridad a 4 ºC durante 1, 3, 7, 13 y 

21 días (el plazo de seguridad más largo para todos los compuestos). Se 
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realizaron tres réplicas de cada ensayo. La cantidad de residuos presentes en las 

uvas enteras fue determinada por la metodología desarrollada (métodos 1, 2, y 

3) en el Apartado 4.1 de este Capítulo. La cantidad total retenida se calculó 

como la suma de los resultados de la aplicación de los tres métodos. Por último, 

se calculó el porcentaje de retención de cada compuesto en relación a su 

concentración en la disolución acuosa. La Tabla V-27 muestra los resultados de 

cada compuesto para cada una de las concentraciones y cada uno de los 

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

Tabla V-27: Residuos (μg g-1) y porcentaje de retención en uvas que han 

estado en contacto 1, 3, 7, 13 y 21 días con disoluciones de fungicidas de tres 

concentraciones (2, 10 y 20 μg g-1) 

PIRIMETANIL 

 2 μg g-1  10 μg g-1  20 μg g-1 

Días 
 

μg g-1 

(DER,%) 
%  

μg g-1 

(DER,%) 
%  

μg g-1 

(DER,%) 
% 

1 0.43 (6.2) 21.6 1.82 (2.2) 18.2  3.36 (2.8) 15.8 

3 0.56 (5.3) 28.1 2.46 (7.6) 24.6  4.47 (6.4) 22.9 

7 0.96 (2.5) 48.1 4.49 (7.0) 44.9  8.48 (2.6) 42.4 

13 1.14 (4.9) 57.1 5.47 (3.8) 54.8  10.7 (5.2) 53.6 

21 1.44 (6.2) 72.3 7.14 (7.7) 71.4  14.7 (2.8) 73.5 

METALAXIL 

 2 μg g-1  10 μg g-1  20 μg g-1 

Días 
 

μg g-1 

(DER,%) 
%  

μg g-1 

(DER,%) 
%  

μg g-1 

(DER,%) 
% 

1  0.23 (9.9) 11.4  0.92 (2.4) 9.2  1.44 (1.8) 7.2 

3  0.34 (8.2) 16.8  1.57 (4.6) 15.7  3.10 (3.4) 15.5 

7  0.55 (10) 27.8   2.89 (4.6) 28.9  6.43 (1.8) 32.2 

13  1.08 (5.2) 53.8  5.29 (9.3) 52.9  11.3 (1.7) 56.7 

21  1.78 (3.9) 89.0  8.50 (5.8) 85.0  17.9 (5.8) 89.5 
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DICLOFLUANIDA 

 2 μg g-1  10 μg g-1  20 μg g-1 

Días 
 

μg g-1 

(DER,%) 
%  

μg g-1 

(DER,%) 
%  

μg g-1 

(DER,%) 
% 

1  0.18 (1.9) 9.2  1.55 (1.1) 15.5  2.96 (2.1) 14.8 

3  0.22 (8.4) 11.2  1.72 (3.9) 17.2  3.14 (6.0) 15.7 

7  0.31 (2.3) 15.5   2.07 (5.0) 20.7  3.50 (3.6) 17.5 

13  0.41 (7.5) 20.4  2.33 (5.4) 23.3  4.17 (4.5) 20.8 

21  0.54 (10) 27.1  2.69 (9.6) 26.9  5.07 (4.1) 25.3 

PENCONAZOL 

 2 μg g-1  10 μg g-1  20 μg g-1 

Días 
 

μg g-1 

(DER,%) 
%  

μg g-1 

(DER,%) 
%  

μg g-1 

(DER,%) 
% 

1  0.54 (5.0) 27.1  2.00 (3.8) 20.0  3.32 (4.3) 17.5 

3  0.73 (4.8) 36.7  2.97 (6.6) 29.7  6.21 (4.8) 31.1 

7  1.12 (5.1) 56.5   4.91 (6.9) 49.1  12.0 (6.2) 60.1 

13  1.16 (3.3) 58.1  5.66 (8.3) 56.5  12.7 (7.3) 63.4 

21  1.22 (3.0) 61.0  6.65 (8.8) 66.5  13.6 (3.0) 68.1 

La cantidad retenida de los fungicidas en las uvas aumentó con el incremento 

de la concentración inicial de las disoluciones para cada uno de los tiempos 

estudiados. La cantidad retenida es mayor cuanto mayor es el tiempo de 

contacto. Sin embargo, el porcentaje de retención encontrado no dependió de la 

concentración inicial de fungicida en contacto con las uvas para un mismo 

tiempo. Metalaxil fue el compuesto que presentó un mayor porcentaje de 

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

 Para averiguar la cinética de retención de los fungicidas en cada 

concentración estudiada, los datos experimentales se han ajustado al siguiente 

modelo matemático (Fernández et al. 2005): 

Ct = C0 e
-kt (1) 

Ln Ct = LnC0 – kt (2) 
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En la ecuación (1) Ct (g g-1) es la concentración de residuos a un tiempo t 

(días), C0 (g g-1) es la concentración teórica inicial de residuos a tiempo t = 0, 

k es la constante de retención de los fungicidas, y t es el tiempo que las uvas 

han estado en contacto con las disoluciones. En este tipo de análisis, una 

cinética de primer orden, permite conocer el comportamiento de los residuos de 

fungicidas durante el tiempo, al mostrar la correlación entre los residuos 

retenidos y el tiempo. Es también posible estudiar si la correlación existente 

entre las variables es más o menos significante desde el punto de vista 

estadístico. La siguiente ecuación se usa para este fin (Miller y Miller 2002): 

t = r  (n – 2) /  (1 – r2) (3) 

En la ecuación (3), r representa el coeficiente de correlación y (n - 2) los 

grados de libertad. Esta ecuación permite obtener un valor de distribución t de 

Student que se puede comparar con los valores de t tabulados. Los resultados 

del ajuste se presentan en la Tabla V-28. 

Tabla IV-28: Parámetros estadísticos derivados del ajuste lineal de los datos 

para la retención de los fungicidas en uvas durante el tiempo 

 Pirimetanil   Metalaxil Concentración 
(μg g-1)  r k t  r k t 

2  0.906 0.058 3.696*  0.988 0.101 11.31* 
10  0.908 0.065 3.747*  0.966 0.108 6.526* 
20  0.923 0.070 4.158*  0.938 0.121 4.685* 

 

 Diclofluanida  Penconazol Concentración 
(μg g-1)  r k t  r k t 

2  0.969 0.033 6.807*  0.757 0.046 2.009 
10  0.962 0.027 6.105*  0.852 0.054 2.827 
20  0.999 0.027 39.69*  0.731 0.060 1.854 

a r = coeficiente de correlación ; k = constante de velocidad de retención (días-1); t = valor 

calculado de t de distribución Student para p < 0.05 ; significación de la correlación entre 

variables * p < 0.05 

Como se puede observar en estos datos, existe correlación lineal entre Ln Ct 

y el tiempo para pirimetanil, metalaxil y diclofluanida con coeficientes de 

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

presentó un comportamiento lineal desde el día 1 al 7.  

El test de t de Student realizado para comparar las pendientes obtenidas en 

la aplicación de la ecuación (2) (valores de k) reveló que no existen diferencias a 

un nivel de confianza del 95 % para los tres niveles de concentración 

estudiados.  

En relación con los valores de las constantes, podemos establecer una 

velocidad de retención para los fungicidas en uvas, que sería la siguiente: 

metalaxil > pirimetanil > diclofluanida. 

 

4.4. Estudio de distribución de los fungicidas en uvas tintas 

La cantidad de residuos en las tres partes de la uva (superficie, piel y pulpa) 

fue determinada usando los métodos propuestos y se calculó el porcentaje de 

distribución en relación con el total de residuos absorbidos. La Figura V-13 

muestra la distribución de los residuos en las diferentes partes de la uva durante 

el tiempo de contacto con las tres concentraciones estudiadas. El mayor 

contenido se encontró en piel para todos los compuestos, independientemente 

de la concentración de fungicida en contacto con las uvas, con > 66.3 % de los 

residuos para todos los fungicidas. En la pulpa, la cantidad de residuos 

encontrada varió entre 3.5 y 31.0 %. En la Figura V-13 se puede observar que 

el porcentaje de residuos en superficie y hollejo disminuye cone l tiempo, 

mientras que aumenta el porcentaje en pulpa para todos los compuestos 

estudiados. 
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Figura V-13: Distribución de los fungicidas en la superficie, piel y pulpa en uvas 

en contacto con disoluciones (2 μg g-1, 10 μg g-1, 20 μg g-1) durante 1, 3, 7, 13 

y 21 días 
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Se realizó un estudio de penetración en pulpa calculando la relación entre las 

concentraciones en piel y pulpa (Q) para todos los ensayos. No se encontraron 

diferencias significativas a un nivel de confianza del 95 % entre las 

concentraciones a un mismo tiempo de contacto. La penetración no dependió de 

la concentración inicial de la disolución. Los valores medios para las tres 

concentraciones se muestran en la Tabla V-29. Penconazol y diclofluanida 

presentaron los mayores valores de Q. Metalaxil y pirimethanil presentaron un 

comportamiento similar pero diferente al de los anteriores compuestos. El 

análisis estadístico realizado para todos los tiempos reveló que los valores Q 

para pirimetanil y metalaxil no difieren (al 95 % de nivel de confianza) de 7 a 21 

días. Diclofluanida no presentó diferencias significativas en los valores de Q 

desde 1 a 7 días. Para penconazol se encontraron los mayores valores de Q para 

el mayor tiempo de contacto. 

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

pulpa y piel durante el tiempo 

Días Pirimetanil Metalaxil Diclofluanida Penconazol 

1 0.056  0.006a 0.057  0.002a 0.175  0.025a 0.157  0.015a 

3 0.123  0.011b 0.078  0.003b 0.202  0.021a 0.169  0.010b 

7 0.162  0.006c 0.117  0.010c 0.226  0.012ab 0.215  0.011b 

13 0.184  0.031c 0.119  0.014c 0.254  0.021b 0.273  0.022c 

21 0.220  0.028c 0.142  0.006c 0.312  0.023c 0.410  0.045d 

   * n = 9  
   a b c d Letras diferentes en la misma columna significan diferencias significativas (p <0.05) 
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1. FERMENTACIONES EN LABORATORIO DE MOSTO SINTÉTICO 

EN PRESENCIA DE PIRIMETANIL 

1.1. Introducción 

En este apartado se expone la cuantificación de pirimetanil en muestras 

sintéticas de fermentación. Los ensayos se realizaron con diferentes dosis de 

fungicida (2.5 y 5.0 mg L-1) y con dos cepas de levaduras. La levadura L1 es una 

cepa de Saccharomyces cerevisiae sensible al producto y la levadura L2, 

desarrollada por el centro de Investigación y Desarrollo Agrario - CIDA, es una 

cepa resistente (Gracia y col. 2002). 

Con el fin de controlar el estudio se prepararon muestras testigo tanto para 

el control de pirimetanil como para el control de los azúcares. Para ello se 

prepararon muestras de mosto sintético con presencia de pirimetanil y en 

ausencia de levaduras, obteniendo el testigo para el control del fungicida. Por 

otro lado se prepararon muestras de mosto testigo en presencia de levaduras y 

en ausencia de pirimetanil, obteniendo el control de los azúcares en el proceso 

fermentativo. La determinación de los residuos de pirimetanil se realizó por el 

método de extracción líquido-líquido desarrollado en el Capítulo V de esta 

memoria. 

1.2. Preparación y toma de muestras 

Los ensayos de fermentación se han realizado sobre mosto sintético estéril al 

que se le adicionan diferentes dosis de fungicida y se le hace fermentar con dos 

cepas de levaduras. Un esquema de este ensayo así como de las muestras 

obtenidas, se refleja en la Figura VI-1. A diferentes alícuotas de 2000 mL de 

mosto sintético esterilizado en autoclave se les adicionó la dosis del fungicida 

pirimetanil correspondiente al límite máximo de residuos (LMR = 5.0 mg L-1) 

(muestras 3, 4 y 5) y a la mitad de éste, 2.5 mg L-1 (muestras 6, 7 y 8). Se 

inoculó la levadura L1 a los matraces de fermentación 1, 4 y 7, y la levadura L2  

a los otros matraces 2, 5 y 8. Se inoculó una población de levaduras de 104 para 

cada matraz y levadura. Se realizaron dos repeticiones para cada ensayo, A y B. 

   - 167 - 

 

 

  

 



Capítulo VI  Estudios de fermentaciones  

Las muestras testigo o control para la evolución en el contenido de 

pirimetanil y en el contenido de azúcar corresponden a: 

- Muestras del fungicida en mosto sintético que no se sometieron a 

fermentación y mantenidas a 28 ºC (muestras 3A y 3B para la 

concentración de 5.0 mg L-1; muestras 6A y 6B para la concentración 

de 2.5 mg L-1). 

- Muestras de mosto sintético sin fungicida que se fermentaron con 

ambas levaduras y permitieron el control del grado de fermentación 

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

La fermentación alcohólica se llevó a cabo a una temperatura controlada de 

28 ºC durante 7 días. El muestreo se realizó regularmente tomando un volumen 

de 30 mL en los dieciséis matraces del ensayo a las 0 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 

96 h y 168 h una vez iniciada la fermentación. Estas muestras se centrifugaron 

a 3000 r.p.m. a 3 ºC  durante 10 minutos para eliminar las levaduras. El control 

de la fermentación alcohólica se realizó midiendo tanto el contenido en azúcar 

como el ºBrix. 
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Figura VI -1: Esquema del ensayo de fermentación 
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1.3. Efecto de la fermentación alcohólica sobre el contenido de 

pirimetanil 

1.3.1 Contenido de 5 mg L-1 en pirimetanil (LMR) 

En la Tabla VI-1 se recoge el contenido de pirimetanil encontrado en el mosto 

testigo y en los mostos sintéticos fermentados con levaduras L1 y L2 a los que 

se adicionó una concentración de 5.0 mg L-1 correspondiente al límite máximo 

de residuos para dicho fungicida. 

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

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

Tiempo (h) Testigo (mg L-1) FOH L1 (mg L-1) FOH L2 (mg L-1) 

0 5.86 ± 0.14 5.86 ± 0.14 5.86 ± 0.14 

12 5.78 ± 0.24 5.53 ± 0.49 4.78 ± 0.07 

24 5.73 ± 0.40 5.17 ± 0.12 4.40 ± 0.31 

48 5.30 ± 0.11 4.37 ± 0.37 3.67 ± 0.19 

72 5.45 ± 0.64 5.08 ± 0.27 3.41 ± 0.09 

96 5.20 ± 0.92 4.60 ± 0.29 3.26 ± 0.22 

168 5.09 ± 0.51     4.52 ± 0.15 3.30 ± 0.31 

La Figura VI-2 muestra la evolución de la concentración de pirimetanil en las 

muestras sometidas a fermentación, observando una evolución similar entre 

ambas levaduras y obteniendo una mayor disminución en la concentración con 

la levadura L2. A partir de un determinado tiempo de fermentación, 

aproximadamente 96 horas, prácticamente no hay variación en la concentración 

y permanece constante en valor de 4.60 mg L-1 y 3.26 mg L-1 para las levaduras 

L1 y L2, respectivamente. La diferente evolución de las muestras inoculadas 

frente a la testigo induce a pensar que el pirimetanil está afectado por otro/ s 

proceso/s distinto/s a la posible degradación producida por el medio y la 

temperatura. Es el efecto de la presencia de levaduras que podrían adsorber y 

metabolizar el compuesto; es decir, el proceso fermentativo afecta al contenido 

de pirimetanil para esta concentración determinada y de forma diferente según 

el tipo de levadura utilizada para la fermentación. 
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Figura VI–2: Evolución de pirimetanil en muestras testigo y fermentadas 

El porcentaje de disminución de pirimetanil en el testigo al final del proceso 

es 13.1 %. Esto puede ser debido a una degradación en el medio (pH=3.5) 

hacia otros compuestos, no encontrados en este estudio, unido al efecto de la 

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

Para el mismo proceso, en las muestras fermentadas con la levadura L1, la 

concentración disminuye un 21.4 %, mientras que con la levadura L2 se produce 

un descenso de 43.6 %. Globalmente, en las muestras inoculadas con la 

levadura L2 el descenso es más pronunciado desde el inicio de la fermentación 

que en el mosto inoculado con levadura L1. Por otra parte, el compuesto 

pirimetanil presente en el mosto puede ser eliminado por una fijación del mismo 

en las paredes de las levaduras (Cabras y col. 1999). Este hecho hace necesario 

un posterior análisis de los posos (pellets) obtenidos en la centrifugación de las 

muestras que contienen los restos de levaduras. 

1.3.2 Contenido de 2.5 mg L-1  en pirimetanil (LMR / 2) 

En la Tabla VI-2 se muestran los resultados del contenido de pirimetanil 

encontrado en los mostos sintéticos fermentados con levaduras L1 y L2 así como 

en el testigo cuando se ha adicionado una de fungicida de 2.5 mg L-1 
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concentración correspondiente a la mitad del límite máximo de residuos para 

pirimetanil en uvas de vinificación. 

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

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

Tiempo (h) Testigo (mg L-1) FOH L1 (mg L-1) FOH L2 (mg L-1) 

0 2.65 ± 0.30 2.65 ± 0.30 2.65 ± 0.30 

12 2.31 ± 0.41 2.18 ± 0.06 2.46 ± 0.52 

24 2.57 ± 0.03 2.42 ± 0.07 1.87 ± 0.14 

48 2.44 ± 0.01 2.26 ± 0.11 1.97 ± 0.03 

72 2.38 ± 0.25 2.13 ± 0.06 1.87 ± 0.04 

96 2.39 ± 0.01 2.15 ± 0.05 1.89 ± 0.14 

168 2.31 ± 0.12      1.99 ± 0.07 1.69 ± 0.12 

La Figura VI-3 muestra la evolución de la concentración de pirimetanil en las 

muestras estudiadas en el proceso. Se observa una evolución similar entre 

ambas levaduras obteniendo una mayor disminución en la concentración para la 

levadura L2. La diferente evolución de las muestras inoculadas frente a la 

testigo induce pensar que el pirimetanil, de forma similar al caso anterior, está 

afectado por otro proceso además de la posible degradación producida por el 

medio y la temperatura. La presencia de levaduras pueden producir la absorción 

y la metabolización del compuesto también a esta concentración; es decir, el 

proceso fermentativo afecta al contenido de pirimetanil para esta concentración 

y de forma diferente según el tipo de levadura utilizada para la fermentación. 

El porcentaje de disminución de la concentración de pirimetanil al final del 

proceso es 12.8 % en las muestras testigo lo cual puede ser debido a una 

degradación en la matriz mosto. 

Para el mismo proceso, el porcentaje de disminución en las muestras 

sometidas a fermentación con la levadura L1 es del 24.9 % y con la levadura L2 

es de 36.2 %.  
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Figura VI-3: Evolución de pirimetanil en muestras testigo y fermentadas 

1.3.3 Estudio cinético de la disipación de los residuos 

La fermentación alcohólica afecta al contenido de pirimetanil en ambas 

concentraciones estudiadas.  

La velocidad con la que se produce la disipación de estos residuos se puede 

calcular ajustando los datos al siguiente modelo matemático (Fernández y col. 

2005; Gupta y col. 2008): 

Ct = C0 e
-kt (1) 

Ln Ct = LnC0 – kt (2) 

En las ecuaciones (1) y (2), Ct es la concentración de residuos en cada 

momento del experimento, Co es la concentración inicial, t es el tiempo y k es la 

constante de decaimiento del fungicida estudiado que corresponde a la 

pendiente de la recta. El valor de esta constante representa la tendencia de los 

residuos del fungicida a ser reducidos en mayor o menor grado durante el 

proceso de vinificación dependiendo de factores como degradación o adsorción 

en levaduras. 

Con los datos obtenidos de la concentración de pirimetanil se realizó un 

estudio de la cinética de las fermentaciones para evaluar la velocidad de 

disipación de dichos residuos mediante la determinación de k. Para ello se 
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representó el Ln[Pirimetanil] frente al tiempo para cada uno de los ensayos. Este 

tipo de ajuste permite conocer el comportamiento de los residuos de fungicidas 

durante el tiempo, al mostrar la correlación que existe entre la concentración de 

pirimetanil y el tiempo. No obstante, es necesario estudiar si dichos coeficientes 

de correlación son realmente significativos. Para ello, se emplea un contraste 

estadístico adecuado teniendo en cuenta el número de puntos usados para su 

cálculo. El método más simple es calcular un valor de t según la siguiente 

ecuación: 

t = r  (n – 2) /  (1 – r2) (3) 

En la ecuación (3), r representa el coeficiente de correlación y (n - 2) los 

grados de libertad. El valor de t calculado se compara con el valor tabulado al 

nivel de significación deseado, utilizando un contraste t de dos colas y (n-2) 

grados de libertad. Si el valor de t calculado es mayor que el valor tabulado 

existe una correlación significativa entre las variables (Miller y Miller 2002). Los 

resultados del ajuste se muestran en la Tabla VI-3. 

Tabla VI-3: Parámetros estadísticos derivados del ajuste lineal de los datos 

para la disipación de pirimetanil durante el tiempo de fermentación en cada 

ensayo 

 5.0 mg L-1  2.5 mg L-1 
Muestra 

 r k t  r k t 

Testigo  0.9065 0.0009 4.801*  0.9122 0.0008 4.452* 

L1  0.9122 0.0014 4.977*  0.9529 0.0016 6.282* 

L2  0.8760 0.0035 4.062*  0.9062 0.0026 4.286* 

a r = coeficiente de correlación ; k = constante de velocidad de dispación (horas-1); t = 

valor calculado de t de distribución Student para p < 0.05 ; significación de la correlación 

entre variables * p < 0.05 

Los valores calculados para el parámetro t son mayores que el valor t 

tabulado (t = 2.571) lo que indica que existe una correlación significativa entre 

la concentración de pirimetanil y el tiempo. 
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Se compararon los valores de k (pendientes de las rectas) de todas las 

muestras mediante un contraste t de Student. Se observa que en las muestras 

correspondientes a 5.0 mg L-1 de pirimetanil, k es significativamente mayor 

(mayor velocidad de disipación) para la fermentación con la levadura L2, 

mientras que no existen diferencias entre las muestras testigo y las muestras 

fermentadas con la levadura L1. Con respecto a las muestras de 2.5 mg L-1, se 

comprueba que las constantes k son significativamente diferentes para todas las 

muestras, mostrando también una mayor velocidad de disipación en las 

muestras fermentadas con la levadura L2.  

1.3.4 Análisis de residuos en levaduras 

Para comprobar si existe retención de pirimetanil por parte de las levaduras 

se analizaron los pellets (posos) obtenidos de la centrifugación de las muestras 

sometidas a fermentación. Se realizó un ensayo de fermentación con una 

concentración de 5 mg L-1 (LMR) en pirimetanil, para poder apreciar de un modo 

más claro la existencia o no de residuos en los posos, dado que la disminución 

de pirimetanil es mayor cuanto mayor es la concentración. Los restos sólidos de 

la fermentación se filtraron a vacío con filtros de nylon de 0.45 μm. Los filtros se 

secan durante 12 horas a 28 ºC en estufa. El método aplicado es una extracción 

con hexano, similar a la desarrollada en el Capítulo V de esta memoria. El 

ensayo se realizó por duplicado y los resultados se muestran en la Tabla VI-4. 

Tabla VI-4: Contenido de pirimetanil (% m/m) en los restos de levaduras 

 réplica 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h 168 h 

A np np 0.89 0.70 0.94 0.95 
L1 

B np 0.70 0.61 0.60 0.97 np 

A 1.01 0.72 0.91 0.99 1.16 0.51 
L2 

B np 1.09 0.94 0.79 0.82 0.88 

            np = no se han encontrado posos 
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Con los resultados expuestos en la tabla se puede indicar que se encuentra 

pirimetanil en los posos a partir de las 24 horas en la fermentación con levadura 

L1 y a partir de las 12 horas de fermentación con levadura L2. No se observan 

diferencias en el contenido de pirimetanil retenido en los posos durante los días 

de fermentación, ni entre levaduras. Este contenido es cercano al 1 % del 

encontrado en las muestras. 

1.4. Efecto del contenido de pirimetanil sobre la fermentación 

alcohólica 

La influencia del fungicida pirimetanil sobre la fermentación alcohólica a dos 

diferentes concentraciones iniciales se estudia determinando la cantidad de 

azúcares (ºBrix) a lo largo del proceso. En este estudio, las muestras testigo 

corresponden a la fermentación de mosto sintético con levadura L1 y levadura 

L2 sin adición  de pirimetanil. Los ensayos se realizan por duplicado. 

La Figura VI-4 representa los resultados del contenido en azúcar  

(expresados en porcentaje respecto al contenido inicial) obtenidos para cada 

muestra del proceso de fermentación con la levadura L1, mosto sintético 

(testigo) y mosto sintético con la adición de pirimetanil en dos concentraciones, 

2.5 y 5.0 mg L-1.  

La disminución en el testigo es de un 99.7 % respecto al contenido inicial; 

mientras que para las muestras de 2.5 mg L -1 y 5.0 mg L-1 en pirimetanil 

disminuyen en un 97.9 % y en un 95.7 %, respectivamente. La ausencia de 

diferencias indica que pirimetanil no afecta al consumo del azúcar por parte de 

las levaduras. 

Para las muestras testigo y para aquellas que tienen presencia de plaguicida 

se observa una evolución similar hasta las 72 horas de fermentación. A partir de 

este tiempo las fermentaciones en aquellas muestras con el fungicida presentan 

un desarrollo más lento, tanto más cuanto mayor es la concentración de 

pirimetanil. 
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Figura VI-4: Evolución de la fermentación para las distintas muestras 

La Figura VI-5 representa los resultados del contenido de azúcar obtenidos 

para cada muestra del proceso de fermentación con la levadura L2, mosto 

sintético (testigo) y mosto sintético al que se adiciona pirimetanil en dos 

concentraciones (2.5 y 5.0 mg L-1). Se expresan en porcentaje respecto al 

contenido inicial. 
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Figura VI-5: Evolución de la fermentación de las diferentes muestras 
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La disminución en el testigo de la levadura L2 es de 99.8 % respecto al 

contenido inicial; para las muestras que contienen pirimetanil esta disminución 

es de 97.6 % para 2.5 mg L-1 y de 97.3 % para 5.0 mg L-1. No existen 

diferencias en el consumo de azúcares por la adición de pirimetanil. 

La evolución con la levadura L2 es más rápida en las muestras con 

pirimetanil que en la testigo en el primer tramo entre 0 y 24/48 horas, etapa 

que marca la evolución posterior. A partir de este momento, el proceso 

fermentativo para las muestras testigo se lleva a cabo de un modo más rápido. 

Comparando las fermentaciones realizadas por las dos levaduras se observa 

una disminución más acusada en el caso de la levadura L2 con respecto a la 

levadura L1, tanto en las muestras testigo como en las muestras con pirimetanil, 

aunque el final del proceso se alcanza en el mismo período de tiempo (168 

horas). 

2. FERMENTACIONES EN LABORATORIO DE MOSTO REAL EN 

PRESENCIA DE PIRIMETANIL  

2.1. Introducción 

En este apartado se expone la cuantificación de pirimetanil en muestras 

reales de fermentación. Los ensayos se realizaron con la dosis de compuesto 

correspondiente al LMR (5.0 mg L-1), debido a que en el ensayo previo sobre 

mostos sintéticos se comprobó el efecto negativo de esta concentración. El 

proceso de fermentación se llevó a cabo con las dos levaduras estudiadas en el 

apartado anterior. 

El ensayo realizado fue similar al llevado a cabo para mosto sintético, con 

muestras testigo para el control de pirimetanil y de los azúcares.  

La cuantificación de pirimetanil en el ensayo de fermentación que se expone, 

se realizó empleando el método de extracción líquido-líquido validado para 

muestras reales de vinificación en el Capítulo V, apartado 1.6 de esta memoria. 
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2.2. Preparación y toma de muestras 

Los ensayos de fermentación se han realizado sobre mosto real estéril 

procedente de cepas que no han sido tratadas con pesticidas. A éste mosto se le 

adicionó una dosis de pirimetanil correspondiente al límite máximo de residuos, 

5 mg L-1 y se le hace fermentar con dos cepas de levaduras. Un esquema de 

este ensayo se refleja en la Figura VI-6.  
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Figura  VI-6: Esquema del ensayo de fermentación 

A diferentes alícuotas de 2000 mL de mosto real esterilizado en autoclave 

se les adicionó las dosis del fungicida pirimetanil de 5 mg L-1 (muestras 3, 4 y 

5). Se inoculó la levadura L1 a dos matraces de fermentación 1 y 4 y la levadura 

L2 a los otros dos 2 y 5. Se inoculó una población de levaduras de 104 para cada 

matraz y levadura. Se hicieron dos repeticiones para cada ensayo, A y B. Las 

muestras testigo o control para la evolución del contenido de pirimetanil y en el 

contenido de azúcar corresponden a: 
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- Muestras del fungicida en mostos reales no sometidos a 

fermentación y mantenidas a 28 ºC (muestras 3A y 3B). 

- Muestras de mosto real en ausencia del fungicida y sometidas a 

fermentación con ambas levaduras (muestras 1A y 1B para levadura 

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

La fermentación alcohólica se llevó a cabo a una temperatura controlada de 

28 ºC durante 7 días. El muestreo se realizó regularmente tomando un volumen 

de 30 mL en los diez matraces del ensayo a las 0 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h 

y 168 h una vez iniciada la fermentación. Estas muestras se centrifugaron a 

3000 r.p.m. a 3 ºC  para eliminar las levaduras presentes. El control de la 

fermentación alcohólica se realizó midiendo el contenido en azúcar como grado 

Brix. 

2.3. Efecto de la fermentación alcohólica sobre el contenido de 

pirimetanil  

2.3.1 Contenido de 5.0 mg L-1 en pirimetanil  

En la Tabla VI-5 se recoge el contenido de pirimetanil encontrado en el 

testigo y en los mostos fermentados con levaduras L1 y L2, a los que se adicionó 

una concentración correspondiente al límite máximo de residuos (5.0 mg L-1). 

Tabla VI-5: Contenido en pirimetanil en las muestras testigo y fermentadas 

(FOH) con su desviación (n = 4) 

 

Tiempo (h) Testigo (mg L-1) FOH L1 (mg L-1) FOH L2 (mg L-1) 

0 4.74 ± 0.02 4.74 ± 0.02 4.74 ± 0.02 

12 4.35 ± 0,26 4.29 ± 0.17 4.18 ± 0.06 

24 4.50 ± 0.60 4.01 ± 0.37 4.23 ± 0.37 

48 3.79 ± 0.37 3.56 ± 0.95 3.55 ± 0.28 

72 3.65 ± 0.15 3.07 ± 0.51 3.12 ± 0.55 

96 3.11 ± 0.46 3.07 ± 0.28 2.79 ± 0.30 

168 3.37 ± 0.15     3.01 ± 0.21 2.67 ± 0.05 
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La Figura VI-7 muestra la evolución de la concentración de pirimetanil en las 

muestras sometidas a fermentación. La fermentación alcohólica afecta al 

contenido de pirimetanil en ambas levaduras estudiadas. Al final del proceso 

fermentativo, el porcentaje de disminución de pirimetanil en el testigo es de un 

28.9 %. La reducción en la concentración inicial de 36.5 % y 43.7 % 

respectivamente con las levaduras L1 y L2, que respecto al testigo corresponde 

a un descenso de 7.6 % y 14.8 % respectivamente. 
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Figura VI-7: Evolución de pirimetanil en muestras testigo y fermentadas 

2.3.2  Estudio cinético de la disipación de los residuos  

La velocidad con la que se produce la disipación de estos residuos se puede 

calcular ajustando los datos al modelo matemático de cinética de primer orden 

explicado en el apartado 1.3.3 de este Capítulo. 

Con los datos obtenidos de la concentración de pirimetanil se realizó un 

estudio de la cinética de las fermentaciones para evaluar la velocidad de 

disipación de dichos residuos mediante la determinación de k. Para ello se 

representó el Ln[Pirimetanil] frente al tiempo para cada uno de los ensayos. Se 

realizó el contrate estadístico t para comprobar la significación de los 
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coeficientes de correlación r. Los resultados del ajuste se muestran en la Tabla 

VI-6. 

Tabla VI-6: Parámetros estadísticos derivados del ajuste lineal de los datos 

para la disipación de pirimetanil durante el tiempo de fermentación en cada 

ensayo 

Muestra  5 mg L-1 

  r k  t 

Testigo  0.8128 0.0023 3.120* 

L1  0.8549 0.0027 3.684* 

L2  0.8659 0.0035 3.871* 

a r = coeficiente de correlación ; k = constante de velocidad de disipación (horas-1); t = 

valor calculado de t de distribución Student para p < 0.05 ; significación de la correlación 

entre variables * p < 0.05 

Los valores calculados para el parámetro t son mayores que el valor t 

tabulado (t = 2.571) lo que indica que existe una correlación significativa entre 

la concentración de pirimetanil y el tiempo. 

Se compararon los valores de k (pendientes de las rectas) de todas las 

muestras mediante un contraste t de Student. Se observa que k es 

significativamente mayor (mayor velocidad de disipación) para el ensayo con la 

levadura L2, mientras que no existen diferencias entre las muestras testigo y las 

muestras fermentadas con la levadura L1.  

2.3.3 Análisis de residuos en levaduras 

Para comprobar si existe retención de pirimetanil por parte de las levaduras 

se analizaron los posos obtenidos en la centrifugación de las muestras sometidas 

a fermentación para estudiar los posibles residuos de fungicida. Los restos 

sólidos de la fermentación se filtraron a vacío con filtros de nylon de 0.45 m. 

Los filtros se secan durante 12 horas a 28 ºC en estufa. El método de extracción 

aplicado es una extracción con hexano al igual que en el apartado 1.3.4. El 

ensayo se realizó por duplicado y los resultados se muestran en la Tabla VI-7. 
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Tabla VI-7: Contenido de pirimetanil (% m/m) en los restos de levaduras  

 réplica 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h 168 h 

A 1.02 0.98 0.76 1.60 1.31 0.82 
L1 

B 1.10 1.27 0.94 0.34 2.21 2.20 

A 1.25 1.34 1.44 1.43 1.46 1.20 
L2 

B 0.99 1.02 1.81 1.30 2.16 1.72 

Con los resultados expuestos en la tabla se puede indicar que se encuentra 

pirimetanil en los restos a partir de las 12 horas en las fermentaciones con las 

dos levaduras estudiadas. El contenido de pirimetanil retenido en los posos es 

similar y parece aumentar ligeramente a lo largo del proceso fermentativo con 

ambas levaduras, alcanzando el máximo a las 96 horas. Este contenido está por 

debajo del 2.5 % del encontrado en las muestras.  

2.4. Efecto del contenido de pirimetanil sobre la fermentación 

alcohólica. 

La influencia del fungicida pirimetanil sobre la fermentación alcohólica se 

estudia determinando la cantidad de azúcares (ºBrix) a lo largo del proceso. En 

este estudio, las muestras testigo corresponden a la fermentación de mosto real 

sin adición  de pirimetanil. Los ensayos se realizan por duplicado.  

La Figura VI-8 representa los resultados del contenido en azúcar  

(expresados en porcentaje respecto al contenido inicial) obtenidos para cada 

muestra del proceso de fermentación con L1, mosto real (muestra testigo) y 

mosto real en presencia de pirimetanil (5.0 mg L-1).  

Para las muestras testigo y para aquellas que tienen presencia de plaguicida 

se alcanza la estabilización a un tiempo de 168 horas del comienzo de la 

fermentación. La evolución del proceso es similar para el testigo y la muestra 
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con pirimetanil, reduciéndose la cantidad de azúcar al mismo valor de 

porcentaje. 
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Figura VI-8: Evolución de la fermentación para las distintas muestras 

La Figura VI-9 representa los resultados del contenido de azúcar (expresados 

en porcentaje respecto al contenido inicial) obtenidos para cada muestra del 

proceso de fermentación con L2. 
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Figura VI-9: Evolución de la fermentación para las diferentes muestras 
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La disminución en el contenido de azúcar de las muestras testigo y de las 

muestras con pirimetanil es la misma al final del proceso, siendo la evolución de 

ambas similar.Tanto para las muestras testigo como para aquellas con presencia 

de pirimetanil la estabilización en la disminución de azúcar se alcanza a las 192 

horas. 

A la vista de estos resultados se puede concluir que el pirimetanil con el nivel 

del LMR (5.0 mg L-1) no tiene un efecto significativo sobre el proceso de 

fermentación realizado por las dos cepas de levadura estudiadas. 

3. FERMENTACIONES EN BODEGA  

3.1. Introducción 

En este apartado se aborda el estudio del tratamiento en campo y la 

influencia sobre la fermentación del compuesto fitosanitario: pirimetanil, 

fungicida bien conocido por los buenos resultados obtenidos en el control de 

Botrytis en la vid y estudiado en el laboratorio en los apartados anteriores de 

este Capítulo. Asimismo, se estudió la evolución de la cantidad de fungicida a lo 

largo de todo el proceso de elaboración, desde la uva hasta el vino embotellado. 

La investigación se desarrolló durante los años 2004, 2005 y 2006. En el año 

2004 se aplicó pirimetanil en uvas de la variedad Tempranillo, en la dosis y 

épocas recomendadas (Buenas Prácticas Agrícolas, BPAs) sobre parcelas de 

Rioja Alta (Briones) y se determinó su influencia sobre la fermentación con dos 

tipos de levaduras comerciales y sobre las propiedades organolépticas del vino 

elaborado en la bodega experimental de la Universidad de La Rioja. 

En los años 2005 y 2006 se llevaron a cabo los ensayos en uvas variedad 

Tempranillo en Briones (Rioja Alta) con pirimetanil en la época y dosis 

recomendadas. Con el fin de observar el efecto de una aplicación indiscriminada 

sobre el proceso fermentativo, se aplicó pirimetanil a una parcela de Tempranillo 

en Aldeanueva de Ebro (Rioja Baja) en la dosis recomendada, pero fuera del 
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plazo de seguridad (siete días antes de la vendimia). Es lo que se denomina 

como Críticas Prácticas Agrícolas (CPAs). 

Para tener información sobre el efecto que las distintas prácticas enológicas 

en bodega pudieran tener sobre el contenido del fungicida pirimetanil en las 

matrices, la cantidad de pirimetanil a lo largo de las etapas del proceso de 

elaboración, desde las uvas hasta el vino final, se ha determinado mediante los 

métodos analíticos desarrollados en el Capítulo V para cada uno de los años de 

estudio. 

3.2. Proceso de vinificación y toma de muestras. Determinación 

de parámetros enológicos convencionales 

Las uvas procedentes de cepas tratadas se vinificaron en la bodega 

experimental de la Universidad de La Rioja. El esquema del proceso de 

elaboración de vino tinto se muestra en la Figura VI-10. El proceso de 

vinificación fue el tradicional o clásico en Denominación de Origen Calificada 

Rioja.  

Para la elaboración de vino tinto, la uva tinta se vendimió en cajas (Foto 1). 

A través de una cinta transportadora (Foto 2), la uva se pasó a la despalilladora-

estrujadora (Foto 3) y la pasta fue conducida mediante bomba peristáltica a los 

depósitos de fermentación de acero inoxidable (Foto 4). Se añadió anhídrido 

sulfuroso en una cantidad de 5 g hL-1.  

 Se inocularon los depósitos con las levaduras seleccionadas para el estudio 

(30 g hL-1). Una vez acabada la fermentación alcohólica, comprobando que los 

azúcares residuales eran inferiores a 5 g L-1 en todos los depósitos, se procedió 

al descube y el vino yema obtenido se llevó a otros depósitos o lecheras para 

llevar a cabo la fermentación maloláctica sembrando las bacterias lácticas (1 g 

hL-1). Una vez finalizadas las fermentaciones se tomaron muestras para realizar 

los correspondientes análisis y los vinos obtenidos se conservaron en cámara de 

frío (4ºC) para una ligera clarificación y preservación frente a posibles  
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alteraciones hasta el momento del embotellado en que se corrigió el anhídrido 

sulfuroso libre a 30 mg L-1. 

Durante todo el proceso desde la vendimia hasta el vino final se 

determinaron los parámetros enológicos convencionales (densidad, temperatura, 

grado alcohólico, pH, azúcares reductores, acidez total, acidez volátil, anhídrido 

sulfuroso libre y total) de acuerdo con las prácticas oficiales de la OIV.  El ácido 

L - málico se determinó por el método enzimático propuesto en los métodos 

oficiales de análisis de la AOAC. 

La enzima lacassa se analizó por el método descrito por Dubordieu y col. 

(1984). Riberéau-Gayon y col. (2002a) establecen una relación entre la tasa de 

putrefacción determinada por apreciación visual y la actividad de la lacassa de 

las uvas, medida por la oxidación de la siringaldazina por el método de 

Dubourdieu. La Intensidad de Color o Índice de Color (IC) se estimó como la 

suma de las absorbancias a 420, 520 y 620 nm, mientras que la Tonalidad se 

calculó como la relación entre las absorbancias a 420 y 520 nm. El Índice de 

Polifenoles Totales (IPT) se estimó como la absorbancia a 280 nm.  

         Foto 1: Vendimia en cajas                      Foto 2: Cinta transportadora 
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   Foto 3: Despalilladora-estrujadora         Foto 4: Depósitos de fermentación 

3.

sión el objetivo de la evaluación sensorial consistió en 

averiguar si el vino elaborado con uvas procedentes de cepas tratadas era 

dif

3. Análisis sensorial  

Aproximadamente tres meses después de acabado el proceso de elaboración, 

se realizaron los análisis sensoriales en la sala de análisis sensorial de la 

Universidad de La Rioja (Foto 5). Los análisis organolépticos fueron realizados 

por un panel de expertos pertenecientes a la Asociación de Enólogos de La Rioja 

junto con egresados de la Licenciatura de Enología en la Universidad de La Rioja. 

Los vinos elaborados con uvas tratadas proceden del ensayo que cumple la 

normativa de seguridad, es decir, el fungicida ha sido aplicado a la dosis y 

épocas recomendadas (BPAs).  

En la primera se

erente de manera significativa con respecto al control. Debido a que esto se 

corresponde con una aplicación clásica de un test de discriminación, se escogió 

un test Duo-Trio (Meilgard y col. 2007). A los expertos se les presentaron tres 

muestras, una de ellas identificada como control o referencia. De las otras dos, 

una era idéntica al control. A los panelistas se les pidió que escribieran cuál de 

las dos muestras consideran similar al control. La pregunta planteada fue “¿Qué 

muestra es la misma que el control (o referencia)?”, se utilizó un test binomial 
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de una cola. Para la discriminación, los panelistas consideraron las percepciones 

visuales (apariencia), olfativas (aromas y retronasal) y gustativas (sabores, 

tacto y postgusto).  

En la segunda sesión, se realizó un análisis descriptivo sobre los mismos 

 

 

 

 

 

 

Figura VI-11: Ficha de cata para vino tinto  

vinos. A los catadores se les proporcionó una ficha de cata con una lista de 

términos y atributos para apariencia, aroma, sabor, tacto (o textura) y

ostgusto (Figura VI-11). Los panelistas eligieron los términos que para ellos 

caracterizaban los distintos vinos. Se trata de un test descriptivo simple

conocido como frecuencia de citación (McCloskey y col 1996). Con el fin de

entificar diferencias estadísticas, se llevó a cabo un análisis chi-cuadrado (χ2) 

con la media de las frecuencias de citación para cada término o atributo en las

os muestras. Recientemente, se ha comprobado que el método de frecuencia

de citación es una herramienta satisfactoria alternativa al análisis descriptivo 

nvencional (Campo y col. 2008). 
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1.1. Capa Baja Media Alta

1.2. Color Violaceo Púrpura Cereza Picota Granate Rubí

Teja Negruzco

2.1.Intensidad Baja Media Alta

2. Aromas Frutal Floral Vegetal Especiado Animal Balsámico

De madera Químico

3. Calidad Franco Sucio Complejo Simple

3.1. Sabores Equilibrados No equilibrados

2. Tacto Suave Astrin

2.

2.

3. gente Ligero Untuoso

3.3. Postgusto Frutal Floral Vegetal Especiado Animal Balsámico

De madera Químico

3.4. Persistencia Persistente No persistente

1. FASE VISUAL

Observaciones: 

nº de test: fecha:

Observaciones:

2. FASE OLFATIVA

3. FASE GUSTATIVA

Observaciones: 

VINO TINTO nº de catador:

Observaciones:
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Foto 5: Disposición de la sala de análisis sensorial 

3.4. Vinificación de uvas variedad Tempranillo año 2004 

3.4.1 Tratamiento y elaboración 

Las cepas variedad Tempranillo procedentes de la misma parcela en la zona 

de La Rioja Alta fueron tratadas con Scala® (37.4% Pirimetanil) en las épocas 

correspondientes a final de floración y envero (7/07/04 y 1/09/04), a una dosis 

recomendada por el fabricante de 2 L ha-1. Se dejaron un número de filas sin 

tratar con el fin de tener un testigo de la parcela. El tratamiento se realizó 

mediante un atomizador HARDI (Dinamarca) con capacidad de 2000 L. Durante 

el tiempo que duró el experimento las condiciones metereológicas fueron 

registradas en la estación agroclimática San Vicente de la Sonsierra (La Rioja). 

Las lluvias totales fueron 112 mm en 35 días de lluvia, y las temperatura medias 

máxima y mínima fueron 26.3 y 12.7 ºC respectivamente. 

La uva tinta variedad Tempranillo se vendimió en cajas el día 11/10/04, 

recogiéndose aproximadamente 200 kg de uva para el tratamiento y otros 200 

kg sin tratamiento alguno. La pasta procedente de la despalilladora-estrujadora 

se encubó en depósitos de fermentación de acero inoxidable de 50 L. Se añadió 
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an e realizó por 

triplicado tanto para el testigo-control como para cada uno de los tratamientos. 

la cepa Saccharomyces cerevisiae. Los depósitos fueron 

bazuqueados dos veces por día hasta la finalización de la fermentación 

alcohólica al cabo de 10 días. Al día siguiente se procedió al descube y el vino 

yema obteni dad. 

Pos eriorm rando las 

bacterias l as se dio 

por finali

4.

hídrido sulfuroso en una cantidad de 50 mg L-1. La elaboración s

 El día 12/10/04 se inoculó con la levadura D254 y con la cepa estudiada 

anteriormente VRB y denominada L2 en las anteriores estudios (Lalvin Selection 

ICV, Lallemand) de 

do se llevó a depósitos de acero inoxidable  de 15 L de capaci

ente se llevó a cabo la fermentación maloláctica semb

ácticas MBR Alpha Oenococcus oeni (Lallemand). A los 23 dí

zada la fermentación maloláctica en todos los depósitos. 

2 Evolución de la fermentación y parámetros de vinificación

t

3.  

La Figura VI-12 muestra la evolución en el contenido de azúcar durante la 

fermentación alcohólica con la cepa de levaduras D254, se observa una mayor 

disminución de azúcar en las fermentaciones de los mostos de uvas tratadas con 

respecto al control.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura VI-12: Evolución de la fermentación con la cepa D254 

D254 Saccharomyces cerevisiae

80

0

0 50 100 150 200 250

Tiempo (horas)

20

40

60

100

%
 A

zú
ca

re
s Testigo

Pirimetanil



Capítulo VI  Estudios de fermentaciones  

   - 192 - 

 

 

  

 

A partir de las 92 horas siguen una misma tendencia con valores similares en 

el % azúcar que queda en el mosto. La fermentación duró 10 días tanto para el 

testigo como para las uvas procedentes de cepas tratadas con pirimetanil. La 

fermentación maloláctica tuvo una duración de 23 días para ambos 

tratamientos, al -1 en 

todos los depósi

En la fe -13), la 

disminución  de 

cepas tratad  final del 

proceso, la f  testigo 

y pirimetanil. ón de 10 

días, tanto para el adas 

con pirimeta  23 días, 

observándos odos los 

vinos.  

 

 

Figura VI-13: Evolución de la fermentación con la cepa VRB 

ncontrados para los 

diferentes pa as uvas 

como en el vino elaborado para cada uno de los tratamientos. 

canzándose una cantidad de ácido málico inferior a 0.35 g L

tos. 

rmentación alcohólica con la levadura VRB (Figura VI

en el contenido de azúcar es superior para las uvas procedentes

as que en las uvas testigo. Después de 165 horas y hasta el

ermentación presentó una evolución similar en ambos casos,

 El proceso de fermentación alcohólica tuvo una duraci

 vino testigo como para el vino procedente con uvas trat

nil. La fermentación malolác a se dio por finalizada en

e una cantidad de ácido má nferior a 0.35 g L-1 en t

tic

lico i

 

 

 

 

 

En las Tablas VI-8 y VI-9 se resumen los valores e

rámetros estudiados en las muestras tomadas tanto en l

VRB Saccharomyces cerevisiae
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En l entes a l Ta  se 

observaron u os val ores pa o Br o 

proc ep c  r tro  

el as uvas tratadas y sin 

tratar. La acidez total fue inferior en el caso de los mostos tratados. Cabe 

de

Tabla VI-8: Parámetros enológicos de las uvas vendimiadas 

os parámetros refer a uva o mosto estrujado ( bla VI-8),

n ores ligeramente superi ra grad ix  en el most

edente de c as tratadas on pirimetanil especto al con l o testigo. Para

pH no se encontraron diferencias en los valores entre l

stacar los bajos valores encontrados en la determinación de la lacassa, debido 

al buen estado sanitario de la uva, encontrándose valores inferiores en el caso 

de las uvas tratadas con antibotrítico. La tasa de incidencia de podredumbre 

correspondería a menos de 1 % para ambos tipos de uvas. 

Muestras ºBrix pH Acidez Total a 
Lacassa 

(nmol mL-1) 
Testigo 20.6 ± 0.1 3.49 ± 0.04 6.67 ± 0.12 0.231 ± 0.025 

Pirimetanil 21.2 ± 0.1 3.44 ± 0.05 5.97 ± 0.09 0.037 ± 0.010 

a Acidez Total expresada como g L-1 de ácido tartárico 

En el caso de la fermentación con la levadura D254 (Tabla VI-9), se alcanzó 

una mayor graduación alcohólica y acidez total en los vinos testigo que en los 

vinos precedentes de cepas tratadas con pirimetanil. No se encontraron 

dif

vinos sin trat as en 

ambos tipos de vinos. El Índice de Pol  Índice de Color 

(IC) presentaron valores ligeramente inferiores en los vinos de pirimetanil 

resp  test  tonalid e ma t

L c e  ción o, 

alcanzando un grado alcohólico menor que el testigo en la misma proporción y 

de forma in  a la dura inoc a. Am s mostraron 

similar poder fermentativ ci os  para 

erencias en los valores de pH y los valores alcanzados de acidez volátil son los 

normales para vinos sin alteraciones microbianas. Los valores de IPT e IC son 

ligeramente inferiores para los vinos de pirimetanil, no encontrándose 

diferencias en la tonalidad o matiz. Respecto a la fermentación con la levadura 

VRB, los valores de grado alcohólico y acidez total encontrados en los vinos 

procedentes de uvas tratadas fueron inferiores que los correspondientes a los 

amiento. Para los valores de pH no se encontraron diferenci

ifenoles Totales (IPT) y el

ecto a vinos igos. La ad fu yor en los vinos ratados. 

as fermenta iones se vi ron afectadas por la aplica  del product

dependiente  leva ulad bas levadura

o. La diferen as entre vin testigo y pirimetanil
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acidez total o n  l rmentación 

con la cepa VRB, mientras que el valo  vio afectado en ningún caso. 

a VI metros ógico

4

Muestras 
(v/v) 

pH Acidez Total 

, IPT, IC y t nalidad fuero  mayores en os vinos de fe

r de pH no se

Tabl -9: Pará  enol s de los vinos elaborados 

CEPA D25  

Etanol a Acidez Volátil b 

Testig  0.4 04o 12.8 ± 3.65 ± 0.  5.92 ± 03 0.21 0.30 ± 0.
Pirimeta ±  0n  il 10.5 0.3 3.63 ± .04 5.25 ± 7 ± 0.08 0.15 0.3

 

lidad Muestras IPT IC Tona
Testigo 42.6 ± 2.9 12.8 ± 0.4 0.42 ± 0.01 

Pirimetanil 37.1 ± 1.7 10.4 ± 0.4 0.41 ± 0.01 

CEPA VRB 

Muestras 
Etanol 
(v/v) 

pH Acidez Total a Acidez Volátil b 

Testigo 12.7 ± 0.1 3.58 ± 0.05 5.85 ± 0.18 0.25 ± 0.02 
Pirimetanil 10.3 ± 0.4 3.60 ± 0.08 5.08 ± 0.07 0.26 ± 0.01 

 

Muestras IPT IC Tonalidad 
Testigo 38.1 ± 1.0 14.5 ± 2.5 0.43 ± 0.01 

Pirimetanil 27.1 ± 0.8 9.5 ± 1.1 0.51 ± 0.01 

a Acidez Total expresada como g L-1 de ácido tartárico 
b Acidez Volátil expresada como g L-1 de ácido acético 

3.4.3 Análisis de residuos de pirimetanil  

Durante el proceso de elaboración se tomaron sucesivas muestras en 

diferentes etapas en las que se realizó una determinación del producto por el 

método de extracción líquido-líquido desarrollado en el Capítulo V (Apartado 1). 

La Tabla VI-10 muestra las concentraciones determinadas de pirimetanil 

d  

el estrujado (mosto).  

Dura en entración irimetanil al 

final de s ncentrac l mosto. En 

el des nc l vino proceso de 

urante las distintas etapas del proceso de vinificación con la levadura D254. En

, la concentración fue analizada en el líquido sobrenadante 

nte la ferm tación la concalcohólica,  residual de p

l proceso de cendió un 69.2 % de la co ión inicial en e

cube, la co entración aumentó en e debido a un 
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extracc id  las lía  durante la 

fermen e sencia il disminuyó 

desde la ción malolá

T

ión de res uos de pirimetanil desde s producidas

ta  ción. En l vino embotellado, la pre de pirimetan

 fermenta ctica. 

abla VI-10: Concentración de residuos de pirimetanil durante el proceso de 

vinificación con la levadura D254 con su desviación (n=9) 

Tiempo Muestra Concentración (μg L-1) 
0 horas Estrujado 54.3 ± 3.36 
92 horas Fermentación alcohólica  11.6 ± 0.09 
121 horas Fermentación alcohólica  9.65 ± 0.52 
144 horas Fermentación alcohólica  21.4 ± 0.94 
187 horas Fermentación alcohólica  5.02 ± 0.43 
235 horas Descube  16.7 ± 0.18 
30 días Fermentación maloláctica  19.5 ± 0.47 
45 días Botella 3.95 ± 0.08 

En la Ta irimetanil 

determi el proceso ación con imera 

toma de muestra se produ or comp roceso de la 

levadu l fi lcohólica ación de los 

residuo et %. En otellado los 

residuo etanil se encontraron por debajo  µg L-1). El 

comport de mbas l

T entración de residuos de pirimetanil durante el proceso de 

vinificación con la levadura VRB con su desviación (n=9) 

Muestra Concentración (μg L-1) 

bla VI-11 se muestran los valores de concentración de p

nados en  de vinific  la levadura VRB. En la pr

jo so may un descen arada con el p

ra D254. A nal de al fermentación a , la concentr

s de pirim anil descendió un 72.8 el vino emb

s de pirim del LC (1.04

amiento los residuos fue similar en a evaduras. 

abla VI-11: Conc

Tiempo 
0 horas Estrujado 52.9 ± 0.84 
92 horas Fermentación alcohólica  3.53 ± 0.15 
121 horas Fermentación alcohólica  6.79 ± 0.41 
144 horas Fermentación alcohólica  15.4 ± 0.49 
187 horas Fermentación alcohólica  4.49 ± 0.21 
235 horas Descube  14.4 ± 0.28 
30 días Fermentación maloláctica  16.5 ± 0.37 
45 días Botella <LC 

   LC = 1.04 μg L-1 
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3.4.4 Análisis sensorial 

El test Duo-Trio realizado para comprobar si los vinos procedentes de 

distintas uvas pueden diferenciarse, demostró que los vinos elaborados no 

difieren entre sí a un nivel de significación del 5%. El número de respuestas 

correctas y totales fueron 10/25 en el caso de los vinos elaborados con la cepa 

D254 y 12/25 para los correspondientes a la cepa VRB. El número de respuestas 

correctas que debían darse para que las muestras difieran en un nivel de 

significación superior al 5% es 18. No se estimó conveniente realizar un análisis 

descriptivo debido a al poca diferenciación encontrada en el test. 

3.5. Vinificación de uvas variedad Tempranillo año 2005 

3.5.1 Tratamiento y elaboración 

Las cepas variedad Tempranillo procedentes de la misma parcela en la zona 

de La Rioja Alta fueron tratadas con Scala® (37.4% Pirimetanil) en las épocas 

correspondientes a final de floración y envero, a la dosis recomendada por los 

fabricantes de 2 L ha-1 (ensayo de Buenas Práctica Agrícolas o BPAs). Durante el 

tiempo que duró el experimento las condiciones metereológicas fueron 

registradas en la estación agroclimática de San Vicente de la Sonsierra (La 

Rioja). Las lluvias totales fueron 32.0 mm en 15 días de lluvia, y las 

tem

e Aldeanueva de Ebro en Rioja Baja,  

cep

 Ebro (La Rioja). No se registraron lluvias y las temperatura 

medias máxima y mínima fueron 20.3 y 13.4 ºC respectivamente. 

peratura medias máxima y mínima fueron 27.7 y 10.1 ºC respectivamente. 

En otra parcela, situada en la zona d

as de la variedad Tempranillo, fueron tratadas con el producto Scala® (37.4 

% pirimetanil) siete días antes de la fecha programada de vendimia en la dosis 

de aplicación recomendada por el fabricante de 2 L ha-1 (ensayo de Críticas 

Prácticas Agrícolas o CPAs). Durante el tiempo que duró el experimento las 

condiciones metereológicas fueron registradas en la estación agroclimática de 

Aldeanueva de
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Los tratamientos se realizaron mediante un atomizador HARDI (Dinamarca) 

con capacidad de 2000 L. Se dejaron un número de filas sin tratar con el fin de 

tener un control o testigo de la parcela. 

La uva se vendimió en cajas el día 7/10/05, recogiéndose aproximadamente 

200 kg de uva para el tratamiento y otros 200 kg sin tratamiento alguno. La 

pasta procedente de la despalilladora-estrujadora fue conducida mediante 

bomba peristáltica a los depósitos de fermentación de 50 L. La elaboración se 

realizó por triplicado tanto para el testigo-control como para cada uno de los 

tratamientos. 

 Los depósitos fueron inoculados con la levadura VRB Uvaferm (Lallemand) 

de la cepa Saccharomyces cerevisiae neutra, autóctona de La Rioja. Se 

seleccionó esta levadura debido a los buenos resultados de fermentación y a la 

mayor di ga el año 

anterior. Los depósitos fueron bazuqueados dos veces por día. Las 

fer nes finalizaron a los 11 días en el ensayo de BPAs y al cabo de 13 

días para el

2 días y 46 días respectivamente para los ensayos de BPAs y 

CPAs se dio por finalizada la fermentación maloláctica. Una vez finalizadas las 

ferme álisis 

y a  el v enido pa sgua s alt hasta 

ser e do.

 de vinificación

sipación de residuos observada en laboratorio y en bode

mentacio

 ensayo de CPAs. Al día siguiente se procedió al descube y el vino 

yema obtenido se llevó a depósitos de 15 L. Posteriormente se llevó a cabo la 

fermentación maloláctica sembrando bacterias lácticas MBR Alpha Oenococcus 

oeni. Al cabo de 5

ntaciones se tomaron muestras para realizar los correspondientes an

condicionar ino obt ra re rdarlo de futura eraciones 

mbotella   

3.5.2 Evolución de la fermentación y parámetros  

I) BP

blas VI-12 y VI-13 s sume c  

diferentes parám ados en las muestras tomadas tant o 

a  fe a e ntos r  el 

ensayo de BPA. 

A 

En las Ta e re n los valores en ontrados para los

etros estudi o al inicio com

l final de la rmentación p ra cada uno d  los tratamie ealizados en
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Tabla ámet ológicos d s uvas  (BPA) 

Muestra   To

 VI-12: Par ros en e la vendimiadas

s ºBrix pH Acidez tal a 
Lacassa 

l mL-1) (nmo
Testigo 22.2 ± 0.1 3.55 ± 0.02 4.65 ± 0.08 0.046 ± 0.014 

Pirimetanil 21.0 ± 0.1 3.46 ± 0.02 4.39 ± 0.05 nd 

a Acidez Total expresada como g L-1 de ácido tartárico 
nd = no detectado 

Tabla VI-13: Parámetros enológicos de los vinos elaborados (BPA) 

Muestras 
Etanol 
(v/v) 

pH Acidez Total a Acidez Volátil b 

Testigo 13.4 ± 0.1 3.72 ± 0.02 4.74 ± 0.18 0.37 ± 0.01 
Pirimetanil 12.7 ± 0.1 3.61 ± 0.02 4.72 ± 0.15 0.40 ± 0.05 

 

Muestras IPT IC Tonalidad 
Testigo 39.5 ± 1.3 12.6 ± 0.4 0.59 ± 0.03 

Pirimetanil 45.7 ± 2.9 14.6 ± 1.1 0.58 ± 0.03 

a Acidez Total expresada como g L-1 de ácido tartárico 
b Acidez Volátil expresada como g L-1 de ácido acético 

En la elaboración de las uvas tratadas con pirimetanil se observaron unos 

valores ligeramente inferiores para ºBrix, pH y acidez total respecto al control. 

No se encontraron diferencias en la acidez total de los vinos, mientras que el pH 

fue inferior en los vinos procedentes de uvas tratadas. Cabe destacar los bajos 

valores encontrados en la determinación de la lacassa, debido al buen estado 

sanitario de la uva.  

El grado alcohólico alcanzado fue inferior que al de los vinos sin tratamiento. 

El Índice de Polifenoles Totales (IPT) y el Índice de Color (IC) presentaron 

valores superiores a los del testigo. Para la tonalidad no se encontraron 

diferencias en los valores entre las uvas tratadas y sin tratar.  

 Figura VI-14 muestra la evolución en el contenido de azúcar durante la 

fermentación alcohólica. Se observa una disminución similar entre los mostos de 

uvas tratadas y el control, llevándose a cabo en el mismo período de tiempo (10 

días). La fermentación maloláctica tuvo una duración de 22 días en todos los 

depósitos, alcanzándose una cantidad de ácido málico inferior a 0.04 g L-1. 

La
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F

uestras en el ensayo de CPA. En la 

elabor lores 

superi i dez total ol, que 

el pH encont nfe l 

cont te e e tidad alguna debido 

al 

El grado al es 

de uvas tratadas con pirimetanil, mientras que le pH encontrado fue inferior en 

esto ndice de Polifenoles Totales 

presen lore  in ad f  

caso de l metanil

Tabla ámet ológicos s uvas (CPA) 

Muestr ix H  T
cassa 
ol mL-1) 

uestras en el ensayo de CPA. En la 

elabor lores 

superi i dez total ol, que 

el pH encont nfe l 

cont te e e tidad alguna debido 

al 

El grado al es 

de uvas tratadas con pirimetanil, mientras que le pH encontrado fue inferior en 

esto ndice de Polifenoles Totales 

presen lore  in ad f  

caso de l metanil

Tabla ámet ológicos s uvas (CPA) 

Muestr ix H  T
cassa 
ol mL-1) 

igura VI-14: Evolución de la fermentación de las diferentes muestras (BPA) 

II) CPA 

En las Tablas VI-14 y VI-15 se recogen los parámetros de vinificación más 

importantes para cada una de las m

ra VI-14: Evolución de la fermentación de las diferentes muestras (BPA) 

II) CPA 

En las Tablas VI-14 y VI-15 se recogen los parámetros de vinificación más 

importantes para cada una de las m

ación de las uvas tratadas con pirimetanil se observaron unos vaación de las uvas tratadas con pirimetanil se observaron unos va

ores para º Brores para º Br x, y acix, y aci  en mosto respecto al en mosto respecto al contr contr  mientras  mientras 

rado en lrado en las uvas tratadaas uvas tratadas con pis con pirimetanil fue irimetanil fue i rior respecto arior respecto a

rol. En la derol. En la de rminación drminación d  laccasa, no s laccasa, no s  encontró can encontró can

buen estado sanitario de la uva. buen estado sanitario de la uva. 

cohólico y la acidez total fueron superiores en vinos procedentcohólico y la acidez total fueron superiores en vinos procedent

s vinos. El Ís vinos. El Í (IPT) y el Índice(IPT) y el Índice de Color (IC) no  de Color (IC) no 

taron vataron va s diferentess diferentes para ambos vpara ambos v os. La tonalidos. La tonalid ue inferior en elue inferior en el

a elaboracia elaboración con pirión con piri .  .  

 VI-14: Par VI-14: Par ros enros en de lade la  vendimiadas vendimiadas

as ºBras ºBr  p p AcidezAcidez otal a 
La

(nm
otal a 

La
(nm

Testigo 25.6 ± 0.2 3.69 ± 0.01 3.82 ± 0.10 nd 
Pirimetanil 26.8 ± 0.2 3.52 ± 0.01 4.08 ± 0.05 nd 

a 

nd = no det
Acidez Total expresada como g L-1 de ácido tartárico 

ectado 
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Tabla VI-15: Parámetros enológicos de los vinos elaborados(CPA) 

Muestras 
Etanol 
(v/v) 

pH Acidez Total a Acidez Volátil b 

Testigo 14.3 ± 0.2 3.92 ± 0.01 4.89 ± 0.03 0.24 ± 0.02 
Pirimetanil 14.8 ± 0.1 3.74 ± 0.03 5.28 ± 0.22 0.14 ± 0.02 

 

Muestras IPT IC Tonalidad 
Testigo 64.5 ± 3.0 19.9 ± 0.7 0.62 ± 0.01 

Pirimetanil 68.0 ± 4.6 19.0 ± 0.7 0.55 ± 0.02 

a Acidez Total expresada como g L-1 de ácido tartárico 
b Acidez Volátil expresada como g L-1 de ácido acético 

n la F ón según el 

contenid  ensayo de CPA. Se 

observa una di  

tratadas si . El final 

de la fermen  fermentación 

ma láctic anzándose 

un antid tos control, 

mi o málico fue 

superior a 0.

Figura VI-15: Evolución de la fermentación de las diferentes muestras (CPA) 

 

E igura VI-15 se muestra la evolución de la fermentaci

o de azúcar en los diferentes tratamientos del

sminución similar en las fermentaciones de mosto de uvas

ete días antes de la vendimia con respecto a las uvas control

tación se produce en el mismo tiempo, 13 días. La

a se dio por concluida en 43 días para todos los vinos, alc

ad de ácido málico inferior a 0.1 g L-1 en los depósi

entras que en los vinos de uvas tratadas el contenido en ácid

2 g L-1.  

lo

a c
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3.5.3 Análisis de residuos de pirimetanil 

El análisis de residuos conlleva la determinación de pirimetanil en diferentes 

muestras, comenzando con el grano de uva y finalizando en el vino embotellado. 

En

ciones determinadas de pirimetanil en 

las a 

cantidad total de residuos e ferior al límite máximo de 

resid LMR

h 3 % 8 % en la pulpa y uperficie 

ext  la piel. En As, la cantidad t e 1.315 

mg kg-1. Los residuos se encontraron principalmente en el hollejo, con un 73.5 

% frente a u

 el momento de vendimia se muestrearon racimos de uvas de las cuales se 

seleccionan 75 granos de partes diferentes de los racimos (parte superior, media 

e inferior) Las uvas se mantienen a –20 ºC hasta ser analizadas. Las uvas se 

analizaron según el método analítico desarrollado en el Capítulo V (Apartado 4), 

considerando concentraciones residuales en la superficie exterior del grano, en 

el hollejo y en la pulpa.  

Durante la vinificación se tomaron muestras en diferentes etapas en las que 

se realizó una determinación del producto mediante extracción en fase sólida, 

método desarrollado en el Capítulo V (Apartado  2). 

La Tabla VI-16 muestra las concentra

 tres partes del grano de uva para los dos ensayos. En el ensayo de BPA, l

n uva fue 0.123 mg kg-1, in

uos (  = 5 mg kg-1). Los residuos se encontraron principalmente en el 

ollejo, con un 68.  frente a un 13.  17.9 % en la s

erna de el ensayo de CP otal en la uva fu

n 16.3 % en la pulpa y un 10.2 % en la superficie. Esta distribución 

concuerda con los estudios de movilidad y penetración realizados en laboratorio 

expuestos en el Capítulo V (Apartado 4). 

Tabla VI-16: Concentración de residuos de pirimetanil en las uvas con su 

desviación estándar (n=3) 

Uva Concentración BPA (mg kg-1) Concentración CPA (mg kg-1) 
Superficie 0.022 ± 0.003 0.134 ± 0.011 

Hollejo 0.084 ± 0.002 0.968 ± 0.058 
Pulpa 0.017 ± 0.002 0.213 ± 0.009 

En la as 

distintas etapas del proceso de vi ión en el ens , 

la concentración fue ana el líquido sobre osto). La 

conce esidu nece constante durante todo el 

 Tabla VI-17 se presentan las concentraciones de pirimetanil durante l

nificac ayo de BPA. En el estrujado

lizada en nadante (m

ntración r al de pirimetanil perma
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proce rmen entación  hasta el 

emb  can de un 41. el descube 

hast  la fe n el vino em s residuos 

estab ajo 

Tabla VI-17: Concentració uos de pirimetanil dur de 

 alcohólica (BPA) con su desviación estándar (n=9) 

so de fe tación alcohólica y ferm maloláctica

otellado. La tidad de fungicida descien 9 % desde 

a el final de rmentación maloláctica. E botellado lo

a bn por de del límite de detección.  

n de resid ante el proceso 

fermentación

Tiempo Muestra Concentración (μg L-1) 
0 horas Estrujado 88.7 ± 1.3 
24 horas Fermentación alcohólica  89.2 ± 0.4 
66 horas Fermentación alcohólica  88.1 ± 1.2 
90 horas Fermentación alcohólica  89.2 ± 0.3 

238
3 Fermen láctica  
6 Fermentac ctica (fin)
6

120 horas Fermentación alcohólica  89.5 ± 0.7 
142 horas Fermentación alcohólica  93.9 ± 2.7 

 horas Descube 91.2 ± 3.7 
5 días 
2 días 

tación malo
ión malolá

53.2 ± 1.8 
 52.4 ± 3.4 

7 días Botella  <LD 
   LD L-1 

La m s obtani tanil durante 

las dis s ión en  CPA. En el 

estruja n l líquido (mosto).  

Tabla on pirimeta proceso de 

 alcohólica (CPA) con su desviación est  

 = 0.54 μg 

Tabla VI-18 uestra las concentracione das de pirime

tintas etapa  del proceso de vinificac el ensayo de

do, la conce tración f da en eue analiza sobrenadante 

 VI-18: C centración de residuos de nil durante el 

fermentación ándar (n=9)

Tiempo Muestra Concentración (mg L-1) 
0 horas Estrujado 1.04 ± 0.07 
24 horas Fermentación alcohólica 0.49 ± 0.03 
48 horas Fermentación alcohólica 0.43 ± 0.04 
90 horas Fermentación alcohólica 0.49 ± 0.03 
114 horas Fermentación alcohólica 0.67 ± 0.04 
144 horas Fermentación alcohólica 0.66 ± 0.01 
166 horas Fermentación alcohólica 0.69 ± 0.03 
336 horas Descube 0.49 ± 0.03 
36 días Fermentación maloláctica 0.56 ± 0.03 
57 días Fermentación maloláctica 0.52 ± 0.05 
67 días Botella 67 días 0.51 ± 0.03 

A las 24 horas del inicio del proceso fermentativo, la concentración disminuye 

un en la cantidad de pirimetanil se observó a las 114  52.3 %. Un aumento 
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ho

antidad de fungicida disminuyó en el vino final 

em

ras. Este hecho fue debido a una solubilización del compuesto producido por 

los procesos de maceración en medio hidroalcohólico y prácticas enológicas 

como el bazuqueo. Al finalizar la fermentación alcohólica la concentración 

disminuye un 47.1 % respecto al contenido inicial. Durante la fermentación 

maloláctica la concentración permanece constante e inferior a la encontrada en 

la etapa anterior. La c

botellado un 50.1 % respecto de la concentración inicial en el mosto. 

3.5.4 Análisis sensorial 

El test Duo-Trio realizado para determinar si los vinos procedentes de uvas 

de

ón del 5%. El número de respuestas correctas fue 32, 

entre un total de 55 respuestas, frente a 33 respuestas correctas para un nivel 

 distintos tratamientos pueden diferenciarse, demostró que los vinos 

elaborados con uvas tratadas con pirimetanil y sin tratamiento no difieren entre 

sí a un nivel de significaci

de significación del 5 %.  

 continuación se realizó un análisis

comentaron las características de la fase vi

las Figuras VI-16, VI-17 y VI-18 se

sensorial mostrando la frecuencia de citaci

Fase visual

A  descriptivo de los tres tipos de vino. Se 

sual, fase olfativa y fase gustativa. En 

 observan los diagramas de este análisis 

ón dentro de un máximo de 55. 

: se observó que los vinos de uvas tratadas con pirimetanil 

presentaron mayor capa (p<  violáceo (p<0.05) en el 

color que el vino control. 

 

Figura VI-16: Fase visual 

0.05) y mayor componente
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Fase olfativa: los vinos elaborados con uvas tratadas obtuvieron una 

intensidad aromática más baja (p<0.05) que el control, observándose una 

calidad aromática más limp rimetanil (p<0.05). Los 

dos vinos presentaron un carácter frutal y vegetal similar (p>0.05), con cierto 

ma

ia y franca en el caso del pi

tiz químico.  

 

 

 

 

 

 

Figura VI-17

Fase gustativa

: Fase olfativa 

: los sabores se encontraron más equilibrados en los vinos que 

een un tacto suave y ligero,  son proceden de uvas tratadas (p<0.05). Todos pos

similares en cuanto a stgusto en ambos es 

marcadamente frutal y algo vegetal (p>0.05). 

3.6.1 Tratamiento y elaboración

persistencia en boca y el po

 

  

 

 

 

 

 

Figura VI-18: Fase gustativa 

3.6. Vinificación de uvas variedad Tempranillo año 2006 

 

Las cepas variedad Tempranillo procedentes de la misma parcela en la zona 

de La Rioja Alta fueron tratadas con Scala® (37.4% Pirimetanil) en las épocas 
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correspondientes a final de floración y envero, a la dosis recomendada por el 

fabricante de 2 L ha-1. Durante el tiempo que duró el experimento las 

condiciones metereológicas fueron registradas en la estación agroclimática de 

San Vicente de la Sonsierra (La Rioja). Las lluvias totales fueron 67.2 mm en 19 

días de lluvia, y las temperatura medias máxima y mínima fueron 26.6 y 12.8 

ºC respecti

aja fueron tratadas con el producto Scala® 

(37.

ectivamente. 

ores. 

Los depósi ones 

finalizaron a los 12 días para los dos ensayos, BPA y CPA. Al día siguiente se 

pro  descube y el vino yema obtenido se llevó a depósitos de 15 L. 

Posteriormente se llevó a cabo la fermentación maloláctica sembrando bacterias 

vamente. 

Cepas de la variedad Tempranillo de la misma parcela situadas en la zona de 

Aldeanueva de Ebro en La Rioja B

4 % pirimetanil) siete días antes de la fecha programada de vendimia en la 

dosis de aplicación recomendada por los fabricantes (2 L ha-1). Durante el 

experimento las condiciones metereológicas fueron registradas en la estación 

agroclimática de Aldeanueva de Ebro (La Rioja). Las lluvias totales fueron 2.4 

mm en 2 días de lluvia, y las temperatura medias máxima y mínima fueron 20.4 

y 14.8 ºC resp

El tratamiento se realizó mediante un atomizador HARDI (Dinamarca) con 

capacidad de 2000 L. Se dejaron un número de filas sin tratar con el fin de tener 

un control o testigo de la parcela.  

La uva se vendimió en cajas el día 10/10/06, recogiéndose aproximadamente 

200 kg de uva para el tratamiento y otros 200 kg sin tratamiento alguno. La 

pasta procedente de la despalilladora-estrujadora fue conducida mediante 

bomba peristáltica a los depósitos de fermentación de acero inoxidable de 50 L. 

La elaboración se realizó por triplicado tanto para el testigo-control como para el 

tratamiento. 

Los depósitos fueron inoculados con la levadura VRB Uvaferm (Lallemand) de 

la cepa Saccharomyces cerevisiae neutra, autóctona de La Rioja. Se seleccionó 

esta levadura debido a los buenos resultados de fermentación y a la mayor 

disipación de residuos observada en laboratorio y en bodega años anteri

tos fueron bazuqueados dos veces por día. Las fermentaci

cedió al
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lác

realizar los correspondientes análisis y acondicionar el vino 

obteni

3. ón d entació arám ció

ticas MBR Alpha Oenococcus oeni. Al cabo de 34 días y 32 días 

respectivamente para los ensayos de BPA y CPA se dio por finalizada la 

fermentación maloláctica. Una vez finalizadas las fermentaciones se tomaron 

muestras para 

do para resguardarlo de futuras alteraciones hasta ser embotellado.  

6.2 Evoluci e la ferm n y p etros de vinifica n 

I)

alores encontrados para los 

diferent mo 

al final de la fermen ara el control y el tratamiento con pirimetanil en el 

ensayo de BP  

1 s e imia

Muestr rix pH idez T

 BPA 

En las Tablas VI-19 y VI-20 se resumen los v

es parámetros estudiados en las muestras tomadas tanto al inicio co

tación p

A.

Tabla VI- 9: Parámetro  enológicos d las uvas vend das (BPA) 

as º B Ac otal a 
Lacassa 

ol mL-1) (nm
Testigo  ±  025.0 0.2 3.68 ± .02 4.28 ± 7 ± 0.009 0.02 0.50

Pirimeta   0nil 22.8 ± 0.1 3.55 ± .01 4.35 ± 8 ± 0.006 0.03 0.04

a Acidez To

Tabla VI-20:  

tal expresada como g L-1 de ácido tartárico 

 Parámetros enológicos de los vinos elaborados (BPA)

Muestras 
Etanol 
(v/v) 

pH Acidez Total a Acidez Volátil b 

Testigo 13.4 ± 0.8 3.89 ± 0.03 4.06 ± 0.03 0.21 ± 0.03 
Pirimetanil 13.6 ± 1.4 3.69 ± 0.01 5.07 ± 0.13 0.19 ± 0.06 

 

Muestras IPT IC Tonalidad 
Testigo 47.6 ± 3.2 15.7 ± 1.1 0.73 ± 0.01 

Pirimetanil 37.9 ± 2.2 12.6 ± 1.8 0.72 ± 0.01 

a Acidez Total expresada como g L-1 de ácido tartárico 
b Acidez Volátil expresada como g L-1 de ácido acético 

En la elaboración de las uvas tratadas con Pirimetanil se observaron unos 

valores inferiores para º Brix y pH. La acidez total fue superior en los mostos 

procedentes de uvas tratadas. Los bajos valores encontrados en la 

determinación de la lacassa se debieron al buen estado sanitario de la uva, 
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aunque se detectaron valores más bajos en las uvas tratadas con pirimetanil 

(ver Tabla VI-20). 

a Fi ar durante la 

fermentaci abilidad 

en  las tenido de 

azúcar, si  tratadas con 

pir etani entaciones 

se uala 2 días). La 

fermentaci s depósitos, 

al

 

 

 

 

 

F  n tes ) 

En los vinos elaborados con la aplicación de pirimetanil, el pH fue inferior y la 

acidez total fue superior a los vinos testigo, mientras que no se encontraron 

diferencias en la graduación alcohólica alcanzada. La acidez total revela la 

ausencia de alteraciones o picados. El Índice de Polifenoles Totales (IPT) 

observado en los vinos procedentes de uvas tratadas con pirimetanil fue muy 

inferior al correspondiente a los vinos control o testigo. Para la tonalidad y el 

Índice de Color (IC) no se encontraron diferencias en los valores entre los 

distintos vinos. 

L gura VI-19 muestra la evolución en el contenido de azúc

ón alcohólica para el ensayo de BPA. Se observó una gran vari

 réplicas. Se aprecian diferencias en la evolución del con

endo superiores los valores correspondientes a las uvas

l respecto a las del testigo; al final del proceso ambas ferm

ron, llevándose a cabo en el mismo período de tiempo (1

ón maloláctica tuvo una duración de 34 días en todos lo

canzándose una cantidad de ácido málico inferior a 0.30 g L-1. 

tre

im

ig
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II) CPA  

En la ión 

conv ara a de las stra

I- r de dimi

Muestras º Brix pH Acidez Total a

s Tablas VI-21 y VI-22 se recogen los parámetros de vinificac

encionales p  cada un  mue s para el ensato de CPA.  

Tabla V 21: Parámet os enológicos  las uvas ven adas (CPA) 

 
Lacassa 

-1) (nmol mL
Testig  o 20.2 ± 0.2 3.58 ± 0.01 4.42 ± 2 ± 0.014 0.01 0.09

Pirimeta ±  0n  il 19.2 0.1 3.32 ± .01 5.36 ± 6 ± 0.010 0.02 0.04

a Acidez To -1

Tab borados (CPA) 

tal expresada como g L  de ácido tartárico 

la VI-22: Parámetros enológicos de los vinos ela

Muestras 
Etanol 
(v/v) 

pH Acidez Total a Acidez Volátil b 

Testigo 12.2 ± 0.4 3.89 ± 0.01 5.51 ± 0.30 0.34 ± 0.06 
Pirimetanil 12.0 ± 0.2 3.61 ± 0.01 5.77 ± 0.42 0.38 ± 0.05 

 

Muestras IPT IC Tonalidad 
Testigo 43.5 ± 3.3 14.4 ± 2.1 0.64 ± 0.01 

Pirimetanil 39.5 ± 4.7 11.8 ± 1.6 0.57 ± 0.01 

a -1

a los 

vinos de uvas tratadas. El IPT y el IC fueron similares para ambos vinos, y la 

tonalidad para la elaboración de uvas tratadas con pirimetanil presentaron 

va es inferiores a los del control. Los valores de acidez volátil no revelan la 

presencia de alteraciones. En la determinación de lacassa, los valores 

encontrados fueron muy bajos debido al buen estado sanitario de la uva, siendo 

inferiores los correspondientes a las uvas tratadas con pirimetanil. 

Acidez Total expresada como g L  de ácido tartárico 
b Acidez Volátil expresada como g L-1 de ácido acético 

En la elaboración de las uvas tratadas con pirimetanil se observaron unos 

valores inferiores para grado Brix y pH respecto al control, mientras que la 

acidez total encontrado en las uvas tratadas con pirimetanil es superior respecto 

al control. 

El grado alcohólico fue similar para el control y pirimetanil. La acidez total no 

presentó diferencias en ambos vinos, mientras que el pH fue inferior par

lor
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En la Figura VI-20 se muestra la evolución de la fermentación de las 

diferentes muestras, según el contenido de azúcar para el ensayo de CPA. 

 

Figura VI-2 diferentes muestras (CPA) 

 

odo de 

tiempo para ambas, 12 días. La fermentación maloláctica se dio por concluida en 

32

 

 

 

 

 

 

 

0: Evolución de la fermentación de las 

Se observó una mayor disminución en el caso de las uvas testigo con 

respecto a las uvas tratadas con pirimetanil hasta las 168 horas, momento en el 

que las dos fermentaciones siguieron la misma evolución con similares valores 

de % azúcar. El final de la fermentación se produce en el mismo perí

 días para todos los vinos, alcanzándose una cantidad de ácido málico menor 

de 0.05 g L-1 en todos los depósitos. 

3.6.3 Análisis de residuos de pirimetanil 

En el momento de vendimia se muestrearon distintos racimos. Se escogieron 

75 granos de partes diferentes de los racimos (parte superior, media e inferior), 

guardándose a –20 ºC para su posterior análisis. Las uvas se analizaron según el 

método descrito en el Capítulo V (Apartado 4), considerando concentraciones 

residuales en la superficie exterior del grano, en el hollejo y en la pulpa.  
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Durante el proceso de elaboración se tomaron sucesivas muestras en 

diferentes etapas en las que se realizó la determinación del producto por el 

método de extracción en fase sólida desarrollado en el Capítulo V.  

La Tabla VI-23 muestra las concentraciones determinadas de pirimetanil en 

las t ales 

encontrados en el moment 22 mg kg-1. Esta cantidad 

está muy po Resi -1

p e estos resi a piel u holl ientras 

qu cie e ntraron el 18. 2 ó una 

penetración en la pulpa de un 13.6% de los residuos. En el ensayo de CPA, la 

can

da 

con los estudios de movilidad expuestos en el Capítulo IV. 

Ta u 

 estándar (n

U once

res partes del grano de uva. En el ensayo de BPA, los residuos tot

o de la vendimia fueron 0.0

r debajo del Límite Máximo de duos (5 mg kg ). La mayor 

roporción d duos se encontró en l ejo (68.2 %), m

e en la superfi xterna se enco  %. Se observ

tidad total de residuos en el momento de la vendimia fueron 3.78 mg kg-1. 

Un 78.2 % se estos residuos se encontraron en la piel. La distribución concuer

bla VI-23: Concentración de residuos de pirimetanil en uvas con s

desviación =3) 

va C ntración BPA (mg kg-1) Concentración CPA (mg kg-1) 
Sup 0.443 ± 0.030 erficie 0.004 ± 0.001 

H 2.955 ± 0.333 
0.382 ± 0.032 

ollejo 0.015 ± 0.001 
Pulpa 0.003 ± 0.001 

La I-24 nes determin de pirimetanil 

as etapas del proceso de vinificación en el ensayo de BPA.  

Tabla VI-24:

fermentación alcohólica (BPA) con su desviación estándar (n=9) 

 Tabla V  muestra las concentracio adas 

durante las distint

 Concentración de residuos de pirimetanil durante el proceso de 

Tiempo Muestra Concentración (μg L-1) 
0 horas Estrujado 22.0 ± 1 
72 horas Fermentación alcohólica <LD 
96 horas Fermentación alcohólica <LD 

48 días Fermentación maloláctica <LD 
60 días Botella <LD 

114 horas Fermentación alcohólica <LD 
192 horas Fermentación alcohólica <LD 
312 horas Descube <LD 

   LD = 0.54 μg L-1 
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En el estrujado, la concentración fue analizada en el líquido sobrenadante

 La cantidad de pirimetanil encontrada en este mosto fue 22.0 μ

 

(mosto). g L-1 y 

dismi las siguiente  de ferment ajo 

del lí etección (0.5

E la s concentrac irimetanil 

dete ura ón en el ensa

Tabla VI-25: Co  pirimetanil d ceso de 

fermentación alcohólica (CPA) con su desviación estándar (n=9) 

nuyó en s 72 horas ación hasta niveles por deb

mite de d 4 µg L-1). 

n la Tab VI-25 se muestran la iones de p

rminadas d nte el pr inificacioceso de v yo de CPA.  

ncentraci siduos deón de re urante el pro

Tiempo Muestra Concentración (mg L-1) 
0 horas Estrujado 10.69 ± 0.77 
72 horas Fermentación alcohólica 2.69 ± 0.06 
120 horas Fermentación alcohólica 3.72 ± 0.14 
196 horas Fermentación alcohólica 4.05 ± 0.08 
288 horas Descube 4.19 ± 0.24 
36 días Fermentación maloláctica 2.66 ± 0.12 
44 días Fermentación maloláctica 3.03 ± 0.06 
58 días Botella 2.36 ± 0.11 

La concentración de pirimetanil en el estrujado es de 10.69 mg L-1 y este 

nivel disminuyó aproximadamente 75 % en la siguiente toma de muestra (72 

horas). Se observó un aumento en la concentración a las 120 horas. Este hecho 

fue ación del compuesto producido por los procesos de 

maceración en medio hidroalcohólico y prácticas enológicas como el bazuqueo. 

De

 debido a una solubiliz

spués de 120 horas, la concentración permaneció constante hasta el final de 

la fermentación, disminuyendo un 60.8 % de la concentración inicial en mosto. 

La cantidad de fungicida disminuyó un 71.6 % al final de la fermentación 

maloláctica y en el vino final embotellado el descenso fue de un 78 % respecto 

de la concentración inicial en el mosto.  

3.6.4 Análisis sensorial 

El test Duo-Trio realizado para comprobar si los vinos procedentes de 

l número de respuestas 

correctas y totales fueron 12/30. El número de respuestas correctas que debían 

distintas uvas pueden diferenciarse, demostró que los vinos elaborados no 

difieren entre sí a un nivel de significación del 5%. E
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darse para que las muestras difieran en un nivel de significación superior al 5% 

es 20. Dada la ausencia de significación no se consideró oportuno realizar un 

an

o se realizó durante dos años consecutivos en la misma parcela de 

La

dad de La Rioja que tiene 

desarrollado un software propio que calcula las coordenadas de color de los 

dor CIE 

1964, siguiendo para ello el método recomendado por la OIV. A partir del 

álisis descriptivo. 

4. FERMENTACIONES DE UVAS PROCEDENTES DE CEPAS 

TRATADAS CON PROHEXADIONA DE CALCIO 

4.1. Introducción 

El objetivo de este trabajo consiste en el estudio de los efectos del regulador 

de crecimiento Prohexadiona de Calcio en la producción de cepas variedad 

Tempranillo, así como su influencia en la vinificación de las uvas procedentes de 

las cepas tratadas y en las propiedades organolépticas de los vinos elaborados.  

El estudi

 Rioja Alta (Briones). La Prohexadiona de Calcio (ProCa) es un regulador de 

crecimiento que puede ser una opción en la vitivinicultura de calidad. No existen 

trabajos previos acerca de la aplicación de este producto en viñas de Europa ni 

en variedad Tempranillo. Los estudios realizados sobre otras variedades en 

Estados Unidos (Cabernet Sauvignon, Syrah) no han demostrado mejoras 

organolépticas en los vinos elaborados con uvas procedentes de cepas tratadas 

con ProCa. 

El método de elaboración fue el tradicional descrito en el apartado 3.2 de 

este Capítulo así como la determinación de los parámetros enológicos 

convencionales. El análisis sensorial también se realizó del mismo modo que en 

las anteriores vinificaciones de este Capítulo (Apartado 3.3). En este apartado 

también se incluyó la determinación de las coordenadas de color, debido a la 

posible influencia de la aplicación de Prohexadiona de calcio. Para la 

determinación de las coordenadas de color se ha tenido la inestimable 

colaboración del grupo de color de la Universi

vinos en el espacio CIELab utilizando el iluminante D65 y el observa
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esp 20-720 nm se calcularon las coordenadas 

CIELab: a* (tonalidad que va de verde al rojo), b* (tonalidad que va del amarillo 

al 

ectro de transmitancia entre 3

azul) y L* (expresa la claridad y tiene una graduación entre el blanco y el 

negro) a partir de los valores triestímulo X, Y y Z. 

4.2. Vinificación de uvas variedad Tempranillo (año 2004) 

4.2.1 Tratamiento y Elaboración 

La aplicación de Prohexadiona de Calcio sobre una parcela de viñedo de 

variedad Tempranillo en Briones (Rioja Alta), de 13 años de edad que 

presentaba unas condiciones de cultivo uniformes en lo que refiere a plantas, 

crecimiento y desarrollo vegetativo, marco y distancia entre cepas, método de 

cultivo, abonados, riegos, etc. El sistema de conducción fue espaldera con 

posicionamiento vertical de los brotes. Las cepas fueron podadas a 12 yemas. 

ProCa se aplicó como Regalis (BASF, Alemania) en una sola dosis 3 kg ha-1 

en el período vegetativo de prefloración (BBCH 57) en la fecha 12/06/04. El 

tratamiento se llevó a cabo mediante pulverización con un atomizador HARDÍ 

(Dinamarca), sobre las dos caras de la cubierta vegetal, empapando 

completamente todos los brotes. La aplicación se realizó en el momento en que 

no

 Vicente de la Sonsierra (La Rioja). Las lluvias totales 

fueron 112 mm en 35 días de lluvia, y las temperatura medias máxima y mínima 

fue

 había predicción de lluvia en un mínimo de 24 horas. Se dejaron un número 

de filas sin tratar con el fin de tener un control o testigo de la parcela.  Durante 

el experimento las condiciones metereológicas fueron registradas en la estación 

agroclimática de San

ron 26.3 y 12.7 ºC respectivamente. 

La uva se vendimió en cajas el 11/10/04 cosechando aproximadamente 300 

kg de uva con tratamiento y otros 300 kg sin tratamiento. La pasta fue 

conducida mediante bomba peristáltica a los depósitos de fermentación de acero 

inoxidable de 100 L.  
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El 12/10/04 se inocularon los depósitos con la cepa neutra de Saccharomyces 

cerevisiae VRB Uvaferm (Lallemand), autóctona de La Rioja. Los depósitos 

fueron remontados dos veces por día. Una vez finalizada la fermentación 

alcohólica (22/10/04) se procedió al descube y el vino yema obtenido se llevó a 

depósitos de 50 L. Posteriormente se llevó a cabo la fermentación maloláctica 

sembrando las bacterias lácticas MBR Alpha Oenococcus oeni el 26/10/04. La 

fermentación maloláctica se dio por finalizada el 18/11/04. 

 tamaño de la baya, se colocaron 100 granos en 

bandejas perforadas con agujeros de distinto diámetro (18, 16, 14, 12 y 10 

mm

ido del líquido. Se midió la relación peso del sólido/volumen de 

mo

4.  en campo

Con el fin de evaluar el

). De este modo, las bayas fueron atravesando las distintas bandejas desde 

la de mayor diámetro hasta la de menor, contabilizando la proporción de uvas 

retenidas en cada bandeja.  A continuación, las bayas fueron estrujadas y se 

separó el sól

sto.  

2.2 Efectos  

Se un e vo e sani vas s 

tratada l reg ecim xad . En I-

26 etros relacionados con el rendimiento de 

producción.

Tabla VI- res de dis tros de rend roducción 

 observó fecto positi n el estado tario de las u  vendimiada

s con e ulador de cr iento Prohe iona de calcio  la Tabla V

 se muestran algunos parám

  

26: Valo tintos  paráme imiento de p

Muestras Tamaño de bayaa 
 10-12 mm 12-14mm 14-16mm 16-18 mm 

Testigo 8.1 ± 0.3 54.3 ± 7.2 31.8 ± 7.5 5.7 ± 1.1 
ProCa 24.2 ± 2.3 57.5 ± 4.6 15.1 ± 2.7 3.2 ± 1.5 

a % de bayas para cada diámetro 

Muestras Peso medio de baya (g) % Sólido/líquido 
Testigo 2.38 ± 0.06 42.3 ± 2.4 
ProCa 1.78 ± 0.03 57.1 ± 4.3 

La reducción media que se observa en el peso medio de baya procedente de 

cepas tratadas con ProCa indica una reducción en el rendimiento de cosecha del 

25 %. La presencia de hombros en los racimos se redujo un 90 %, es decir, en 

10 racimos observados, pasaron de 10 a 1. El tamaño de las bayas procedentes 
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de

 un mayor número de 

bayas de menor tamaño (10-12 mm de diámetro) y un menor número de bayas 

con di do/lí yor 

en s uvas t o de baya fue si las 

uvas tratada

n la Fi s diferenci s cepas 

control y l adas con Pro

  

 

 

s sin tratar; y B) cepas tratadas 

con ProCa 

4.2.3 Evolución de la fermentación y parámetros de 

 las cepas tratadas fue significativamente diferente al tamaño de baya de las 

cepas control. Los racimos de viñas tratadas presentan

ámetro 14-18 mm. La relación sóli

ratadas. El peso medi

s.  

gura VI-21 se observan la

os procedentes de cepas trat

           A)  

quido fue significativamente ma

gnificativamente menor en 

as entre los racimos de la

Ca.  

       B) 

 la

 

E

 

 

 

 

 

 

 

Figura V-21: Racimos procedentes de A) cepa

vinificación 

En las Tabla VI-27 y VI-28 se muestran los valores encontrados para 

difere tro  al inicio  al fin en a 

uno d pósi to de s s 

superi

ntes paráme s tanto  como al de la ferm tación para cad

e los de tos. El mos  procedente  uvas tratada presentó valore

ores para grado Brix, pH y acidez total.  
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Tabla VI-27: Parámetros enológicos de las uvas vendimiadas 

Muestras º Brix pH Acidez Total a 
Lacassa 

(nmol mL-1) 
Testigo 20.6 ± 0.2 3.49 ± 0.01 4.35 ± 0.02 0  .231 ± 0.014
ProCa 24.4 ± 0.1 3.78 ± 0.01 5.34 ± 0.01 0  .046 ± 0.010

a Acidez To  como -1 do ta co 

T  elaborados 

Etanol a

tal expresada  g L  de áci rtári

 

abla VI-28: Parámetros enológicos de las vinos

Muestras 
(v/v) 

pH Acidez Total  Acidez Volátil  b

Testigo 13.0 ± 0.4 3.68 ± 0.01 4.12 ± 0.11 0.21 ± 0.01 
ProCa 13.8 ± 0.3 4.04 ± 0.04 4.72 ± 0.09 0.21 ± 0.01 

 

Muestras IPT IC Tonalidad 
Testigo 44.3 ± 3.3 12.7 ± 0.9 0.42 ± 0.01 
ProCa 61.6 ± 0.6 14.6 ± 0.4 0.54 ± 0.02 

a Acidez Total expresada como g L-1 de ácido tartárico 
b Acidez Volátil expresada como g L-1 de ácido acético 

 

El vino producido con uvas tratadas proporcionó un mayor grado alcohólico. 

Lo

 

estado sanitario de la uva. La tasa de incidencia de podredumbre correspondería 

a menos de 1 % para ambos tipos de uvas.  

Respecto al proceso fermentativo de las uvas tratadas, existen diferencias 

respec  control sin tratar al producirse de un modo más rápido y alcanzando 

en menor tiempo el final de la fermentación. La Figura VI-22 muestra la 

evoluc n según el tanto por ciento de azúcares. La fermentación maloláctica 

tuvo una duración de 23 días, no encontrándose málico con el método utilizado. 

s valores de acidez volátil del vino fueron normales para vinos sin 

alteraciones. El Índice de Color (IC), el Índice de Polifenoles Totales (IPT), pH y 

la acidez total fueron superiores para los vinos obtenidos con uvas tratadas. La 

tonalidad presentó un valor inferior en los vinos “ProCa”. Cabe destacar los 

bajos valores encontrados en la determinación de la lacassa, debido al buen

to al

ió
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Figura VI-22: Evolución de la fermentación de las diferentes muestras 

4.2.4 Coordenadas de color 

En la Tabla VI-29 se muestran las coordenadas CIELab para los distintos 

vinos. La coordenada L* o claridad presenta diferencias significativas  entre el 

testigo y l calcio. 

Estos últimos vinos son más oscuros o tienen más capa que el testigo. Respecto 

a la coordenada a*, que nent e afir os 

de ProCa  valores al te coord  va 

desde el tivos) al azul (valores negativos), los vinos 

procedentes de uvas tratadas presentan tonalidades más azules, presentándose 

má

os vinos procedentes de uvas tratadas con Prohexadiona de 

 es la compo e roja, se pued mar que los vin

 tienen  superiores stigo. Para la enada b*, que

 amarillo (valores posi

s violáceos.  

Tabla VI-29: Coordenadas CIELab para las distintas muestras 

Muestras L* a* b* 
Testigo 85.0 ± 1.8 25.40 ± 1.47 - 0.44 ± 1.72 
ProCa 77.4 ± 0.7 32.74 ± 1.51 - 4.72 ± 0.29 

4.2.5 Análisis sensorial 

El test Duo-Trio realizado para comprobar si los vinos procedentes de 

dis

ero crítico de respuestas para 

tintas uvas pueden diferenciarse, demostró que los vinos elaborados no 

difieren entre sí a un nivel de significación del 5%. El número de respuestas 

correctas y totales fueron 17 y 25 y el núm

0
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sig icación es 18. Se realizó un anális

se matizaron las características de la

Figuras VI-23, VI-24 y VI-25 se mue

descriptivo. 

nif is descriptivo de los dos tipos de vino y 

 fase visual, olfativa y gustativa. En las 

tran los diagramas radiales del análisis s

Fase visual: la capa fue muy superio

control presentó un color más cereza

observaron tonos picota y negruzcos (p

 

r en el vino de Pro-Ca (p<0.05). El vino 

 y granate, y en el vino de Pro-Ca se 

<0.05).  

 

 

 

 

 

 

3: Fase visual Figura VI-2

ase olfativaF : Los vinos no presentaron diferencias en la intensidad ni en los 

as frutales en ambos vinos y aromas 

ona-Ca. El test olfativo consideró 

 vino de Prohexadiona-Ca. 

tipos de aroma; se observaron arom

especiados (p<0.05) en el vino de Prohexadi

más complejo (p<0.05) aromáticamente al

 

Figura VI-24 Fase olfativa 

Fase gustativa

 

 

 

 

 

 

: 

: los sabores se encont ron más equilibrados (p<0.05) en el 

vino tratado con Prohexadiona-Ca respecto al control; el tacto fue considerado 

suave y ligero (p<0.05) en el vino control frente a una gran astringencia y 

untuosidad en el vino tratado. El postgusto fue muy frutal en ambos, con toques 

ra
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especiados y balsámicos en el vino tratado. El vino tratado con Prohexadiona-Ca 

fue más persistente (p<0.05) que el vino control.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura VI-25: Fase gustativa 

4.3. Vinificación de uvas variedad Tempranillo (año 2005) 

4.3.1 Tratamiento y Elaboración 

ProCa se aplicó como Regalis (BASF, Alemania) en una sola dosis 3 kg ha-1 

en el período vegetativo de prefloración (BBCH 57) en la fecha 11/06/05 sobre 

la misma parcela que el año anterior y con las mismas consideraciones. Durante 

el experimento las condiciones metereológicas fueron registradas en la estación 

ag

acero inoxidable de 100 L.  

ularon los depósitos con la cepa neutra de 

Saccharomyces cerevisiae VRB Uvaferm (Lallemand). Los depósitos fueron 

rem

roclimática de San Vicente de la Sonsierra (La Rioja). Las lluvias totales 

fueron 52 mm en 23 días de lluvia, y las temperatura medias máxima y mínima 

fueron 27.7 y 10.1 ºC respectivamente. 

La uva se vendimió en cajas el 7/10/05 cosechando aproximadamente 300 

kg de uva con tratamiento y otros 300 kg sin tratamiento. La pasta fue 

conducida a los depósitos de fermentación de 

El mismo día se inoc

ontados dos veces por día. Una vez finalizada la fermentación alcohólica 

(18/10/04) se procedió al descube y el vino yema obtenido se llevó a depósitos 

de 50 L. Posteriormente se llevó a cabo la fermentación maloláctica sembrando 
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las bacterias lácticas MBR Alpha Oenococcus oeni el 21/10/04. La fermentación 

maloláctica se dio por finalizada el 11/11/05. 

4.3.2 Efectos en campo  

La aplicación de Pro-C e en el año anterior. 

La maduraci vo de l  fue 

similar a la , obteni r forma y 

número de a  y el 

0 

a 7. En la Fi pequ mos. 

 

    

 

 

Figura VI-26: Racimos procedentes de A) cepas sin tratar; y B) cepas tratadas 

la VI-30 se muestr  correspondientes al 

rendimie Se e un m ro de ueña as 

trata n diá -12 14 o m aya 

signi ratadas. 

 

a tuvo un efecto menos acusado qu

ón y el crecimiento vegetati

s de cepas control sin tratar

 bayas. Para las viñas tratadas, l

número de hombros descendió en un 30%,

gura VI-26 se aprecian las 

A)                     

as cepas tratadas con ProCa

éndose racimos de simila

 producción disminuyó un 10%,

 es decir, en 10 racimos pasan de 1

eñas diferencias entre dos raci

                B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

con ProCa 

En la Tab an los parámetros

nto. ncontraron ayor núme  bayas peq s en las cep

das, co metros 10 mm y 12- mm. El pes edio de b

ficativamente menor en las uvas t
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Tabla V s  cción 

Muestras  de bayaa 

I-30: Valore  de distintos  parámetros de rendimiento de produ

Tamaño
 10-12 mm 12-14mm 14-16mm 16-18 mm 

Testigo 0.3 ± 0.6 14.7 ± 1.5 75.4 ± 1.1 9.6 ± 1.1 
ProCa 5.7 ± 1.5 17.7 ± 0.6 68.0 ± 1.7 8.5 ± 0.6 

a % de bayas para cada diámetro 

Muestras Peso medio de baya (g) % Sólido/líquido 
Testigo 1.57 ± 0.02 50.4 ± 3.7 
ProCa 1.41 ± 0.02 55.6 ± 2.5 

4.3.3 Evolución de la fermentación y parámetros de vinificación 

En las Tablas VI-31 y VI-32 se muestran los valores encontrados para 

dif

 como muestra la 

ausencia de lacassa.  

No se observaron diferencias significativas en el contenido de H y 

acide tre lo s contro e “P z  

ausenc tera T n  los vinos obtenidos 

de uvas trata s vinos.  

Tabla VI-31: Parámetros enológicos de las uvas vendimiadas 

Muestras º Brix pH Acidez Total a 
(nmol mL-1) 

erentes parámetros al inicio y al final de la fermentación para cada uno de los 

depósitos. En las uvas procedentes de cepas tratadas se observan unos valores 

ligeramente inferiores para ºBrix y pH, mientras que la acidez total fue superior 

con respecto al control. Se observó un buen estado sanitario

alcohol, p

z total en s vino l y d roCa”. La acide volátil indicó la

ia de al ciones. El IP  y el IC fuero mayores para

das. La tonalidad fue similar para ambo

Lacassa 

Testigo 22 1 3.55 ± 0.02.2 ± 0.  4.65 ± 0.01 nd 
ProCa 20.2 ± 0.1 3.49 ± 0.01 4.70 ± 0.02 nd 

a Ac l exp g tá
d = no detectado 

Tabla VI-32: n as das 

Muestr  Acidez Volátil b

idez Tota resada como  L-1 de ácido tar rico 
n

Parámetros e ológicos de l uvas vendimia

as 
Etanol 

pH Acidez Total a
(v/v) 

 

Testigo 13.4 ± 0.1 3.72 ± 0.01 4.78 ± 0.18 0.37 ± 0.01 
ProCa 13.6 ± 0.1 3.68 ± 0.04 4.42 ± 0.47 0.27 ± 0.07 
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Muestras IPT IC Tonalidad 
Testigo 39.5 ± 1.3 12.7 ± 0.2 0.59 ± 0.03 
ProCa 44.5 ± 2.0 13.2 ± 0.2 0.55 ± 0.04 

a Acidez Total expresada como g L-1 de ácido tartárico 
b Acidez Volátil expresada como g L-1 de ácido acético 

Respecto al a 

Figura VI izándose 

de un modo odo de tiempo 

(10 d s) 0 días, no 

detect ndo

 

 

Figu as 

4.3. das de col

 proceso fermentativo de las uvas tratadas, se observa en l

-27 que no existieron diferencias con el control sin tratar, real

 similar y finalizando la fermentación en el mismo perí

. La fermentación maloláctica tuvo una duración de 2

se  el ácido málico. 

ía

á

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ra VI-27: Evolución de la fermentación de las diferentes muestr

4 Coordena or 

La Ta 3 muest nada os dis

Muestras L* a* b* 

bla VI-3 ra las coorde s CIELab para l tintos vinos.  

Tabla VI-33: Coordenadas CIELab para las distintas muestras 

Testigo 79.0 ± 0.4 24.54 ± 1.88 -1.37 ± 0.76 
ProCa 71.0 ± 0.6 32.74 ± 1.35 -2.93 ± 0.55 
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Respecto a la claridad, los vinos de prohexadiona presentan más capa (L 

inferior) que los vinos control. Los vinos procedentes de uvas tratadas también 

presentan más componente roja y azul (a* y b* en negativo). 

4.3.5 Análisis sensorial 

El test Duo-Trio realizado en el análisis sensorial para comprobar si los vinos 

procedentes de distintas uvas pueden diferenciarse, demostró que los vinos 

ela

tizaron las características de la fase visual,  olfativa y  

gustativa. Se  muestran los diagramas en las Figuras VI-28, VI-29 y VI-30. 

borados no difieren entre sí a un nivel de significación del 5%. El número de 

respuestas correctas fue 31 frente a un total de 55 respuestas, mientras que el 

número crítico de respuestas es 34. Se realizó un análisis descriptivo de los dos 

tipos de vino y se ma

Fase visual: Se encontraron difere

superior en el vino de Prohexadio

un color más granate y en el vino de Prohexadi

vio

 

 

 

Figura VI-28: Fase visual 

Fase olfativa

ncias significativas en la capa (muy 

na-Ca) y en el color: el vino control presentó 

ona-Ca se observaron tonos más 

láceos y púrpuras.  

 

 

 

 

: el vino de Prohexadiona-Ca presentó una intensidad aromática 

superior (p<0.05) y una calidad más franca, limpia y compleja (p<0.05); se 

observaron aromas muy frutales en ambos vinos.  
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Figura VI-29: Fase olfativa 

 

 

 

 

 

Fase gustativa: los sabores se encontra n más equilibrados (p<0.05) en el 

 control; el tacto fue considerado 

a una gran untuosidad en el vino tratado. 

especiados y balsámicos en el 

xa ona-Ca fue más persistente que el 

 

ro

vino tratado con Prohexadiona-Ca respecto al

suave y ligero en el vino control frente 

El postgusto fue muy frutal en ambos, con toques 

vino tratado. El vino tratado con Prohe

vino control.  

di

 

 

 

 

 

Figura VI-30: Fase gustativa 

 

4.4. Discusión 

En el año 2004 se observó una mejora en el estado sanitario de las uvas 

procedentes de cepas tratadas con prohexadiona de calcio como muestran los 

valores inferiores de lacassa. Este resultado confirma la teoría de Vail y Marois. 

El menor tamaño de grano y la menor compacidad de los racimos reducen la 

incidencia de Botrytis cinerea. Prohexadiona de calcio produjo una reducción en 

el rendimiento de producción y en la presencia y número de hombros. Este 
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efecto fue producido como consecuencia de una reducción en el cuajado del 

fruto. Como describió Lo Giudice (2004), Prohexadiona cálcica tiene el potencial 

de reducir el cuajado del fruto, especialmente cuando es aplicado en la época de 

prefloración. La aplicación en prefloración de ProCa causa pardeamiento y 

abscisión de las inflorescencias. ProCa inhibe la conversión del ácido 

aminociclopropanocarboxílico a etileno, y su aplicación reduce la senescencia 

inducida por etileno en varios sistemas de las plantas (Rademacher y col. 1992). 

Las diferencias entre las uvas control y las procedentes de cepas con 

tra

elaron una completa y más rápida maduración de las uvas 

procedentes de las cepas tratadas con Proca en el año 2004. Estas uvas fueron 

sig

e efectó se observó en los dos años de estudio. La 

reducci

tamiento fueron más marcadas en el año 2004, pero en el año 2005 la 

maduración fue similar tanto para las uvas de las cepas control como para las de 

las tratadas, con excelente estado sanitario. El porqué de que este tratamiento 

tuvo un efecto menos acusado es incierto. Las cepas no fueron posiblemente 

sensibles al producto debido a las condiciones climatológicas y mediambientales. 

Los valores de los parámetros enológicos convencionales en la fecha de 

vendimia rev

nificativamente diferentes a las de las cepas control. Sin embargo, la 

aplicación de ProCa en el año 2005 no causó diferencias significativas en la 

maduración de las distintas uvas. La aplicación de Prohexadiona-Ca no produjo 

una alteración en la evolución de los procesos de fermentación alcohólica y 

maloláctica.  

Se produjo un gran incremento en el Índice de Color y el Índice de Polifenoles 

Totales para los vinos obtenidos de uvas tratadas respecto a aquellos obtenidos 

de uvas no tratadas. Est

ón en la producción y tamaño de grano, y el incremento en la relación 

sólido/líquido llevó a una mayor concentración de compuestos fenólicos tal y 

como describía Lo Giudice. Las coordenadas de color CIELab corroboran este 

hecho, ya que los vinos de Prohexadiona de calcio presentan mayor oscuridad y 

tonos rojos. La aplicación de ProCa produjo una mejor maduración fenólica en 

los dos años de estudio.  
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Los tests Duo-Trio mostraron que no aparecieron diferencias significativas (a 

un nivel de 0.05) entre los vinos control y los procedentes de uvas tratadas con 

ProCa en ninguno de los dos años en que se realizó el estudio. Sin embargo, el 

análisis descriptivo reveló  diferencias en el color, los aromas y sensación en 

boca o tacto. Debido a la reducción del rendimiento de cosecha y tamaños de 

baya en las cepas tratadas, los compuestos polifenólicos relacionados con el 

color del vino se concentraron, mostrando los vinos procedentes de dichas uvas 

una mayor intensidad de color con respecto a los vinos control. Además, la 

aplicación de Prohexadiona de calcio causó un aumento en la absorbancia a 420, 

520 y 620 nm (implica un mayor IC) y proporcionó un color violáceo-púrpura en 

los vinos procedentes de las uvas tratadas. Este hecho puede explicarse por una 

mayor concentración en antocianos o por un aumento en la copigmentación. 

(Gutiérrez y col. 2005). Aparte del hecho evidente de que un aumento en la 

relación superficie volumen (debido al menor tamaño de baya) proporciona un 

aumento en 

La mayor capa asignada en el análisis sensorial para los vinos procedentes de 

uv

para los vinos procedentes de uvas tratadas. Además, el aroma de 

estos vinos fue clasificado como más complejo y limpio que el del control. Se 

percibieron también más aromas especiados en los vinos procedentes de uvas 

antocianos y otros compuestos flavonoideos (Pérez-Magariño y col. 

2004) existe una segunda hipótesis; se ha comprobado que prohexadiona de 

calcio afecta directamente a la ruta biosintética de antocianos y otros 

flavonoides. Este efecto se debe posiblemente al rol que juegan las dioxigenasas 

dependientes del 2-oxoglutarato (Heller y Forkmann 1994; Rademacher y col. 

2003). 

as tratadas concuerda con los valores de la coordenada L* encontrados para 

dichos vinos, que son inferiores (vinos más oscuros) a los valores 

correspondientes al control. La mayor intensidad de tonos violáceos y púrpuras 

observados en los vinos ProCa confirma los mayores valores de la coordenada 

b* determinados para dichos vinos. 

Los precursores de aroma y flavor también se incrementaron como resultado 

del menor  tamaño de baya. El análisis sensorial mostró una alta intensidad 

aromática 
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tra

 taninos condensados), 

que se extrajeron de las pepitas y los hollejos de las uvas. Este hecho se 

cor

encia de la concentración de compuestos responsables del flavor y del 

sabor producida por una reducción del tamaño de baya. 

El postgusto también se apreció como especiado en los vinos  procedentes de 

uvas tratadas, lo que corrobora también el perfil aromático obtenido para dichos 

vinos.  

tadas. El flavor y aroma típicos de la variedad Tempranillo presentan matices 

a regaliz y trufa (Jackson 2002), que pertenecen a la familia de aromas 

especiados, y se percibieron más claramente en los vinos procedentes de uvas 

tratadas. 

La astringencia, el cuerpo y la untuosidad obtenidos en los vinos “ProCa” se 

debieron a un mayor contenido de ácidos orgánicos y flavonoides, como 

flavonoles, flavan-3-oles y sus polímeros (procianidinas y

relaciona con el alto valor de IPT determinado en los vinos procedentes de 

uvas tratadas. Se encontró una alta persistencia en los vinos “ProCa” como 

consecu
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Las conclusiones obtenidas tras la realización de este trabajo son las 

siguientes: 

DESARROLLO DE MÉTODOS DE ANÁLISIS 

 

� Se ha desarrollado y validado un método analítico para la determinación de 

los fungicidas pirimetanil, metalaxil y penconazol en las muestras del proceso 

fermentativo de mostos (mosto, mosto en fermentación y vino) basado en la 

extracción líquido-líquido con determinación por cromatografía de gases y 

detector de nitrógeno-fósforo. El método propuesto obtiene altos 

rendimientos de extracción. La presencia de azúcar y etanol en las muestras 

de fermentación no afectó a al determinación de pirimetanil, metalaxil y 

penconazol.  No se observó efecto matriz en el análisis de dichos fungicidas. 

Sin embargo, diclofuanida presentó efecto matriz y no puede ser analizado 

por este método. 

 

� Se ha desarrollado y validado un método de extracción en fase sólida con 

determinación por cromatografía de gases y detector de nitrógeno fósforo 

que permite la rápida determinación de los fungicidas pirimetanil, metalaxil,  

diclofluanida y penconazol en mosto, mosto en fermentación y vino. El 

método ofrece buenas recuperaciones y excelentes linealidad, precisión, 

exactitud y sensibilidad. La fase de octadecilsilano fue la más adecuada para 

la extracción cuantitativa de los analitos objeto de estudio. No fue necesaria 

una etapa de purificación de los extractos puesto que los cromatogramas de 

los extractos de mosto y vino procedentes de uvas sin tratar no muestran 

interferencias. No existe efecto matriz en la cuantificación de los cuatro 

compuestos por la diferente composición de la matriz. También se ha 

propuesto un método de confirmación de la presencia de los analitos en los 

extractos por cromatografía de gases y detección con espectrómetro de 

masas.  

 

� Se ha desarrollado y validado un método rápido y simple de extracción con 

disolvente orgánico para la determinación de residuos de pirimetanil, 
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metalaxil, diclofluanida y penconazol en uvas tintas. La metodología incluye 

tres métodos para la extracción de residuos en tres partes de la uva: 

superficie exterior, hollejo o piel, y pulpa. Los métodos ofrecen buenas 

recuperaciones, linealidad, precisión, exactitud y sensibilidad. El efecto matriz 

se evita con un calibrado en extracto (matrix matched calibration) para la 

cuantificación de los compuestos en pulpa y en la baya entera.  

 

� El estudio de la movilidad de los cuatro fungicidas en las diferentes partes de 

la baya realizado en laboratorio mostró que el porcentaje de retención no 

dependió de la concentración inicial de fortificación, y que dicho porcentaje 

aumentó cuanto mayor es el tiempo de contacto con las uvas. Pirimetanil, 

metalaxil y diclofluanida mostraron una cinética de primer orden en la 

retenciión con respecto al tiempo. La cantidad de residuos fue mayor en la 

piel. Se observó penetración de los todos los fungicidas a la pulpa. La relación 

entre las concentraciones de piel y pulpa no dependió de la concentración 

inicial. Penconazol presentó una mayor penetración que el resto de los 

compuestos. Los ensayos realizados en laboratorio son adecuados para la 

simulación de la retención y distribución de los fungicidas objeto de estudio 

en uvas de vinificación.  

ESTUDIO DE PIRIMETANIL EN LA FERMENTACIÓN EN LABORATORIO 

 

� El proceso de fermentación alcohólica de mostos sintéticos y reales provocó 

un gran descenso en la cantidad añadida de pirimetanil comparado con las 

muestras testigo, y sin que se observe la aparición de ningún producto de 

degradación alguno.  

 

� La disminución del contenido en pirimetanil durante el proceso de 

fermentación depende de la cepa de levadura y de la concentración inicial 

adicionada de pirimetanil. La disminución es mayor en muestras reales que 

en sintéticas. Se observan restos de pirimetanil en los posos de levaduras de 

forma independiente a la levadura inoculada y al tiempo de fermentación.  
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� La presencia de pirimetanil no afecta negativamente al proceso de 

fermentación alcohólica. 

 

ESTUDIO DE PIRIMETANIL APLICADO EN CAMPO EN FERMENTACIÓN  

 

� En las fermentaciones realizadas en bodega de uvas tratadas con pirimetanil, 

las diferencias obtenidas en los distintos parámetros enológicos en mostos y 

vinos testigo y con presencia de pirimetanil mostraron que pirimetanil no 

afectó de manera sistemática a ninguno de ellos.  

 

� Los valores de lacassa encontrados fueron inferiores en el caso de los mostos 

procedentes de uvas tratadas con respecto al testigo.   

 

� El análisis sensorial realizado con los vino elaborados los diferentes años no 

reveló diferencias significativas. La presencia de piriemetanil no modificó la 

evolución de los procesos fermentativos (fermentación alcohólica y 

maloláctica) ni las características organolépticas de los vinos elaborados.  

 

� En las uvas tratadas de acuerdo con las BPA, los residuos de pirimetanil se 

encontraron principalmente en el hollejo. La cantidad total en la baya siendo 

esta cantidad inferior al LMR. La eliminación de pirimetanil desde el mosto 

inicial hasta el vino final durante el proceso de vinificación se debió a las 

distintas prácticas enológicas como trasiegos y clarificación en frío, por una 

retención de residuos en las sustancias coloidales o sólidas del mosto/vino. 

 

ESTUDIO DEL EFECTO DE PROHEXADIONA DE CALCIO EN UVA Y VINO  

 

� La aplicación de Prohexadiona cálcica en postfloración produjo un efecto más 

acusado en la maduración de la uva en el año 2004, apareciendo diferencias 

respecto al control en parámetros como º Brix (superior en las uvas tratadas) 

y en forma y tamaño de los racimos. En el año 2005. la evolución en campo 

ha sido muy similar al control.  
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� Durante el proceso fermentativo existe una mayor extracción de polifenoles 

en el caso de las uvas tratadas al producirse un aumento en los valores de 

IPT, taninos e IC en cada uno de los años estudiados.  

 

� Los valores de lacassa encontrados son significativamente más bajos para las 

uvas tratadas con Prohexadiona-Ca.  

 

� La presencia  de Prohexadiona-Ca no alteró la evolución del proceso de 

fermentación alcohólica. 

 

� El análisis sensorial muestra que no se aprecian diferencias significativas 

entre los diferentes vinos elaborados.  

 

� La aplicación de Prohexadiona-Ca hace modificar las características 

organolépticas de los vinos elaborados con las uvas procedentes de las cepas 

tratadas. 
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COMUNICACIONES A CONGRESOS 

 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional  

“III Foro Mundial del Vino” celebrado en Logroño (22-25 Mayo, 2002) con el 

título “Influencia de fungicidas y/o metabolitos en la fermentación 

del mosto. Aspectos analíticos”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional  “VII 

Jornadas Científicas de los Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Logroño (21-23 Mayo, 2003) con el título “Influencia   del contenido del  

fungicida Pirimetanil en la evolución de la fermentación alcohólica 

de un mosto sintético”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional  “VII 

Jornadas Científicas de los Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Logroño (21-23 Mayo, 2003) con el título “Evolución del contenido de los 

fungicidas Cyprodinil y Fludioxonil durante la fermentación 

alcohólica de  mostos sintéticos”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional  

“3rd Symposium In Vino Analítica Scientia (Analytical Chemistry for wine, 

brandy and spirits) celebrado en Aveiro (10-12 Julio, 2003) con el título 

“Evolution of the content of Pyrimethanil during the fermentation of 

synthetic must” 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional  

“XIII Reunión Científica de la Sociedad Española de Química Analítica” 

celebrado en La Coruña (21-23 Octubre, 2003) con el título “Impact of 

Pyrimethanil, Cyprodinil, Fludioxonil and Switch on the fermentation 

of synthetic must. Variations in alcoholic degree”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional  

“IV Foro Mundial del Vino” celebrado en Logroño (12-14 Mayo, 2004) con el 

título “Residuos de pesticidas: efecto matriz en el proceso 

fermentativo”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional  

“IV Foro Mundial del Vino” celebrado en Logroño (12-14 Mayo, 2004) con el 

título “Efecto matriz de las diferentes muestras enológicas en la 

determinación de Cyprodinil, Fludioxonil y Benomilo”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional  

“5th European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Estocolmo (13-16 
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Junio, 2004) con el título “Pesticide residues: matrix effect on 

fermentation”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional  

“5th European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Estocolmo (13-16 

Junio, 2004) con el título “Determination of residues of Cyprodinil, 

Fludioxonil and Benomile. Matrix effect on fermentation”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional  

“XXVIIIth World Congress of Vine and Wine. 2nd General Assembly of the 

OIV”  celebrado en Viena (4-9 Julio, 2004) con el título “Impact of 

Pyrimethanil, Cyprodinil, Fludioxonil and Switch on the fermentation 

of must. Variations in alcoholic degree”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional “VIII 

Jornadas Científicas-Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Palencia (1-3 Junio, 2005) con el título “Efectos de Prohexadiona cálcica 

en la fermentación alcohólica de uvas variedad Tempranillo”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional “VIII 

Jornadas Científicas-Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Palencia (1-3 Junio, 2005) con el título “Proceso fermentativo de uvas 

variedad Tempranillo en presencia de los fungicidas Pyraclostrobin y 

Pyrimethanil”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

“11as Jornadas de Análisis Instrumental” celebrado en Barcelona (15-17 

Noviembre, 2005) con el título “Comparison of liquid-liquid and solid-

phase extraction in fungicide analysis in must and wine followed by 

gas chromatography-nitrogen phosphorus detection”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional “V 

Foro Mundial del Vino” celebrado en Logroño (28-30 Marzo, 2006) con el 

título “Influencia de la presencia de Pyrimethanil y Pyraclostrobin en 

la fermentación alcohólica y maloláctica”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional “V 

Foro Mundial del Vino” celebrado en Logroño (28-30 Marzo, 2006) con el 

título “Proceso fermentativo de uvas variedad Viura en presencia del 

fungicida Pyrimethanil. Determinación de residuos durante la 

elaboración”. 

- Presentación de la comunicación oral y tipo póster en el Congreso 

Internacional “V Foro Mundial del Vino” celebrado en Logroño (28-30 Marzo, 
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2006) con el título “Aplicación de Prohexadiona cálcica como 

regulador del crecimiento en la vid. Efectos sobre la fermentación y 

las propiedades organolépticas en la variedad Tempranillo”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

“6th European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Corfu, Grecia (21-

15 Mayo, 2006) con el título “Control of phytosanitary products: the 

influence of the matriz (must and wine) on the elimination of the 

fungicide Pyrimethanil”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

“6th European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Corfu, Grecia (21-

15 Mayo, 2006) con el título “Treatment of grapes with growth 

regulators (Prohexadione Calcium). The influence on production, 

winemaking and organoleptic characteristics”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

“6th European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Corfu, Grecia (21-

15 Mayo, 2006) con el título “Influence of Pyrimethanil on alcoholic 

fermentation with two Saccharomyces yeast strains and residue 

analysis”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el XIII Congreso Nacional de 

Enólogos celebrado en Logroño, La Rioja (3-5 Mayo, 2007) con el título 

“Aplicación en vid de Prohexadiona de calcio como regulador del 

crecimiento. Influencia en la calidad del vino”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el XIII Congreso Nacional de 

Enólogos celebrado en Logroño, La Rioja (3-5 Mayo, 2007) con el título 

“Aplicación de productos fitosanitarios dentro del Sistema de 

Producción Integrada. Efecto en la elaboración y calidad del vino”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional “IX 

Jornadas Científicas-Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Badajoz (29 Mayo - 1 Junio, 2007) con el título con el título “Efectos de la 

utilización del fungicida Pirimetanil en la elaboración de vinos 

tintos”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional “IX 

Jornadas Científicas-Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Badajoz (29 Mayo - 1 Junio, 2007) con el título con el título “Efectos del 

Pyraclostrobin en el proceso fermentativo de uvas variedad 

Tempranillo y en las características organolépticas del vino 

elaborado”. 
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- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional “IX 

Jornadas Científicas-Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Badajoz (29 Mayo - 1 Junio, 2007) con el título con el título “Utilización de 

reguladores de crecimiento: una opción en la vitivinicultura de 

calidad”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional “IX 

Jornadas Científicas-Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Badajoz (29 Mayo - 1 Junio, 2007) con el título con el título “Influencia del 

tratamiento con Prohexadiona de calcio en el color de las uvas”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

“Euroanalysis XIV” celebrado en Amberes, Bélgica (9-14 Septiembre, 2007) 

con el título “Determination of fungicide levels in grape skins and 

grapes”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

“Euroanalysis XIV” celebrado en Amberes, Bélgica (9-14 Septiembre, 2007) 

con el título “Solid-Phase Extraction – Gas Chromatography for the 

determination of fungicides in must and wine”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

“5th  Mediterranean Group of Pesticide Research (International Symposium 

on Pesticides in Food and the Environment in Mediterranean Countries)” 

celebrado en Agadir, Marruecos (20-24 Noviembre, 2007) con el título 

“Determination of pyraclostrobin during the fermentation process of 

red grapes”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

“5th Mediterranean Group of Pesticide Research (International Symposium on  

Pesticides in Food and the Environment in Mediterranean Countries)” 

celebrado en Agadir, Marruecos (20-24 Noviembre, 2007) con el título 

“Mobility of fungicide residues in skin and pulp of red grapes”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional “VI 

Foro Mundial del Vino” celebrado en Logroño (23-25 Abril, 2008) con el título 

“Dissipation of fungicide pyrimethanil in grapes, must, fermenting 

must and wine”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional “VI 

Foro Mundial del Vino” celebrado en Logroño (23-25 Abril, 2008) con el título 

“Efectos de la aplicación de la prohexadiona de calcio (regulación de 

crecimiento) en la composición polifenólica de los vinos”. 
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- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional “VI 

Foro Mundial del Vino” celebrado en Logroño (23-25 Abril, 2008) con el título 

“Proceso fermentativo de uvas variedad Tempranillo en la presencia 

del fungicida Boscalid. Determinación de residuos durante la 

elaboración.” 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional “VI 

Foro Mundial del Vino” celebrado en Logroño (23-25 Abril, 2008) con el título 

“Aplicación de Prohexadiona de calcio en vid y su implicación directa 

en el color y calidad del fruto”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

“7th European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Berlín, Alemania 

(1-5 Junio, 2008) con el título “Analysis of pyrimethanil residues from 

grapes to vine”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

“7th European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Berlín, Alemania 

(1-5 Junio, 2008) con el título “Determination of fungicide residues in 

red grapes”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

“7th European Pesticide Residue Workshop” celebrado en Berlín, Alemania 

(1-5 Junio, 2008) con el título “Dissipation of fungicide Boscalid during 

the vinification process from red grapes” 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

““31st World Congress of Vine and Wine. 6th General Assembly of the OIV”  

celebrado en Verona (15-20 Junio, 2008) con el título “Determination of 

fungicide Pyrimethanil in grapes, must, fermenting must and wine”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

““31st World Congress of Vine and Wine. 6th General Assembly of the OIV”  

celebrado en Verona (15-20 Junio, 2008) con el título “Análisis de 

residuos de Piraclostrobin y Boscalid en muestras enológicas y su 

influencia en la fermentación”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

““31st World Congress of Vine and Wine. 6th General Assembly of the OIV”  

celebrado en Verona (15-20 Junio, 2008) con el título “A new tool to 

control production yield in vines and its influence on phenolic 

maturity”. 
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- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Internacional 

““31st World Congress of Vine and Wine. 6th General Assembly of the OIV”  

celebrado en Verona (15-20 Junio, 2008) con el título “Tratamiento con 

Prohexadiona de calcio. Influencia en el color de las uvas”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional “X 

Jornadas Científicas-Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Ourense (3-5 Junio, 2009) con el título con el título “Efecto de la 

aplicación de Productos Fitosanitarios dentro del Sistema de 

Producción Integrada sobre la fermentación y calidad del vino tinto”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional “X 

Jornadas Científicas-Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Ourense (3-5 Junio, 2009) con el título con el título “Recuento e 

identificación de mohos en uvas de la variedad Garnacha tratadas 

con el regulador de crecimiento Prohexadiona de calcio”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional “X 

Jornadas Científicas-Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Ourense (3-5 Junio, 2009) con el título con el título “Sensibilidad de 

distintos cepas de Saccharomyces a diferentes pesticidas incluidos 

en el Sistema de Producción Integrada en viña”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional “X 

Jornadas Científicas-Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Ourense (3-5 Junio, 2009) con el título con el título “Prácticas vitícolas 

Ecológicas versus Prácticas vitícolas Convencionales. I/ Influencia 

en la composición polifenólica en uvas de la DOCa Rioja”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional “X 

Jornadas Científicas-Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Ourense (3-5 Junio, 2009) con el título con el título “Prácticas vitícolas 

Ecológicas versus Prácticas vitícolas Convencionales. II/ Influencia 

en la composición polifenólica en vinos de la DOCa Rioja”. 

- Presentación de la comunicación tipo póster en el Congreso Nacional “X 

Jornadas Científicas-Grupos de Investigación Enológica” celebrado en 

Ourense (3-5 Junio, 2009) con el título con el título “Influencia en la 

composición polifenólica en uvas y vinos tras la aplicación en vid de 

los fungicidas Boscalid y Piraclostrobin”. 
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