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I.1. PLAGUICIDAS: GENERALIDADES 

I.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”. 
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De acuerdo con la Directiva de la Unión Europea 91/414/CEE se considera 

producto fitosanitario o plaguicida a toda sustancia activa o preparado comercial 

que contenga una o más sustancias activas destinadas a: 

• Proteger los vegetales o productos vegetales contra todos los agentes 

nocivos. 

• Influir en el proceso vital de los vegetales de forma distinta a como lo 

hacen las sustancias nutritivas (ej.: fitorreguladores). 

• Mejorar la conservación de los productos vegetales. 

• Destruir los vegetales inconvenientes (malas hierbas). 

Los plaguicidas se emplean formulados, es decir, debidamente 

acondicionados para obtener la máxima efectividad en su uso. En toda formulación 

se distingue: 

1. Materia activa o ingrediente activo: es la parte del producto que actúa 

realmente contra la plaga o enfermedad, pudiéndose dar el caso de que en 

un mismo producto comercial entren dos o más materias activas, con lo que 

se refuerza su acción contra una misma plaga o se amplía a varias plagas 

diferentes. 

2. Materias o ingredientes inertes: no aportan en general ninguna cualidad 

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

su formulación comercial. 

3. Coadyuvantes: son sustancias útiles en la elaboración de plaguicidas por su 

capacidad para modificar las características físicas y químicas de los 

ingredientes activos. Estas sustancias pueden ser mojantes (aumentan la 

viscosidad e incrementan la adherencia del producto a la hoja), dispersantes 
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(aumentan la homogeneidad) o estabilizadores (protegen a la materia activa 

de una degradación rápida). 

4. Aditivos: sustancias tales como colorantes y repulsivos que, sin tener efecto 

sobre la eficacia de los plaguicidas, son utilizados en la elaboración de los 

mismos para cumplir prescripciones reglamentarias y/o reforzar las medidas 

de seguridad en el empleo de los productos fitosanitarios. 

Según el agente perjudicial que se quiera combatir, los plaguicidas o 

productos fitosanitarios se dividen en: insecticidas (insectos), fungicidas (hongos), 

herbicidas (malas hierbas), acaricidas (ácaros), nematocidas (nematodos), 

molusquicidas o helicidas (caracoles y babosas), avicidas (aves y pájaros 

perjudiciales), rodenticidas (roedores) y bactericidas (bacterias).  

I.1.2. Aspectos toxicológicos 

El uso de plaguicidas puede provocar contaminación en el aire, agua, suelo y 

en los propios cultivos, así como afectar a la salud de la población [Cormis, 1991]. 

Una vez que ha llegado un plaguicida al ambiente, bien por utilización o bien por 

accidente, su distribución y persistencia en el medio es una compleja función que 

depende de numerosos factores físicos, químicos y biológicos. Entre los principales 

riesgos de los plaguicidas se encuentran [López et al.; 2000]: 

• Riesgos para la agricultura. La aplicación de plaguicidas sobre un cultivo 

puede entrañar un peligro potencial para la planta sobre la que se aplica y 

otras próximas. Entre los daños que los plaguicidas originan en la 

agricultura destacan: la eliminación de predadores naturales de las plagas; 

la aparición de resistencias en los organismos que son objeto de la lucha 

química, y la alteración del equilibrio ecológico al eliminar uno o varios 
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eslabones en la cadena trófica, que puede provocar la aparición de nuevas 

plagas por ausencia de predadores o competidores.  

• Riesgos para el medio ambiente. El efecto de los plaguicidas en el ambiente 

depende de la vulnerabilidad del ecosistema. Los más susceptibles son 

aquellos que se regeneran fácilmente y que reciben de manera regular 

grandes cantidades de plaguicidas, como son los campos de monocultivo. 

Muchos de los plaguicidas (sobre todo los persistentes) permanecen en las 

plantas, son absorbidos por el suelo y sus bacterias (que los metabolizan) y 

los más solubles son arrastrados por las aguas de escorrentía superficial, 

pudiendo llegar posteriormente a ser absorbidos por animales, tanto 

domésticos como salvajes, lo cual puede plantear graves problemas. 

• Riesgos para la salud humana. Los plaguicidas plantean problemas para el 

hombre a corto y largo plazo, debido a la capacidad que tienen muchos de 

estos productos de provocar daños en el organismo (carcinogenicidad, 

teratogenicidad, mutagenicidad, efectos en el hígado, alteraciones 

hormonales,...). La exposición de las personas a los plaguicidas es distinta 

según el grupo de población, siendo más elevada en personas 

directamente expuestas (trabajadores que intervienen en la fabricación, 

formulación, transporte, almacenamiento, venta y aplicación de los 

plaguicidas) que en la población en general (expuestos a residuos de 

plaguicidas que quedan en los alimentos, agua, aire,...). 

La Agencia de Protección Medioambiental de los Estados Unidos (USEPA) 

ha recomendado una clasificación de plaguicidas según su toxicidad (ver tabla I.1.).  
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Tabla I.1. Clasificación toxicológica de los plaguicidas según la USEPA [Tomlin, 2003]. 

DL50 en ratas 

CLASE 
Oral 

(mg kg-1) 

Dérmica 

(mg kg-1) 

Inhalatoria 

(mg L-1) 

Efectos oculares 
Efectos 

dérmicos 

I <50 <200 <0,2 
Opacidad corneal irreversible    

y corrosivo 
Corrosivo 

II 50-500 200-2000 0,2-2 
Opacidad corneal reversible 

en 7 días e irritación 
persistente 

Irritación 
severa a las   

72 h 

III 500-5.000 2000-20.000 2-20 Irritación reversible en 7 días 
Irritación 

moderada a 
las 72 h 

IV >5.000 >20.000 >20 Sin irritación 
Irritación leve 

a las 72 h 

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 
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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. 

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

sensibilización dérmica, neurotoxicidad, mutagénesis y carcinogénesis. 

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. 

I.1.3. Utilización de plaguicidas 

A pesar de los efectos secundarios indeseables que comporta el uso de 

productos fitosanitarios, el empleo de los mismos resulta imprescindible en la 

actualidad para garantizar unas producciones agrícolas regulares y de calidad. 

Según estimaciones de la FAO las pérdidas de cosecha debidas a plagas y 

enfermedades a nivel mundial son del orden del 25-35%, pero en ausencia de 

protección fitosanitaria podrían elevarse al 70%. Es necesario encontrar el 

equilibrio entre la necesidad de producir alimentos y la obligación de proteger el 

medio ambiente dado que el sector fitosanitario invierte enormes cantidades en la 
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investigación y el desarrollo de nuevas materias activas que sean específicas, de 

corta vida y que no se acumulen en la cadena alimentaria.  

En la actualidad La Unión Europea representa, con una venta anual de 

aproximadamente 280.000 toneladas de sustancias activas, una cuarta parte del 

mercado mundial. Los principales tipos de productos son los fungicidas (un 38% 

del mercado), seguidos por los herbicidas (36%), los insecticidas (13%) y otros 

plaguicidas (13%). La industria fitosanitaria europea da empleo en Europa a unas 

26.000 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 aportar ventajas 

económicas y sociales también plantea efectos adversos, en algunos casos 

irreversibles, 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. 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 toxicológica y su 

ausencia de daños sobre el medio ambiente, siempre y cuando se emplee en las 
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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.  

I.2. MEDIDAS LEGISLATIVAS 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 

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

salud de personas y animales. En consecuencia, la UE aplica los mecanismos 

necesarios para que sólo puedan comercializarse aquellos productos fitosanitarios 

que sean útiles y eficaces para combatir las plagas mediante un sistema 

comunitario armonizado para comercializar y utilizar productos fitosanitarios. La 

Directiva 91/414/CEE establece normas uniformes en materia de evaluación, 

autorización, comercialización y control dentro de la Unión Europea (UE) de 
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productos fitosanitarios y de las sustancias activas que contienen. Únicamente 

están autorizados los productos fitosanitarios cuyas sustancias activas figuren en la 

lista del anexo I de esta Directiva y que si se utilizan en condiciones normales, no 

presentan riesgos para la salud humana o animal ni para el medio ambiente. La 

transposición de esta Directiva al ordenamiento jurídico español se realizó a través 

del Real Decreto 2163/1994, y posteriores modificaciones. Del mismo modo, la UE 

enumera las sustancias activas que no pueden salir al mercado ni ser utilizadas 

[Directiva 79/117/CEE] debido a sus efectos nocivos para la salud humana o 

animal, o bien por efectos negativos inadmisibles en el medio ambiente. No 

obstante, a escala nacional se autoriza la concesión de excepciones temporales para 

ciertos usos. 

Si bien la UE autoriza aquellas sustancias activas que pueden utilizarse en la 

formulación de productos fitosanitarios, es responsabilidad de cada Estado 

Miembro el autorizar individualmente los productos fitosanitarios que deseen 

comercializar en su territorio. En España, y de acuerdo con el Real Decreto 

3349/1983, se requiere una autorización e inscripción en el Registro Oficial de 

Productos y Material Fitosanitario, previa a su fabricación y comercialización. 

Para garantizar la libre circulación de productos fitosanitarios, la Directiva 

91/414/CEE prevé el reconocimiento mutuo de las autorizaciones concedidas por 

los Estados miembros, siempre y cuando sean comparables las condiciones 

agrícolas, ambientales y fitosanitarias de las regiones correspondientes. 

A pesar del marco normativo vigente, se siguen encontrando cantidades 

indeseables de ciertos plaguicidas en los distintos medios (sobre todo suelo, aire y 

agua) y detectando en productos agrícolas residuos por encima de los límites 

reglamentarios. Por dicho motivo, el Programa Comunitario de Acción en Materia 
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de Medio Ambiente para 2001-2010, el Parlamento Europeo y el Consejo de la 

Unión Europea reconocieron la necesidad de seguir reduciendo los efectos de los 

plaguicidas sobre la salud humana y el medio ambiente, especialmente los 

relativos a los productos fitosanitarios. 

En julio de 2006, la Comisión Europea aprobó “La estrategia temática sobre 

el uso sostenible de los plaguicidas” [COM/2006/0372 final]. Esta estrategia 

pretende reducir o eliminar la aplicación de plaguicidas, especialmente a través de 

la sensibilización de los usuarios, la promoción del uso de los códigos de buenas 

prácticas y la disponibilidad de los medios financieros necesarios para la 

investigación aplicada y la formación. Para ello, el Consejo de la Unión Europea  y 

el Parlamento Europeo han aprobado un nuevo marco legislativo en materia de 

plaguicidas basado en dicha estrategia: 

(1) El Reglamento 1107/2009 regula la comercialización de productos 

fitosanitarios y deroga las Directivas 79/117/CEE y 91/414/CEE. La finalidad 

de dicho Reglamento es garantizar un nivel elevado de protección de la 

salud humana y animal, así como del medio ambiente y mejorar el 

funcionamiento del mercado interior europeo mediante la armonización de 

las normas sobre la comercialización de productos fitosanitarios. 

(2) La Directiva 2009/128/CE establece el marco de la actuación comunitaria 

para conseguir el uso sostenible de los plaguicidas en la UE que garantice la 

salud de los consumidores y de los operadores que los utilizan así como el 

respeto al medio ambiente.  
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I.3.- PRINCIPALES ENFERMEDADES FÚNGICAS DE LA VID 

Podredumbre gris (Botrytis cinerea), mildiu (Plasmopara viticola) y oídio 

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

protección del viñedo.  

I.3.1. Podredumbre gris o Botritis (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 [Pérez Marín, 2004].  

La podredumbre gris puede afectar a todos los órganos verdes de la cepa, 

pero principalmente a los racimos. 
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• En hojas. Los síntomas se manifiestan en el borde del limbo en forma de 

amplias necrosis que tienen el aspecto de quemaduras (ver figura I.1); si el 

tiempo es húmedo aparece sobre el borde de las manchas un polvillo gris. 

• En brotes jóvenes y sarmientos. Los primeros síntomas se manifiestan por 

la presencia de manchas alargadas de color achocolatado, que se recubren 

de una pelusilla gris si el tiempo es húmedo. Al final de la vegetación 

aparecen unas manchas negruzcas y alargadas sobre un fondo blanquecino 

a lo largo del sarmiento y principalmente en su extremo (ver figura I.1.). 

Los ataques fuertes pueden ocasionar la pérdida de algunos brotes jóvenes, 

con la consiguiente disminución de la cosecha, y posteriormente la de 

algunas yemas de la base de los sarmientos, que no brotan al año siguiente. 

 

 

 

 

 

Figura I.1. Síntoma de botritis en hoja (A) y ataque en brote joven (B). 

• En racimos. Los síntomas durante el período de floración-cuajado se 

manifiestan sobre las inflorescencias y en el raspón del racimo en forma de 

manchas de color marrón oscuro. Durante el período envero-recolección, 

los granos (e incluso el raspón y las inflorescencias) presentan un aspecto 

 A B 
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podrido y sobre su superficie se desarrolla un moho grisáceo característico, 

tal y como se muestra en la figura I.2. 

La botritis es una enfermedad temida por los agricultores porque produce 

daños importantes en la cosecha. En el caso particular de la uva de mesa, la 

pérdida cuantitativa puede ser importante, ya que obliga a la eliminación manual 

de los granos atacados para dejar el racimo presentable para su comercialización, e 

incluso si el ataque es importante, impide su comercialización. 

 

 

 

 

 

Figura I.2. Ataque de botritis en racimo 

En cuanto a aspectos cualitativos, la botritis es capaz de provocar 

importantes modificaciones en la composición de la uva, mosto y del vino. En la 

uva, la enfermedad altera las características organolépticas que afectan gravemente 

a la posterior fermentación del mosto. El hongo actúa sobre la superficie de la baya 

u hollejo destruyendo la materia colorante y los compuestos odorantes. En el 

mosto provoca degradación de azúcares y compuestos nitrogenados, alteración de 

los equilibrios ácidos, reducción del contenido de vitaminas y desarrollo de una 

actividad enzimática típica (la lacasa) que afecta a la calidad del vino por sus 

efectos oxidativos. La enzima lacasa, segregada por el hongo Botrytis cinerea, es 
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resistente a los procesos de vinificación, afecta negativamente a la calidad de los 

vinos produciendo una oxidación del color al degradar los polifenoles (antocianos 

y taninos), generando olores desagradables al transformar la composición fenólica 

y provocando una pérdida de aroma al combinarse con los precursores aromáticos. 

I.3.2. Mildiu (Plasmopara viticola) 

Esta enfermedad es una de la más 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 y Tª superior a 12 ºC. Las condiciones necesarias para que se produzca una 

contaminación secundaria son: presencia de conidias o agua líquida (lluvia o 

humectación de las hojas superior a las 2 horas). Los ataques más graves de mildiu 

se producen cuando a un invierno húmedo le sigue una primavera y verano 

lluviosos, siendo 25 ºC la temperatura óptima para su desarrollo. 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 
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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. Estos síntomas pueden 

observarse en la figura I.3. 

 

 

 

 

 

Figura I.3. Síntomas de mildiu. A) Manchas en hoja. B) Pelusilla blanquecina en grano 

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 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 botritis puede ocasionar la 

 
A B 
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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.  

I.3.3. 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. 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. Para 

una Tª de 15 ºC comienza a ser favorable su progreso vegetativo y su propagación, 

alcanzando el óptimo entre los 25 ºC y 28 ºC, deteniendo su desarrollo a 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 de 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 
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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.  

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.4. se observan los ataques en brotes y 

racimos.        
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Figura I.4. Síntomas de oídio. A) Manchas iniciales en el brote. B) Ataque en racimo. 

I.4. FUNGICIDAS EMPLEADOS EN EL VIÑEDO 

Los fungicidas son aquellos plaguicidas destinados a controlar hongos 

patógenos causantes de enfermedades como mildiu, oídio y botritis en viñedo, tal 

y como se ha comentado en apartados anteriores.  

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

fungicidas pueden agruparse en los siguientes grupos: 

• Superficiales o de contacto. Son los productos que una vez aplicados en la 

planta no penetran en los tejidos vegetales por lo que únicamente ejercen 

su acción sobre la superficie cubierta por el producto (acción local), no 

protegiendo los órganos formados después del tratamiento. Es decir, se 

consideran preventivos o protectores ya que previenen la infección 

inhibiendo al patógeno antes de que éste haya penetrado en la planta y se 

haya establecido en sus tejidos. Al no penetrar en los tejidos son lavados 

por lluvias superiores a 10 mm, con lo que su persistencia no es larga 

(inferior a 7 días) por lo que hasta el presente no han mostrado riesgo de 

resistencias.  

 A B 
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• Penetrantes o sistémicos translaminares. Penetran en los tejidos de la planta, 

pero no se trasladan interiormente por ellos, ejerciendo únicamente su 

acción en el sitio donde fueron aplicados. Por lo tanto, al igual que los 

fungicidas de contacto, no protegen los órganos formados después del 

tratamiento. 

• Sistémicos. Son aquellos productos que penetran en los tejidos de las 

plantas y se desplazan por ellos a través de la savia, ejerciendo su 

actividad en sitios lejanos a donde fueron aplicados y en los órganos que, 

por el crecimiento, aparecen después de la aplicación (hasta 10-12 días 

después de la aplicación).  

Tanto los fungicidas penetrantes como sistémicos se consideran curativos ya 

que, por penetrar en los tejidos, detienen o impiden el desarrollo del micelio 

después de que el hongo haya penetrado en la planta. No son lavados por la lluvia 

si transcurren 1-2 horas tras el tratamiento, su persistencia es más larga (10 días 

para los penetrantes y 12 días para los sistémicos), pero presentan el riesgo de 

aparición de resistencias. Además, ambos también tienen un carácter preventivo, 

inhiben al hongo para que no penetre en los tejidos. Otro punto importante es que 

la acción curativa sólo es eficaz si los tratamientos se realizan dentro de un 

determinado plazo de tiempo contado a partir del momento en que se produjo la 

infección. En el caso de los fungicidas antibotríticos este intervalo de tiempo queda 

reducido a unas pocas horas por lo que esos fungicidas tienen una acción más bien 

preventiva. Por el contrario, los fungicidas antimildiu pueden impedir el desarrollo 

del hongo si se aplican varios días (2-6 días) después de haberse producido la 

infección. 
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A su vez, según la forma de actuar los fungicidas podrían clasificarse en dos 

grandes grupos: (i) los fungicidas “multi-diana” (de contacto, generalmente) que 

actúan interfiriendo simultáneamente varios procesos vitales del hongo, y (ii) los 

fungicidas “mono-diana”, que suelen ser penetrantes o sistémicos, que afectan a un 

sólo proceso vital (inhibidores de la respiración, inhibidores de la división celular, 

etc.). 

I.5. RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN UVAS. LÍMITES MÁXIMOS DE 

RESIDUOS. 

En el cultivo de la vid pueden aparecer residuos de plaguicidas en la uva 

vendimiada como consecuencia de la aplicación de los tratamientos fitosanitarios. 

En este caso, los tratamientos que influyen decisivamente en el contenido final en 

residuos son los que se realizan más próximos a la vendimia, destacando los 

tratamientos fungicidas contra botritis. El contenido de estos residuos en el 

momento de la recolección depende tanto del depósito que queda inmediatamente 

tras la aplicación, como de lo que sucede entre ésta y la recolección. Entre los 

factores que afectan a la cantidad de plaguicida que queda en el racimo al acabar la 

aplicación se encuentran: la dosis aplicada, la naturaleza química del plaguicida y 

de su formulación (que determinan una mayor o menor adherencia), el tipo de 

aplicación, las condiciones climáticas y las características del sustrato vegetal 

(tamaño de las bayas y compacidad del racimo). 

Una vez realizada la aplicación del plaguicida, el depósito inicial va 

disminuyendo con el tiempo según: 

• El crecimiento del racimo (al aumentar el peso, la proporción de residuo en 

peso es menor)  
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• El tipo de formulación aplicada. Los depósitos procedentes de espolvoreo 

suelen ser menos persistentes que los procedentes de pulverizaciones. 

• La lluvia y viento, que actúan mecánicamente arrastrando el plaguicida. Su 

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

y momento en que tiene lugar tras la aplicación. 

• La volatilización del plaguicida, es decir, su paso al estado de vapor y 

eliminación en la atmósfera. 

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

plaguicida, de la temperatura y de la radiación solar. 

El Codex Alimentarius entiende por residuo de plaguicida “toda sustancia 

presente en un producto alimenticio destinado al hombre o a los animales como 

consecuencia de la utilización de un plaguicida”. Este concepto de residuo engloba 

no sólo los restos de la molécula del plaguicida en su forma original, si no también 

todos los productos de degradación o metabolitos con significación toxicológica. 

Por lo tanto, además de los mecanismos de regulación de productos fitosanitarios y 

de las materias activas que los componen, es necesario garantizar que los residuos 

de los mismos en alimentos no se encuentren en niveles que supongan un riesgo 

inaceptable para los seres humanos. Para ello, las diferentes Administraciones 

Públicas de los diferentes países han fijado en los últimos años, límites máximos de 

residuos (LMR) para cada uno de los plaguicidas en diferentes productos de origen 

vegetal y animal. Un LMR se define como “la concentración máxima de residuos 

de un plaguicida permitida legalmente en la superficie o parte interna de los 

productos vegetales destinados a la alimentación humana o animal”. Debe quedar 

claro que un LMR es un concepto o valor legal, no necesariamente toxicológico. 

Ello es debido a que en su estimación se tienen en cuenta tanto criterios 

agronómicos como criterios toxicológicos. Según los primeros, quienes soliciten la 
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aprobación de un plaguicida deben presentar información científica sobre las 

cantidades mínimas de plaguicidas necesarias para proteger una cosecha y el nivel 

de residuos que queda en la cosecha después de dicho tratamiento. Siguiendo un 

criterio toxicológico, se calcula la máxima ingesta de residuos de plaguicidas a 

través de todos los alimentos, para el consumo a corto y largo plazo y para las 

diversas dietas de consumidores europeos. Esta ingesta se compara con un 

parámetro que refleja la toxicidad crónica (Ingesta Diaria Admisible-IDA) y con un 

parámetro que refleja la toxicidad aguda (Dosis de Referencia de Toxicidad Aguda-

DRTA). 

Durante muchos años la UE ha tratado de armonizar los LMR en los países 

que la integran con la promulgación de diversas directivas  que establecían 

algunos LMR en determinados productos alimenticios. Sin embargo, para los 

productos y plaguicidas que no existían LMR europeos, los Estados Miembros 

podían fijar un LMR a nivel nacional para facilitar el comercio y proteger la salud 

de los consumidores. La verdadera armonización relativa a LMR no se consiguió 

hasta 2005, gracias al 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 178/2006, 149/2008, 

260/2008, 299/2008, 839/2008 y 256/2009). Es de especial interés el anexo I del 

Reglamento 178/2006, en el que se incluye la lista de alimentos y piensos a los que 

se aplican contenidos máximos de residuos de plaguicidas; así como los diferentes 

anexos del Reglamento 149/2008, en donde se establecen los LMRs (anexos II y III) 

para los productos que figuran en el anexo I antes citado y la lista de sustancias 

activas que, por sus características o por su forma de aplicación, se encuentran 

exentas de la fijación de LMR (anexo IV). Para aquellas situaciones en las que un 
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plaguicida no se menciona específicamente en ningún anexo, se aplicará un LMR 

general de 0,01 mg kg-1, por defecto.  

Por otra parte, la presencia de residuos de fungicidas en productos 

transformados como el vino, no está regulado a nivel comunitario. El artículo 20 

del Reglamento 396/2005 dispone que, cuando no se hayan establecido LMRs para 

alimentos transformados, se aplicarán los LMRs correspondientes a la materia 

prima o producto fresco teniendo en cuenta los cambios en los niveles de residuos 

de plaguicidas debidos a la transformación o mezcla. El mismo Reglamento prevé 

la inclusión de esos factores específicos de concentración o dilución para 

determinadas operaciones de transformación o mezcla, o para determinados 

productos transformados o compuestos, en un anexo de la misma (Anexo VI). 

Actualmente, estos factores de transformación no han sido todavía publicados. 

Algunos países como Suiza [OSEC, 2010] o Italia [Decreto Ministeriali, 2004] han 

mostrado su iniciativa legislativa al fijar sus propios LMRs en vinos para algunos 

plaguicidas, aunque no para todos. 

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 cantidad más 

pequeña practicable y que sea toxicológicamente aceptable. Pero no todos los 

países comparten este concepto (diferentes climas, 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, que representa 

el plazo mínimo de días que deben transcurrir entre la última aplicación del 
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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 (ver figura I.5.) a lo largo del tiempo, específicas para cada vegetal y 

plaguicida, hasta que la cuantía de sus residuos sea similar o 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 

disipación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.5. Evolución de los residuos de plaguicidas en función del tiempo 
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I.6. PRESENCIA DE FUNGICIDAS EN EL PROCESO DE 

VINIFICACIÓN. INFLUENCIA Y DISIPACIÓN. 

I.6.1. Proceso de vinificación de vinos tintos jóvenes. 

Existen diversas formas de definir el vino pero quizás la definición más 

completa sea la que establece la Ley de la Viña y el Vino [Ley 24/2003]: “el vino es 

el alimento natural obtenido exclusivamente por fermentación alcohólica, total o 

parcial, de uva fresca, estrujada o no, o de mosto de uva”. El proceso de 

vinificación consta de múltiples etapas en función de la variedad de la uva y de las 

técnicas enológicas consideradas. A continuación se describen las principales 

etapas del proceso de elaboración de vinos tintos jóvenes llevados a cabo en la 

Denominación de Origen Calificada Rioja [Ruiz, 2004]. En la figura I.6 se muestra 

el esquema general de vinificación en tinto por el método tradicional.  

Inicialmente la uva, una vez alcanzado el índice de madurez apropiado, se 

vendimia y se transporta a la bodega. A su llegada, el raspón puede ser retirado 

mediante el despalillado para evitar un aporte excesivo de amargor al mosto y, a 

continuación, se realiza un suave estrujado; ambas operaciones pueden llevarse a 

cabo con la misma máquina (despalilladora-estrujadora). La presencia de raspones 

durante la fermentación aumenta el contenido en polifenoles, pero a su vez se 

extraen los taninos astringentes, rebajándose así la calidad del vino obtenido. 

Además, la retirada del raspón supone una economía del espacio ocupado (supone 

un 30% de la vendimia en volumen y un 3-7% en peso), facilita el control de la 

temperatura de fermentación y se evita la fijación de etanol y materia colorante en 

el mismo. Por otro lado, el estrujado facilita la salida del mosto, la maceración y 

provoca una aireación que propicia el arranque de la fermentación. 
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Figura I.6. Diagrama de vinificación en vinos tintos jóvenes 

Recepción uva tinta
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La vendimia estrujada se manda a los depósitos de fermentación por medio 

de una bomba y se procede al sulfitado (adición de anhídrido sulfuroso, SO2). El SO2 

se utiliza por sus propiedades antioxidantes y antisépticas, pero se debe usar con 

precaución para evitar olores o sabores desagradables. Las formas de empleo y 

aplicación de SO2 son muy diversas. Debe saberse que una vez aplicado este 

compuesto, una parte se combina con los azúcares y otros compuestos 

(aproximadamente 1/3) y el resto que permanece libre es el SO2 activo. La adición 

de SO2 en esta etapa del proceso de vinificación, en dosis de 3-8 g hL-1 para uvas 

sanas persigue diferentes finalidades:  

• Evitar la oxidación de materias colorantes y aromas, reaccionando con el 

oxígeno y destruyendo las oxidasas (tirosinasa, lacasa). 

• Seleccionar los microorganismos más idóneos y eficaces para una correcta 

fermentación, inhibiendo la acción de bacterias y levaduras. 

• Favorecer la disolución de materia colorante y taninos durante la 

maceración. 

Tras el encubado y la adición de sulfuroso, se puede añadir el denominado 

pie de cuba, que consiste en incorporar preparados de levaduras comerciales 

seleccionadas que dominan rápidamente el medio con el único objetivo de 

comenzar la fermentación alcohólica. En esta etapa se producen dos fenómenos 

simultáneos: por una parte la conversión de los azúcares de la uva en etanol por 

acción de las levaduras seleccionadas y por otra la maceración, en la cual el mosto 

entra en contacto con las partes sólidas del racimo (hollejos, pepitas...) que le ceden 

color, aromas y taninos. La fermentación  suele comenzar a 20 ºC, pero debido a 

una generación de calor durante la misma puede aumentar hasta unos 30-32 ºC; 

temperaturas superiores a 35 ºC podrían inactivar las levaduras. Por ello, 
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actualmente los depósitos de acero inoxidable disponen de mecanismos de control 

de temperatura. Durante esta etapa, los hollejos y las pepitas ascienden a la parte 

superior del depósito con el CO2 formado y crean un sombrero flotante. Esto es un 

inconveniente ya que los hollejos deben estar en contacto con el mosto para 

facilitar la extracción de color y taninos. 

Para aumentar la extracción, evitar el desarrollo de bacterias acéticas en el 

sombrero y oxigenar las levaduras, se realizan los denominados remontados y/o 

bazuqueos sumergiendo el sombrero con palos de madera o bazuqueadores. El 

tiempo de maceración dependerá del tipo de vino que se vaya a elaborar. 

El descube o trasiego constituye el final de la maceración, separando el vino de 

los orujos. Se saca el líquido del depósito por la parte inferior (vino “yema”) para 

llevarlo a otro depósito donde concluirá la fermentación, si aún no lo ha hecho. Los 

orujos se prensan posteriormente para poder extraer el resto del vino que 

contengan. El vino “yema” o vino “flor”, que representa aproximadamente el 85% 

del total del vino, posee un menor contenido en taninos y es de calidad superior al 

que procede de la prensa. 

Una vez terminada esta fermentación, el vino puede ser sometido a la 

fermentación maloláctica. Ésta tiene lugar de forma espontánea, si las condiciones  

son las adecuadas, por acción de bacterias lácticas (del género Lactobacillus, 

Leuconosto y Pediococcus) presentes en la uva o en el material de la bodega. Aún así, 

para asegurar el arranque de dicha fermentación, se suele inocular bacterias 

seleccionadas (normalmente Oenococcus oeni). Estas bacterias transforman el ácido 

málico (diácido) en ácido láctico (monoácido). Se produce por tanto una 

disminución de la acidez fija del vino ya que el ácido málico, de sabor acerbo y 

duro, es sustituido por ácido láctico, más suave en boca. Al disminuir la acidez se 
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da también una disminución del color. Incluso se modifica el aroma, atenuándose 

el aroma primario que recuerda a manzana verde y aportando un ligero aroma a 

mantequilla y tostado. Gustativamente, los vinos se vuelven más carnosos y 

pastosos. Además esta fermentación favorece la estabilidad microbiológica del 

producto final, evitando que se produzca la fermentación durante el embotellado. 

La duración de la misma suele ser entre 4-5 semanas y se lleva a cabo a 

temperaturas bajas, 20 ºC, para evitar la degradación de ácido cítrico en ácido 

acético. Una vez ha finalizado, la concentración de SO2 suele corregirse hasta 

valores de 30 mg L-1 para destruir las bacterias residuales. 

Tras la fermentación maloláctica, el vino se somete a un trasiego para 

eliminar todas las precipitaciones producidas. El vino comienza a limpiarse por 

efecto de la gravedad, depositándose las lías en el fondo. En éstas se encuentran 

levaduras y bacterias muertas, pepitas, hollejos, tierra, sales de ácidos orgánicos, 

etc. Para eliminarlas, el vino se somete a diversos trasiegos mientras permanezca 

en bodega manteniendo a su vez la concentración adecuada de sulfuroso para 

evitar oxidaciones y crecimientos microbianos indeseados. 

Sin embargo, debido a la lentitud de estas clarificaciones espontáneas, se 

suele recurrir al uso de clarificantes. Estas sustancias se añaden al vino y producen 

la floculación de las impurezas en suspensión y, debido a la naturaleza eléctrica de 

sus iones, neutralizan partículas coloidales (proteínas, polisacáridos, polifenoles, 

agregados cristalinos, etc.) de signo contrario, responsables del enturbiamiento del 

vino final. Las cantidades a adicionar deben ser controladas cuidadosamente para 

evitar que el agente clarificante se deposite por sí mismo. Además, hay que tener 

en cuenta que en presencia de sustancias mucilaginosas como pectinas o glucanos, 

los clarificantes no resultan efectivos. Por eso, se añade gel de sílice facilitando la 
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desnaturalización de estas sustancias y permitiendo la clarificación. Por su origen,  

los clarificantes se clasifican en dos grupos: 

i) Orgánicos. Tienen la propiedad, al tener carga positiva, de reaccionar con 

los coloides de carga negativa (polifenoles y taninos, levaduras, bacterias, 

etc.). Pueden ser de naturaleza proteica (gelatina, albúmina de huevo, cola 

de pescado, caseína...), de naturaleza vegetal (alginatos) o de síntesis 

industrial (la polivinilpirrolidona –PVPP-). 

ii) Inorgánicos. Son compuestos arcillosos derivados de los silicatos 

primarios. Destacan la bentonita, el carbón o el gel de sílice. Son coloides 

electronegativos y por lo tanto, eliminan coloides positivos presentes en el 

vino (proteínas, materia colorante y metales responsables de las quiebras). 

Los productos  empleados habitualmente en la clarificación de vinos tintos 

son gelatina (5-20 g hL-1) y albúmina de huevo (5-10 g hL-1) que eliminan la materia 

colorante inestable y los taninos. 

Aún después de la clarificación, los vinos jóvenes siguen conteniendo 

sustancias inestables, susceptibles de insolubilizarse si se producen cambios físico-

químicos en el medio. Se pueden realizar una serie de tratamientos estabilizantes 

de naturaleza física, química o biológica. La estabilización física consiste en 

someter a los vinos a tratamientos térmicos para provocar la insolubilización de las 

sustancias indeseables y así poder eliminarlas. El tratamiento por frío o de 

estabilización tartárica es el más aceptado, enfriando el vino hasta temperaturas de 

– 5 ºC para favorecer la precipitación de cristales de tartrato (sales de potasio o de 

calcio del ácido tartárico) que se eliminarán por filtración. Otro método de 

estabilización física es la utilización de altas temperaturas, con las consiguientes 

modificaciones organolépticas que ocasiona el calor, persiguiendo la estabilización 
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microbiológica y enzimática y la disolución de sales tartáricas. También es posible 

la estabilización química mediante el uso de compuestos como la goma arábiga 

(bloquea la coagulación de coloides), el ácido metatartárico (inhibe la cristalización 

de tartratos), el ácido ascórbico o vitamina C (antioxidante), etc. La estabilización 

microbiológica se obtiene principalmente ajustando la dosis de SO2 libre (20-25    

mg L-1). 

Finalmente, el vino se somete a filtración como paso previo al embotellado 

para conseguir su limpidez y asegurar su estabilidad microbiológica y físico-

química. Los filtros más utilizados son los filtros de placas cuya naturaleza 

depende del grado de limpidez que se desee conseguir y las tierras diatomeas. 

I.6.2. Eliminación de residuos de fungicidas durante la vinificación. 

Durante el proceso de elaboración de un vino, los niveles residuales de 

fungicidas disminuyen, unos de forma brusca y otros ligeramente. Dicha 

disminución depende de la naturaleza química del fungicida (sobre todo de su 

solubilidad en agua), de la concentración inicial en las uvas vendimiadas y de las 

diferentes etapas que se lleven a cabo en el proceso de vinificación. Aunque el 

porcentaje de reducción es muy variable, es muy improbable que los vinos 

presenten niveles residuales de fungicidas que supongan un riesgo para la salud 

de los consumidores. Ello se debe principalmente a los procesos de retención de los 

fungicidas a orujos y lías, a las reacciones de hidrólisis ácida de estos compuestos, 

pudiendo originar metabolitos de degradación como sucede para folpet [Cabras et 

al.; 1997a] y/o a la acción de microorganismos (levaduras y bacterias) y enzimas 

que intervienen durante la vinificación. Todo ello se describe a continuación. 

En la primera etapa de vinificación, estrujado y despalillado, los residuos de 

fungicidas se reparten entre la fase sólida de la uva y la fase líquida o mosto en 
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proporciones variables dependiendo de  la afinidad del fungicida por cada una de 

las fases y según su solubilidad en agua. Los resultados publicados por diferentes 

autores, muestran que los porcentajes de reducción de las concentraciones 

residuales en mosto prensado con respecto a las concentraciones en uva inicial 

pueden oscilar entre: 0-5% (fenamidona, fludioxonil, mepanipirim, piraclostrobin, 

kresoxim-metil y trifloxistrobin); 15-30% (azoxistrobin, ciprodinil y tebuconazol); 

50% (pirimetanil, boscalid, ciazofamida, mandipropamida y valifenalate), 60% 

(quinoxifen) y >75% (fluazinam, tetraconazol, famoxadona, metrafenona y 

proquinazida) [Cabras et al.; 1997b, 1998, 2000a, Garau et al.; 2009; González-

Rodríguez et al.; 2011a]. 

Posteriormente la uva prensada y despalillada se somete a maceración-

fermentación alcohólica. Los porcentajes de reducción determinados por Navarro 

et al. [1999] para diferentes fungicidas (fenamirol, mancozeb, penconazol y 

vinclozolin) entre la pasta inicial (mosto con piel y pepitas) y el vino tinto 

prensado, oscilaron entre 45% y 65%, a excepción del metalaxil (sólo un 9%). 

Resultados similares obtuvieron Vaquero-Fernández et al. [2012] para la disipación 

de pirimetanil, que tras la fermentación alcohólica mostró una reducción del 52,6%. 

Sala et al. [1996] obtuvieron reducciones superiores para vinclozolin (80%) y 

procimidona (60%). Porcentajes de reducción de este orden (70-85%) fueron 

obtenidos por Fernández et al. [2005a] para ciprodinil, fludioxonil, pirimetanil y 

quinoxifen.  

Además, De Melo-Abreu et al. [2006a] observaron que famoxadona se 

eliminaba en el vino tinto prensado en porcentajes cercanos a 90% con respecto a la 

pasta inicial. No se detectaron residuos después de esta etapa de vinificación para 

piraclostrobin, famoxadona y folpet [González-Rodríguez et al.; 2009]. 
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Los trasiegos posteriores una vez terminada la fermentación maloláctica 

también tienen una gran repercusión en la desaparición de algunos fungicidas, ya 

que pueden ser de nuevo adsorbidos en las lías [Sala et al.; 1996; Navarro et al.; 

1999; Fernández et al.; 2005a; Edder et al.; 2009]. Ruediger et al. [2005] estudiaron la 

influencia de esta etapa en la reducción de varios fungicidas; clorotalonil mostró 

una reducción del 30%, procimidona del 25% y el resto de materias estudiadas 

(fenarimol, metalaxil, oxadixil, triadimenol y carbendazima) no varió su 

concentración significativamente después de esta etapa. La reducción obtenida en 

la fermentación maloláctica podría deberse más a la adsorción en las paredes 

celulares de las bacterias que a degradaciones químicas o físicas, como 

demostraron Cabras et al. [1994; 2000b], quienes determinaron las concentraciones 

que permanecían en las bacterias tras dicha etapa de vinificación. 

La clarificación y filtración de los vinos pueden dar lugar a la desaparición 

de residuos de fungicidas presentes en los vinos. Con respecto a la clarificación, su 

eficacia depende de nuevo de factores como la solubilidad del fungicida en la 

mezcla hidroalcohólica del vino y el tipo de agente clarificante empleado 

(albúmina de huevo, bentonita, PVPP, etc.). Oliva et al. [2007a] evaluaron el efecto 

de cuatro agentes clarificantes (bentonita, carbón activo, PVPP, y caseinato 

potásico) en la eliminación de famoxadona, fluquinconazol y trifloxistrobin, 

aplicados directamente en vinos trasegados elaborados a partir de la uva blanca 

variedad Airén de la D.O. Jumilla (Murcia, España). La adición de carbón activo 

originó porcentajes de eliminación cercanos al 100% para los tres fungicidas. 

Resultados similares fueron obtenidos para ciprodinil, fludioxonil, pirimetanil y 

tebuconazol [Cabras et al.; 1997b]. En otro estudio, los autores anteriores evaluaron 

nuevamente el efecto de seis agentes clarificantes (albúmina de huevo, albúmina 

de sangre, bentonita+gelatina, carbón activo, PVPP y sílica gel) sobre famoxadona, 
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fluquinconazol y trifloxistrobin, pero esta vez añadiendo directamente a un vino 

tinto trasegado de la misma región de la variedad Monastrel [Oliva et al.; 2007b]. 

Cada uno de los clarificantes afectó en mayor o menor grado a la eliminación de 

los fungicidas, siendo carbón activo y PVPP los más efectivos, con porcentajes de 

reducción comprendidos entre 50-100%. Las albúminas de huevo y sangre 

mostraron porcentajes de eliminación intermedio (25-50%), aunque su empleo se 

desaconseja debido a que pueden aportar aromas desagradables al vino. 

Finalmente sílica gel y bentonita no fueron tan efectivas en la eliminación de estos 

residuos.  

Por último, el tipo de filtrado antes del embotellado también puede tener 

algún efecto en la reducción de los residuos. Oliva et al. [2007b, 2007c] observaron 

que el empleo de filtros de nylon de 0,45 µm influía mínimamente (<10%) en el 

descenso de los residuos de famoxadona, fluquinconazol y trifloxistrobin, tanto en 

vinos tintos como en blancos previamente clarificados. Resultados similares fueron 

mostrados por Fernández et al. [2005b] para ciprodinil, fludioxonil, pirimetanil y 

quinoxifen en vinos tintos. Ruediger et al. [2004] investigaron el efecto de agentes 

filtrantes como la tierra de diatomeas en la eliminación de siete fungicidas 

(carbendazima, clorotalonil, fenarimol, metalaxil, oxadixil, procimidona y 

triadimenol) no produciendo una eliminación significativa en ningún caso. 

I.6.3. Efectos de los residuos de fungicidas sobre la actividad de 

levaduras y bacterias lácticas. 

La presencia de levaduras y su evolución durante la fermentación del vino 

puede verse influenciada por diversos factores entre los que se encuentra la 

presencia de residuos de fungicidas [Cabras et al.; 1999]. Los niveles residuales de 

estos compuestos pueden variar en el momento de la vendimia así como el efecto 
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de los mismos en las rutas metabólicas de la fermentación, en concreto el efecto 

que pueden ejercer sobre la síntesis de esteroles [Doignon et al.; 1992] o la 

inhibición de la respiración celular [Ubeda et al.; 1996]. Estos efectos pueden 

modificar la estructura de las membranas celulares de las levaduras y afectar su 

función específica. Como resultado se puede producir una caída progresiva en la 

viabilidad de la población de levaduras y como consecuencia, la ralentización de la 

fermentación que, en casos extremos, podría llevar a una paralización total del 

proceso, afectando a las características organolépticas del vino, disminuyendo su 

calidad final [Cabanis y Cooper, 1991; Larue, 1991; García-Romeo, 1996; Reulet et 

al.; 1996; Sala et al.; 1996; Cugier y Reulet, 1997]. 

Entre los primeros estudios realizados sobre la influencia de fungicidas en el 

proceso de elaboración del vino se puede citar a Dvorack y Schopfer [1970], los 

cuales señalan que la fermentación alcohólica fue interrumpida en presencia de 0,3 

mg L-1 de diclofluanida.  

Fue a partir de la década de los 90 cuando progresaron las investigaciones 

centradas en evaluar la influencia de las sustancias activas fúngicas sobre los 

procesos fermentativos alcohólicos implicados en la elaboración del vino. El 

crecimiento de determinadas cepas de levaduras se vio negativamente afectado 

por sustancias fúngicas como folpet, captan y captafol [Cabras et al.; 1987; 

Domínguez et al.; 1995; Hatzidimitriou et al.; 1997], mancozeb [Ubeda et al.; 1996] o 

fenarimol [Zironi et al.; 1991].  

Por el contrario, otras sustancias fúngicas tales como  azoxistrobin, 

ciprodinil, fludioxonil, mepanipirim, pirimetanil y tetraconazol [Cabras et al.; 

1999]; quinoxifen [Cabras et al.; 2000b]; fenhexamida [Cabras et al.; 2001], 

quinoxifen [Sarris et al.; 2009], iprodiona y fludioxonil [Ochiai et al.; 2002] o 
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zoxamida [Angioni et al.; 2005] no afectaron de forma significativa a los procesos 

fermentativos.  

En la actualidad existen menos estudios centrados en evaluar la influencia de 

nuevas sustancias activas sobre fermentaciones alcohólicas. Oliva et al. [2007a] 

evaluaron la influencia de seis nuevos fungicidas (famoxadona, fenhexamida, 

fluquinconazol, kresoxim-metil, quinoxifen y trifloxistrobin) en el contenido de 

levaduras presentes en uvas y el efecto que ejercían sobre las mismas durante 

dicho proceso enológico. Aunque estas materias activas no produjeron efectos 

negativos sobre las levaduras iniciales ni sobre el proceso fermentativo sí que 

podrían afectar a la calidad organoléptica de los vinos. Estos efectos también han 

sido estudiados y demostrados por otros autores como González-Rodríguez et al. 

[2011b] y Noguerol-Pato et al. [2011]. 

Sin embargo, Comitini y Ciani [2008] pusieron de manifiesto durante tres 

campañas como la aplicación de nuevos fungicidas orgánicos aplicados en viñedo 

originaban una reducción drástica de las levaduras autóctonas presentes en la piel 

de las uvas así como un cambio en la población de levaduras hacia A.pullulans. 

Calhelha et al. [2006] evaluaron el efecto de diferentes concentraciones de 

cinco fungicidas (diclofluanida, benomilo, iprodiona, procimidona y vinclozolin) 

sobre la actividad fermentativa de diferentes levaduras. Clasificaron estos 

fungicidas de mayor a menor toxicidad en función de la concentración necesaria 

para inhibir el crecimiento de cada levadura en un 90%: diclofluanida (2 mg L-1) > 

benomilo (250-750 mg L-1) > iprodiona (1000-1600 mg L-1) > promicidona (800-2500 

mg L-1). 

El efecto inhibitorio que producen los pesticidas sobre la actividad de 

bacterias lácticas (fermentación maloláctica) durante la elaboración del vino es un 
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efecto que se ha estudiado en menor medida. Vidal et al. [2001] y Carreté et al. 

[2002] pusieron de manifiesto dicho efecto cuando las bacterias Oenococcus Oeni 

responsables de la fermentación maloláctica de un vino sintético se encontraban  

en presencia de diclofluanida, cobre o incluso ácidos grasos. Estas sustancias 

parecen tener un efecto sobre el crecimiento celular inhibiendo la actividad de la 

ATPasa. Ruediger et al. [2005] demostraron que el pesticida dicofol presenta un 

efecto inhibitorio importante sobre el catabolismo del ácido málico. Clorotalonil, 

cloropirifos y fenamirol también presentaron dicho efecto pero en menor medida. 

Sin embargo, los siete fungicidas estudiados (carbendazima, clorotalonil, 

fenarimol, metalaxil, oxadixil, procimidona y triadimenol) no mostraron efecto 

negativo alguno sobre la bacteria láctica Oenococcus oeni. 

Por otro lado, Cabras et al. realizaron a lo largo del tiempo varios estudios 

sobre el efecto de distintos fungicidas: benalaxil, carbenzamida, diclofluanida, 

folpet, triadimefón y vinclozolin [Cabras et al.; 1994]; azoxistrobin, ciprodinil, 

fludioxonil, mepanipirim, pirimetanil y tetraconazol [Cabras et al.; 1999]; 

quinoxifen [Cabras et al.; 2000a] y fenhexamida [Cabras et al.; 2001] sobre la 

actividad fermentativa de dos bacterias lácticas, Lactobacillus plantarun y Oenococcus 

oeni. Ninguno de ellos presentó efectos negativos en el desarrollo de la 

fermentación maloláctica, a excepción de diclofluanida (redujo la actividad de 

Oenococcus oeni) y de azoxistrobin, ciprodinil, fludioxonil, pirimetanil y 

tetraconazol que mostraron un 15% menos de bioconversión del ácido málico con 

Oenococcus oeni. 

 Otros autores estudiaron los efectos inhibitorios de fungicidas como 

zoxamida [Angioni et al.; 2005] no interfiriendo en la actividad de las bacterias 

lácticas o diclofluanida, iprodiona, vinclozolin y promicidona sobre la 

fermentación maloláctica de Oenococcus oeni [Sapis-Domercq, 1980; Vidal et al.;  
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2001; Carreté et al.; 2006]. Los tres últimos fungicidas pertenecientes a la familia de 

las dicarboximidas no mostraron apenas efectos inhibitorios. La diclofluanida 

mostró efectos moderados, siendo la concentración mínima inhibitoria de 5 mg L-1. 

I.6.4. INFLUENCIA DE LOS RESIDUOS DE FUNGICIDAS EN LA 

COMPOSICIÓN FENÓLICA DE LOS VINOS 

Principales compuestos fenólicos  

Los compuestos fenólicos de las uvas y el vino, presentan una amplia 

diversidad de estructuras químicas. Simplificando su clasificación, es posible 

señalar que existen dos grupos generales de compuestos: los no flavonoides y los 

flavonoides (tabla I.2.). Dentro de los primeros, caracterizados por presentar solo 

un anillo de 6 carbonos (C6), los más importantes corresponden a los ácidos 

benzoicos (C6-C1) y a los ácidos cinámicos (C6-C3). La importancia de los primeros 

desde un punto de vista enológico, radica en su relación con el gusto amargo de los 

vinos. En el caso de los segundos, resultan importantes por su relación con el 

pardeamiento, en especial de los vinos blancos y en menor medida por su 

participación en el gusto amargo [Zamora F.; 2003]. 

El grupo más importante de compuestos fenólicos presentes en el vino 

corresponde a los compuestos flavonoides, caracterizados por presentar dos anillos 

de 6 carbonos unidos por un heterociclo central de 3 carbonos (C6-C3-C6).  

En este grupo se distinguen los flavonoles (como quercetina, miricetina y 

kaemferol y sus glicósidos) presentes en los hollejos, siendo importantes por 

participar en el color amarillo de los vinos blancos y por sus efectos antioxidantes 

benéficos para la salud.  



Capítulo I  Introducción 

   41 

Tabla I.2. Clasificación de los compuestos fenólicos 

COMPUESTOS NO FLAVONOIDES 

Ácidos benzoicos 

       ÁCIDOS FENÓLICOS 

Ácidos cinámicos 

COMPUESTOS FLAVONOIDES 

             FLAVONOLES 

    FLAVANOLES 

. Taninos condensados 

. Catequinas 

   ANTOCIANIDINAS Y ANTOCIANOS 

 

Los flavanoles presentan como base a la (+)-catequina y la (-)-epicatequina. 

La unión de estos compuestos da origen a los taninos de la uva (taninos 

condensados) ubicados en semillas y hollejos, que presentan una relación inversa 

en cuanto a amargor y astringencia a medida que aumentan de tamaño (es decir, 
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aumenta el número de unidades de (+)-catequina o (-)-epicatequina en su 

estructura), disminuyendo el amargor en los taninos de mayor tamaño, pero 

aumentando su astringencia, hasta alcanzar un tamaño en que no son solubles, no 

pueden reaccionar con las proteínas de la saliva precipitándolas y por tanto dejan 

de producir la sensación de astringencia.  

Finalmente, están los antocianos que dan el color rojo a las uvas tintas, 

presentes en los hollejos, destacando cinco antocianinas en la especie Vitis vinífera. 

De todos ellos, antocianos y flavanoles son los que más influencia tendrán sobre el 

color, su evolución y otras características organolépticas definitorias de la calidad 

del vino final. 

En la tabla I.3. se muestra la distribución de los principales compuestos 

fenólicos dentro del racimo de uva así como las propiedades organolépticas más 

importantes en las que participan. 

Tabla I.3. Distribución en racimo y propiedades organolépticas más importantes de los 
principales compuestos fenólicos 

 Localización en la baya  
Compuesto Piel Pulpa Semillas Raspón Principales propiedades 
Ácidos fenólicos Sí Sí Sí Sí Poca influencia directa 
Flavonoles Sí No No No Color amarillo 
Antocianos Sí No* No No Color rojo 

Flavanoles Sí No Sí Sí 
Sabor amargo, astringencia, 
cuerpo, estructura 

* Excepto en las variedades tintas que sí contienen en la pulpa 

A continuación se explican los compuestos fenólicos más importantes 

encontrados en la uva y el vino, analizando su estructura y propiedades químicas 

relacionándolas en todo momento con las características organolépticas que 

proporcionan al vino. 
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COMPUESTOS NO FLAVONOIDES 

 Ácidos fenólicos 

Los ácidos fenólicos se subdividen en ácidos benzoicos y ácidos cinámicos. 

Su estructura química se presenta en la figura I.7.  

 

 

 

  

Principales ácidos 
cinámicos 

R1 R2 

Ác. Cafeíco OH H 
Ác. p-cumárico H H 

Ác. ferúlico OCH3 H 

 

Figura I.7. Estructura química de los ácidos fenólicos 

Tanto los ácidos benzoicos como los cinámicos pueden estar en forma libre o 

esterificados con el ácido tartárico u otros componentes del vino. Los ácidos 

fenólicos se encuentran en el hollejo, en la pulpa, en las semillas y en el raspón.  

Estos compuestos carecen de color cuando se encuentran en solución en una 

mezcla hidroalcohólica, pero pueden tomar un color amarillo después de la 

oxidación y dar lugar al pardeamiento del mosto y el vino. En el plano 

organoléptico esos constituyentes no presentan sabor y olor particulares pero son 

precursores de los fenoles volátiles después de la acción de ciertos 

microorganismos [Edlin et al.; 1995]. 
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COMPUESTOS FLAVONOIDES 

Se trata de pigmentos de color amarillo más o menos intenso. Se pueden 

clasificar en varias familias, según cambios en su estructura básica dependiendo 

del grado de saturación y de la sustitución de grupos funcionales. Los más 

importantes son flavonoles, antocianos y flavanoles. Esta última familia incluye a 

los taninos condensados o procianidinas. La estructura básica de estos compuestos 

se muestra en la figura I.8. 

  

 

 

 

 

Figura I.8. Estructura básica de flavonoides 

Flavonoles 

Se trata de los pigmentos de color amarillo más o menos intenso. Son 

responsables del color amarillo de la uva blanca. Los más importantes son tres: 

quercetina, miricetina y kaempferol. Se diferencian por la sustitución del anillo 

bencénico situado a la derecha de la molécula (figura I.9). De esta manera 

kaempferol posee un grupo OH en dicho anillo bencénico, quercetina dos grupos 

OH y miricetina 3 OH.  

Su localización en la uva se limita a los hollejos. Los flavonoles pueden 

encontrarse así (en forma de aglicona) o en forma de heterósido, unidas a un 

glúcido. Su participación en el color del vino tinto es de poca importancia, 

limitándose a contribuir en pequeña parte en la componente amarilla. 

OOH

OH O



Capítulo I  Introducción 

   45 

 

   

 

 

 

 

Figura I.9. Estructura de diferentes flavonoles 

Flavanoles o flavan-3-oles 

Es el grupo de flavanoides que más ampliamente está distribuido en la 

naturaleza. Los flavanoles presentan estructuras derivadas de tres esqueletos 

básicos: flavan-3-ol, flavan-4-ol y flavan-3,4-diol (figura I.10.).  

Al contrario de lo que ocurre con otros flavonoides, las combinaciones de 

tipo heterosídico son poco habituales. 

  

 

 

 

 

 

Figura I.10. Esqueleto básico de los flavanoles 

 

Los flavan-3-ol monómeros se les suele designar genéricamente como 

“catequinas”. En su estructura poseen dos carbonos asimétricos (C2 y C3) lo que 

hace posible la existencia de cuatro isómeros ópticos: (+)/(-) catequina y 

R3 = OH en los tres casos 
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epicatequina, mayoritarios en la uva. No obstante, en la naturaleza la mayor parte 

de los flavanoles están en forma de polímeros. 

Antocianidinas y antocianos 

Los antocianos son los responsables del color rojo azulado de la piel de las 

uvas tintas y naturalmente del color del vino tinto. Su estructura deriva de las 

antocianidinas basándose en la estructura del ión flavilio, también llamado 2-fenil-

benzopirilio que consta de dos grupos aromáticos: un benzopirilio y un anillo 

fenólico; el flavilio normalmente funciona como un catión. La estructura química 

de las cinco antocianidinas más importantes se muestra en la figura I.11. 

Los antocianos son glucósidos de las antocianidinas es decir, están 

constituidas por una molécula de antocianidina a la que se le une un azúcar por 

medio de un enlace glucosídico siempre en la posición 3. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.11. Esqueleto de las antocianidinas encontradas en la uva. 

Se diferencian entre sí por el número de grupos hidroxilo presentes en la 

molécula, por el grado de metilación de éstos, por la naturaleza y el número de 

azúcares enlazados a la molécula, por la posición de enlace y por el tipo y número 

de ácidos alifáticos o aromáticos enlazados al azúcar presente en la molécula. 
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Existen pequeñas variaciones de la tonalidad roja dependiendo del antociano del 

que se trate, pero teniendo en cuenta el predominio tan alto de los derivados de 

malvidina en la mayoría de los vinos, es esta antocianina la que más va a contribuir 

al color. 

Cada antocinanidina puede ser acetilada o glicosilada por ácidos y azúcares 

en diferentes posiciones. Debido a esto, el número de antocianos es entre 15 y 20 

veces mayor que el número de antocianidinas [Mazza et al.; 1990]. Por tanto, las 

antocianidinas sólo aparecen cuando se produce la hidrólisis de los antocianos.  

Composición fenólica de uvas y vinos 

Los constituyentes fenólicos revisten una gran importancia en enología 

debido al papel que juegan directa o indirectamente sobre la calidad de los vinos. 

Estos compuestos participan en una serie de reacciones en las que en ocasiones se 

transforman y evolucionan provocando mejoras importantes en la calidad del vino, 

mientras que otras veces sufren alteraciones perjudiciales. 

Así, los compuestos polifenólicos de los vinos están relacionados con 

cualidades gustativas como astringencia y amargor, pero también con cualidades 

visuales como color y limpidez de los vinos. Además estos compuestos presentan 

propiedades bactericidas, antioxidantes, vitamínicas y protegen al consumidor 

frente a enfermedades cardio-vasculares.   

Los polifenoles presentes en el vino varían desde compuestos relativamente 

sencillos producidos durante la maduración de las uvas en la vid hasta sustancias 

sumamente complejas formadas durante el proceso de elaboración, así como otras 

extraídas de la madera de las barricas en el caso de vinos envejecidos.  
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Los compuestos fenólicos aparecen bruscamente en la fase del envero, 

sustituyendo a la clorofila que hasta entonces hacía que el grano de uva se 

comportase como un órgano verde más de la vid. Provienen básicamente de las 

partes sólidas de la uva, y en menor medida de la pulpa, siendo su aportación 

diferente según procedan de hollejos, pepitas o raspones. Las pepitas contienen el 

65% de los polifenoles del racimo, mientras que el raspón tiene un 22%, el hollejo 

otro 12% y la pulpa tan solo el 1% restante. La composición polifenólica final del 

vino varía según el tiempo de contacto de cada una de estas partes con el mosto y 

por ello dicha composición no es únicamente un reflejo de los polifenoles 

encontrados en la variedad de uva de la cual proceda el vino, ya que es en último 

término la técnica de elaboración (tratamiento mecánico aplicado para obtener el 

mosto, tipo de vinificación y envejecimiento) lo que condiciona la amplia variación 

en el contenido de polifenoles de un vino. 

El color del vino tinto se debe a la presencia de antocianinas, en forma libre o 

combinadas a procianidinas, que contribuyen a los componentes rojo, amarillo y 

azul del color del vino en función del pH del medio. Durante el almacenamiento y 

envejecimiento de los vinos tintos tienen lugar cambios progresivos de los 

compuestos polifenólicos extraídos inicialmente de las uvas. Los cambios 

producidos en el color de los vinos tintos en estas etapas se atribuyen a la 

formación progresiva de pigmentos condensados resultantes de la interacción 

entre antocianinas y otros compuestos fenólicos, especialmente flavanoles tales 

como catequinas y procianidinas (taninos condensados). En la formación de esos 

nuevos pigmentos se ha sugerido que intervienen diferentes mecanismos: 

fenómenos de copigmentación, condensación directa entre antocianinas y 

flavonoles y reacciones entre ellos mediadas por acetaldehído. 



Capítulo I  Introducción 

   49 

Efecto de residuos de fungicidas en la composición fenólica de un vino 

Los compuestos fenólicos revisten una gran importancia en enología debido 

al papel que juegan directa o indirectamente sobre la calidad de los vinos.  Son el 

origen del color y de la astringencia, siendo ésta última atribuida especialmente a 

los taninos. La presencia de residuos de fungicida en uva puede provocar 

modificaciones en la composición polifenólica de los vinos, al alterar no sólo la 

extracción de estos compuestos durante el proceso de vinificación, sino también su 

evolución durante el envejecimiento. 

En la actualidad, hay muy pocos estudios publicados que evalúen la posible 

influencia de los productos fitosanitarios sobre la composición fenólica en vinos u 

otros alimentos debido a la complejidad del tema. 

Los primeros estudios realizados sobre este tema fueron los de Hajšlová et al. 

[1984] que estudiaron la influencia de dos pesticidas, Melprex 65 W y Anthio 25, en 

la composición fenólica de manzana. Diferencias en “o-dihidroxifenoles” y en 

ácidos fenólicos fueron encontradas, siendo el pesticida Melprex 65 W el que 

mostró valores más bajos de estos compuestos. La actividad de la enzima polifenol 

oxidasa fue similar en las muestras tratadas comparadas con el control, sin 

embargo se probó que la dodina (materia activa de Melprex 65 W) participa en la 

formación de productos coloreados en las reacciones de oxidación de la enzima 

polifenol oxidasa. 

Posteriormente, se realizaron otros estudios en diferentes frutas. Saad et al. 

[1993] verificaron que los restos de plaguicidas en zumos de tomate afectan a la 

actividad de diferentes enzimas entre los que se encuentran algunos de los que 

participan en el metabolismo de los polifenoles, como son peroxidasas y polifenol 

oxidasas. Rung, B. y Schwack, W. [2005], descubrieron que aminoparatión, un 



Capítulo I  Introducción 

   50 

metabolito de degradación del pesticida paratión, puede servir como sustrato de la 

enzima polifenol oxidasa en frutas, y dar lugar a reacciones de oxidación, 

formando compuestos coloreados.  

Recientemente, Fattouch et al. [2010] han estudiado la interacción que 

producen algunos pesticidas en la enzima polifenol oxidasa en muestras de 

membrillo. Esta enzima es la encargada de catalizar la oxidación de los o-difenoles 

a sus respectivas quinonas, dando lugar a pigmentos coloreados. Benomil, carbaril, 

deltametrina y metil paratión (a altas concentraciones) fueron los que más 

afectaron a la polifenol oxidasa, exhibiendo un 44%, 51%, 33% y 58%, 

respectivamente, de inhibición de la actividad. Para el resto de pesticidas, el efecto 

inhibitorio decreció en el siguiente orden: paraoxon > diuron > triazofos > atrazina> 

clorfenvinfos > clorpirifos ≈ fenchlorphos ≈ fosmet > fenitrotión > endosulfan > 

fenamifos > captan mientras que amitraz y malatión no afectaron a la enzima. En 

contraste, concentraciones bajas de estos pesticidas aumentaban la actividad de la 

polifenol oxidasa. 

En 2007, Navarro et al. realizaron un estudio sobre la influencia de cinco 

insecticidas y herbicidas, pendimetalin, trifluralin, fenitrotión, malatión y 

metidation, en la velocidad de fermentación y color durante el proceso de 

elaboración de cerveza. Todos los pesticidas mostraron diferencias significativas 

con respecto al control en el valor de pH y en el color final de la cerveza elaborada, 

encontrando los valores más bajos de polifenoles totales en las cervezas elaboradas 

en presencia de fenitrotión y trifluralin. 

 Los estudios realizados sobre este tema en vino también son muy escasos. 

Los primeros resultados fueron mostrados por Santos, C. [1997], quién estudio el 

efecto de cinco fungicidas aplicados en dos dosis diferentes, carbendazim, 
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diclofluanida, iprodiona, procimidona y vinclozolin, sobre los parámetros físico-

químicos y organolépticos del vino. Los valores de pH, densidad y acidez total no 

presentaron diferencias significativas. Sin embargo, en presencia de procimidona y 

vinclozolin se obtuvo menor concentración de ácido málico, mayor concentración 

de polifenoles totales y color rojo (a dosis alta de ambos pesticidas), con la misma 

tonalidad en todos los vinos elaborados. 

Varios años más tarde, Oliva et al. [2005; 2009] evaluaron la influencia de los 

residuos de seis fungicidas (azoxistrobin, ciprodinil+fludioxonil, kresoxim-metil, 

pirimetanil y quinoxifen), de reciente utilización en la D.O. Jumilla, sobre el color 

final de vinos tintos obtenidos por maceración prefermentativa a baja temperatura. 

El estudio se llevó a cabo en uva tinta (variedad Monastrell) a la que, un día antes 

de la vendimia, se trató con las diversas formulaciones utilizadas en el estudio a la 

dosis recomendada por la casa comercial. Una vez terminada la fermentación de 

los vinos, se determinaron diferentes parámetros indicativos de la composición 

fenólica de los vinos obtenidos. Los resultados mostraron diferencias significativas 

entre las vinificaciones tratadas con fungicidas y la testigo, sobre todo en el caso de 

pirimetanil. 

I.7. ANÁLISIS DE PRODUCTOS FITOSANITARIOS EN MUESTRAS 

ENOLÓGICAS 

Disponer de la metodología analítica que permita la determinación de 

productos fitosanitarios es fundamental para obtener la información necesaria 

sobre el nivel de residuos presente en uvas y vino. Dado que las concentraciones 

en vinos son normalmente bajas, es necesario desarrollar métodos analíticos 

sensibles, seguros y precisos. 
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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 

matriz y una purificación del extracto para, posteriormente, realizar la 

determinación de los mismos mediante diferentes técnicas, preferentemente 

cromatográficas. 

I.7.1. 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. 

El método de tratamiento más comúnmente utilizado para muestras líquidas 

es la extracción líquido-líquido (LLE) con disolventes orgánicos. Acetonitrilo, 

hexano, diclorometano o acetato de etilo son los más utilizados [Rial Otero et al.; 

2003; Angioni et al.; 2005; De Melo Abreu et al.; 2005; Vaquero-Fernández et al.; 

2008; González-Rodríguez et al.; 2009]. Para realizar la extracción en discontinuo se 

utiliza un embudo de decantación en el que se añaden la muestra y el disolvente de 

extracción. Se mezcla agitándose vigorosamente y se deja decantar, procediendo 
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posteriormente a la separación de las fases. Esta operación puede realizarse de 

manera simple (una sola vez), o 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. Posteriormente, el extracto o extractos obtenidos 

se secan con sulfato sódico anhidro para eliminar los restos de agua. Esta 

metodología presenta las desventajas de emplear elevadas cantidades de 

disolvente, además de ser difícilmente automatizable.  

Durante los últimos años se han desarrollado metodologías alternativas que 

permiten alcanzar una reducción en el costo de disolventes orgánicos y un menor 

tiempo de trabajo. Así, esta tendencia condujo al desarrollo de nuevos 

procedimientos de preparación de muestras basados en el principio de la 

extracción líquido-líquido, como es la microextracción en fase líquida (LPME) en 

sus dos versiones (microextracción en gota y microextracción en fibra hueca) y 

microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME). 

En la técnica de 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) (fase extractante) suspendida en la punta 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 (figura I.12).  

La SDME es un procedimiento rápido (no necesita preparación de muestra), 

económico, disponibilidad de alta variedad de disolventes utilizando muy poco 

volumen, no requiere un equipamiento sofisticado y elimina la posibilidad de 
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contaminación entre muestras puesto que se utiliza una gota nueva para cada 

extracción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.12. Esquema de la técnica de microextracción en gota. 

Además, se consigue una alta concentración de los analitos al utilizar 

pequeñas cantidades de disolvente de extracción. Esta técnica se ha utilizado para 

el análisis de pesticidas organofosforados en agua y frutas (previa trituración y 

filtración y suspendiendo la gota en el jugo obtenido) [Xiao et al.; 2006]. También se 

ha utilizado la SDME para el análisis de diferentes clases de pesticidas en vegetales 

[Amvrazi y Tsiropoulos, 2008; Zhang et al.; 2008], zumos y frutas [Viñas et al.; 2010] 

y vino [Liu et al.; 2006]. 

La microextracción en fibra hueca (HF-LPME) se puede llevar a cabo en dos 

modalidades: En la primera de ellas se usan dos agujas de jeringa convencionales 

insertadas a través de un septum y que son conectadas mediante una fibra hueca 

en forma de U (figura I.13.A). La fibra se sumerge inicialmente en un disolvente 

orgánico para que éste se inmovilice en los poros de la fibra. Después, la fibra se 
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sumerge en la fase acuosa con los analitos. La fase aceptora es inyectada en el 

interior de la fibra con ayuda de una jeringa. Una vez completada la extracción, se 

recoge la fase aceptora y se lleva al instrumento de análisis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.13. A) Representación del sistema de sujeción de la fibra mediante dos 

jeringas convencionales. B)  Representación esquemática en la que la aguja de la 

jeringa sostiene la fibra y uno de los extremos está sumergido en la solución dadora. 

En la segunda configuración únicamente un extremo de la fibra se usa para 

la inyección y recolección de la fase aceptora mientras que el otro extremo queda 

expuesto a la disolución dadora (figura I.13.B). La jeringa soporta la fibra, 

introduce y recoge la fase aceptora y, además, introduce ésta última en el 

instrumento en el que se llevará a cabo el análisis. 

Esta técnica se ha utilizado estos últimos años con éxito para el análisis de 

pesticidas en frutas y vegetales [Barahona et al.; 2010; Sanagi et al.; 2010], en 

bebidas alcohólicas [Bolaños et al.; 2008], y en muestras de agua [Berhanu et al.; 

A B 
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2008; Sarafraz-Yazdi et al.; 2012] sin necesidad de llevar a cabo un pretratamiento 

previo de la muestra. 

La introducción de la microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME), 

tuvo lugar en 2006 por Assadi [Assadi et al.; 2006]. Es una técnica simple, rápida y 

con bajo consumo de disolventes. Además permite elevados valores de 

recuperación y un alto factor de concentración. El principio de la DLLME está 

basado en dos pasos: (1) Inyección de una mezcla adecuada de los disolventes 

extractantes y dispersivos en el interior de la muestra acuosa que contiene los 

analitos. (2) Centrifugación de la disolución: Después de la centrifugación, los 

analitos estarán en la fase más densa, que habrá sedimentado, pudiendo ser 

extraídos fácilmente del resto de la muestra acuosa. Los hidrocarburos 

halogenados como clorobenceno, cloroformo, tetracloruro de carbono y 

tetracloroetileno, son normalmente seleccionados como disolventes extractantes 

debido a su alta densidad. El disolvente dispersivo debe ser miscible con el agua 

(disolvente polar) a la vez que debe ser parcialmente miscible con el disolvente 

extractante. Como disolventes dispersivos pueden usarse acetona, acetonitrilo, 

metanol, etanol e isopropanol, entre otros [Cunha et al.; 2009; Zang et al.; 2009; 

Zhou et al.; 2009;  Caldas et al.; 2010; Rodríguez-Cabo et al.; 2011]. 

Otra técnica de extracción introducida en los últimos años es la denominada 

Accelerated Solvent 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, facilitando la desorción del analito desde la matriz sólida al 

líquido de extracción y empleando menos cantidad de disolvente que en los 

métodos convencionales. Aunque la principal aplicación del sistema ASE fue en el 

análisis de plaguicidas en suelos y sedimentos [Ferrer et al.; 2002], en los últimos 
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años se están ampliando estas aplicaciones a otro tipo de muestras como frutas 

vegetales y cereales [Cho et al.; 2008; Cervera et al.; 2010, Zhang et al.; 2011]. 

La Extracción Asistida por Microondas (MAE) se basa en el uso de energía 

de microondas para conseguir que los compuestos de interés pasen de la muestra a 

un disolvente adecuado. El campo electromagnético induce una rotación de las 

moléculas que poseen momento dipolar sin afectar por ello a su estructura 

molecular. Las ventajas que presenta esta técnica son: 

• Es una técnica rápida (las extracciones duran aproximadamente 10 min, y 

pueden llevarse a cabo 12 extracciones en paralelo), 

• Utiliza volúmenes pequeños de disolventes y reduce el uso de disolventes 

orgánicos clorados. 

• Permite el control de los parámetros de extracción: tiempo, potencia y 

temperatura. 

El calentamiento por acción de la radiación de microondas puede ocurrir 

por varios mecanismos: 

1. Extracción en presencia de algún disolvente o mezclas de disolventes 

polares (coeficiente de pérdida dieléctrica alto). En disolventes polares, el 

calentamiento ocurre por rotación de dipolos. Estos disolventes se 

caracterizan por tener altos coeficientes de pérdida dieléctrica, lo que 

origina una temperatura elevada. Cuando la extracción se lleva a cabo en 

sistemas cerrados, la temperatura que se alcanza es mayor que los puntos 

de ebullición de los disolventes a presión atmosférica, lo que origina 

elevadas presiones. Estos dos factores aumentan la solubilidad del analito 
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en el disolvente utilizado y aceleran la cinética de desorción desde la 

matriz [Cela et al.; 2002]. 

2. Extracción con disolventes transparentes a la energía de microondas 

(coeficiente de pérdida dieléctrica bajo). En este caso el disolvente sólo 

actúa como medio solubilizador de los analitos. Las muestras suelen ser 

materiales biológicos o ambientales (tejidos vegetales o animales, 

alimentos, suelos, etc.), caracterizados por un elevado contenido en agua 

libre dispersada en su estructura. Este agua presente en los tejidos provoca 

un sobrecalentamiento en determinados puntos de la matriz, originando la 

ruptura de las membranas celulares, El disolvente se difunde en la matriz 

y extrae los analitos solubilizándolos [Cela et al.; 2002]. 

Los principales factores que afectan a la extracción son temperatura, tiempo 

de extracción, cantidad de muestra y naturaleza y volumen del disolvente de 

extracción. Al igual que la técnica ASE, ha sido aplicada principalmente a suelos y 

sedimentos [Fuentes et al.; 2007; Hernández-Soriano et al.; 2007], pero también se ha 

utilizado en frutas, vegetales y pescado [Hernández-Borges et al.; 2008; Paíga et al.; 

2009; Wilkowska et al.; 2010]. 

I.7.2. Extracción en fase sólida 

El interés de las técnicas de extracción basadas en un material sorbente 

reside en la disponibilidad de una amplia gama de fases lo que le confiere una gran 

selectividad. La idea de emplear un material sorbente para extraer compuestos de 

una muestra acuosa se desarrolló en los años 70 y sus aplicaciones han sido 

numerosas) [Jiménez et al.; 2007; Yang et al. 2011]. Los sorbentes se emplean en la 

actualidad para extraer compuestos orgánicos de varias matrices, incluyendo agua, 

aire y suelo.  
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Muchos sorbentes son modificados específicamente para la extracción de 

distintos grupos de compuestos orgánicos con varios grados de selectividad. Los 

sorbentes empleados con mayor frecuencia contienen sílices enlazadas (octil (C8) y 

octadecil (C18)), polímeros hidrofóbicos de PDMS, carbón activo usado para una 

retención selectiva de compuestos, cambiadores iónicos, etc. En los últimos años, se 

han desarrollado nuevas fases sorbentes mucho más selectivas como son los 

polímeros de impresión molecular (MIPs), los inmunosorbentes y los nanotubos y 

fullerenos de carbón. 

Dependiendo de las características del sorbente, la retención del analito se 

produce: (i) por adsorción; (ii) mediante absorción (o reparto de los analitos entre 

el absorbente y la muestra); (iii) por una interacción antígeno-anticuerpo y (iv) por 

un mecanismo de retención mixto. La desorción posterior puede tener lugar 

mediante la elución con un pequeño volumen de un disolvente apropiado o 

mediante desorción térmica, normalmente en el inyector del instrumento analítico. 

La extracción en fase sólida (SPE) es la más utilizada en esta última década 

para la preparación de muestras. Esta técnica se basa en el empleo de sorbentes en 

cartuchos o discos (ver figura I.14.). 

 

Figura I.14. Cartuchos y discos usados en SPE (fuente: www.genopore.com) 
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Esta técnica de extracción consiste en cuatro etapas principales (ver figura 

I.15.): 

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. 

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). 
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Figura I.15. Etapas principales de la extracción en fase sólida. 

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. 

La fase sólida más 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 et al.; 2006; Molina Mayo et al.; 2007]. La 
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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 mosto y vino son acetato 

de etilo, hexano, acetonitrilo, diclorometano y acetona [Jiménez et al.; 2001; Melo et 

al.; 2004; Vigna et al.; 2006; Jiménez et al.; 2007; Vaquero-Fernández et al.; 2009; 

Carpinteiro et al.; 2010; Fontana et al.; 2011]. 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 LLE que está siendo desplazada, en la mayoría de los 

casos, por nuevas técnicas. 

La extracción en fase sólida de matrices sólidas con un contenido en agua 

medio-alto se lleva a cabo mediante la técnica conocida como dispersión de matriz 

en fase sólida (Matrix Solid Phase Dispersión – MSPD). Desarrollada en 1989 por 

Barker [Barker S.A, 1989], esta técnica que permite el fraccionamiento completo de 

los componentes de la muestra así como elución selectiva de un único analito o 

varios tipos de compuestos de la misma familia. Se basa en la disrupción de la 

estructura de la matriz con ayuda de un mortero y la homogeneización de la 

misma sobre un soporte sólido. Esta mezcla es transferida a un cartucho, 

normalmente de polipropileno, y los analitos son eluidos con un disolvente 

apropiado (figura I.16.). 

La eficacia y selectividad en MSPD depende de varios factores entre los 

cuales destacan la selección del material dispersante, uso de co-adsorbentes, tipo 

de disolvente y secuencia de elución. 
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Figura I.16. Esquema del proceso de MSPD. (tomada Canosa 

Rodriguez, M.P.) 

Las fases sólidas dispersantes más empleadas son octadecilsilano. Florisil 

(MgSiO3), alúmina (Al2O3) y sílica (SiO2) son adsorbentes denominados de fase 

normal utilizados para la extracción de pesticidas, herbicidas y contaminantes 

prioritarios en matrices biológicas [Gutiérrez et al.; 2011], vegetales y frutas 

[Navarro et al.; 2002;  Chu et al.; 2005; Lian et al.; 2010] mediante MSPD. Además 

también se han usado como dispersantes de muestras medioambientales (lodos de 

depuradora, sedimentos, etc.) para la extracción de contaminantes [Sánchez-

Brunete et al.; 2008]. Es posible obtener extractos libres de impurezas mediante la 

purificación on-line del extracto primario obtenido en MSPD. Esto se consigue 

colocando una capa de co-adsorbente, generalmente de distinta naturaleza que el 

sólido utilizado para dispersar la muestra, en el fondo del cartucho. En muchos 

casos este co-adsorbente actúa reteniendo las interferencias [Pensado et al.; 2005]. 

El disolvente de elución, al igual que en SPE, es de gran importancia a la hora de 

determinar que analitos eluyen del cartucho y en que orden lo hacen. La correcta 

elección del disolvente/s y de su secuencia permite obtener extractos libres de 

impurezas en base a la retención de las mismas en la fase estacionaria [Pensado et 
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al.; 2005] o mediante una primera elución para eliminarlas del cartucho de MSPD 

[Canosa et al.; 2007]. 

En los últimos años, el método QuEChERS está siendo cada vez más 

utilizado en el análisis de residuos de pesticidas en frutas y verduras hasta llegar a 

convertirse en un método de referencia. Como su propio nombre indica, presenta 

las siguientes ventajas: Quick (rápido), Easy (fácil), Cheap (barato), Effective 

(efectivo), Rugged (robusto) y Safe (seguro). Anastassiades et al. [2003] 

desarrollaron esta nueva técnica rápida y sensible para el análisis multiresiduo de 

plaguicidas en dichas matrices. QuEChERS tiene dos etapas principales: (i) etapa 

de extracción y  (ii) una etapa de SPE dispersiva. En la primera etapa, se lleva a 

cabo la adición de un disolvente miscible con agua como acetonitrilo o acetona a 

una porción homogeneizada de muestra, permitiéndose así la extracción de los 

analitos en el disolvente orgánico. Además, la adición de una sal (ej: MgSO4 +NaCl) 

conduce a una mejor separación posterior de ambos disolventes y a mayor 

extracción de pesticidas debido a la fuerza iónica de la fase acuosa. La mezcla se 

somete a agitación y centrifugación y posteriormente se toma una alícuota de la 

fase orgánica, que será sometida a una etapa de limpieza mediante una SPE 

dispersiva. Esta etapa incluye la adición de fases sólidas como C18, y GCB (carbón 

grafitizado) o PSA (amina primaria secundaria) a la alícuota con el fin de eliminar 

interferencias de dicha fase orgánica. Una vez agitado y centrifugado, el 

sobrenadante será analizado con la instrumentación correspondiente.   

Las cantidades de muestra y de disolvente se reducen hasta < 5 g y 10 mL, 

respectivamente. Se han publicado muchos métodos modificados basados en 

QuEChERS para el análisis de pesticidas en vegetales, aceitunas, aceite y productos 

alimenticios agrícolas  [García-Reyes et al.; 2007; Lesueur et al.; 2008; Camino-

Sánchez et al.; 2011]. 
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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. Las principales ventajas de esta 

técnica son su simplicidad, la eliminación y/o minimización del consumo de 

disolventes orgánicos con un menor impacto ambiental y menor riesgo para el 

analista, un mayor poder de automatización y rapidez en la extracción comparada 

con las técnicas anteriores.  

La muestra se coloca en un vial, el cual está tapado con un séptum. Cuando 

la jeringa de SPME perfora el séptum y la fibra entra en el vial (ver figura I.17) es 

cuando se establece el equilibrio entre las distintas fases (matriz, fase gaseosa y 

fibra).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.17. Procesos de absorción y desorción en HS-

SPME (tomada de www.brechbuehler.com) 

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 
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analitos. La desorción de los compuestos puede llevarse a cabo por efecto de la 

temperatura (desorción térmica) o por elución con disolventes. 

Es una técnica que ha dado buenos resultados en el análisis de plaguicidas 

en matriz acuosa. 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 et al.; 2001; Martins et al.; 2011), 

polidimetilsiloxano-divinilbenceno (PDMS-DVB) [Millán et al.; 2003] y poliacrilato 

(PA) [Zambonin et al.; 2004].  

I.7.3. Determinación 

Las características físico-químicas de los diversos productos fitosanitarios 

determinan la técnica que puede ser utilizada para el análisis de los mismos. La 

técnicas más empleadas para identificar y cuantificar los residuos de fungicidas en 

mosto y vino son la cromatografía de gases (GC) y la cromatografía líquida 

(HPLC). 

En cromatografía gaseosa, la muestra se inyecta y se volatiliza pasando 

posteriormente a través de una columna cromatográfica (columnas capilares). La 

elución por dicha columna se produce por el flujo de una fase móvil, en este caso 

un gas inerte (N2, H2, He, Ar/CH4) cuya única función es la de transportar el analito 

a través de la columna.  

Esta técnica de separación se acopla a detectores selectivos según el 

compuesto a determinar, como el detector de nitrógeno-fósforo (NPD) para la 

detección de compuestos de compuestos orgánicos que contienen fósforo y/o 

nitrógeno [Jiménez et al.; 2001; Amvrazi et al.; 2008; Vaquero et al.; 2009], el detector 

de captura de electrones (ECD) para compuestos halogenados (como son los 



Capítulo I  Introducción 

   67 

pesticidas organoclorados) [Jiménez et al.; 2001; Amvrazi et al.; 2008; Sanagi et al.; 

2010] y el detector de espectrometría de masas (MS) [Angioni et al. 2005; Cho et al. 

,2008; Cunha et al.; 2009; Camino-Sánchez et al.; 2011] y/o de espectrometría de 

masas en tándem (MS/MS)  el cual está teniendo numerosas aplicaciones en los 

últimos años para el análisis multiresiduos debido a su elevada sensibilidad 

[Cervera et al.; 2010]. 

Algunos plaguicidas no pueden ser determinados directamente por GC por 

no tener suficiente volatilidad o ser compuestos termolábiles. Para este tipo de 

compuestos el uso de la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) es 

particularmente útil. Los componentes más importantes en HPLC son la fase móvil 

que circula, la columna, y el detector. La fase móvil consta de uno o varios 

disolventes que eluyen los analitos de forma isocrática (la composición de dicha 

fase es constante durante el análisis) o en gradiente (la proporción de los 

disolventes varía a lo largo del análisis). Las columnas más utilizadas para la 

separación de plaguicidas son de fase reversa (C18) y los sistemas de detección más 

usados para analizar estos compuestos son detector con red de diodos (DAD) [De 

Melo-Abreu et al.; 2006b; Vaquero-Fernández et al.; 2008; Wilkowska et al.; 2010] y 

el detector de fluorescencia [Hernández-Borges et al.; 2008]; para casos en los que 

exista gran cantidad de interferencias o se necesite una elevada sensibilidad se 

utiliza la espectrometría de masas (LC-MS) [Lesueur et al.; 2008] y/o la 

espectrometría de masas en tándem (MS/MS) [Bolaños et al.; 2008; Caldas et al. 

2010; Carpinteiro et al. 2010; Fontana et al. 2011]. 

Recientemente se ha desarrollado la técnica UHPLC “Ultra High 

Performance Liquid Chromatography” en tándem con espectrometría de masas 

para la determinación de pesticidas en diversas matrices. Con esta técnica se 

obtiene una mayor eficiencia junto con menores tiempos de análisis gracias al uso 
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de fases estacionarias de pequeño tamaño de poro (1,7 µm), y fases móviles a 

velocidades mayores debido a una instrumentación que puede operar a grandes 

presiones (15000 psi aprox). Se consigue una mayor resolución y un aumento en la 

respuesta, junto con menor ensanchamiento de picos [Bonnechère et al.; 2011; 

Romero-González  et al.; 2011]. 

I.7.4. Efecto matriz 

Uno de los mayores inconvenientes en la determinación por cromatografía 

de gases es el denominado “efecto matriz” el cual consiste en el aumento de la 

respuesta del analito cuando se encuentra en presencia de la matriz. Este efecto fue 

descrito inicialmente por Erney et al. [1993]. El incremento de señal tiene lugar 

cuando los componentes de la matriz compiten por los analitos por los sitios 

activos en el inyector, principalmente en el liner, protegiéndolos de la adsorción o 

degradación térmica, permitiendo que más muestra sea transferida a la columna 

(figura I.18.). Si se consideran dos muestras que contienen concentraciones 

idénticas de plaguicidas, una de las cuales está preparada en solvente puro y la 

otra en extracto de matriz y son analizados por cromatografía de gases, esta última 

puede presentar picos cromatográficamente mayores.  

Este fenómeno no se da por igual en todos los analitos ni en todas las 

matrices. El aumento de la señal está determinado por parámetros tales como el 

carácter más o menos polar del plaguicida, el tipo de matriz, la relación 

concentración analito/matriz y el sistema cromatográfico. 

Para compensar este efecto existen diversas estrategias: (i) el uso del método 

de adición estándar; (ii) el uso de extractos procedentes de matrices sin 

plaguicidas, enriquecidos posteriormente como patrones (matrix-matched 

standards); (iii) el uso de patrones deuterados; (iv) el uso de agentes protectores. 
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Figura I.18. Esquema del efecto matriz cromatográfico. Moléculas 

de analito      . Molécula de un componente de la matriz        . 

El método de adición estándar permite mejorar el proceso de cuantificación 

para estos analitos pero requiere mucho trabajo experimental adicional y además 

es dependiente de la concentración de las sustancias coextraídas. 

El uso de patrones deuterados no siempre es posible desde un punto de vista 

comercial y presenta grandes desventajas económicas.  

El uso de agentes protectores implica la elección de los agentes adecuados 

para nuestro análisis debido a la gran variedad que existe. Además deben 
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disolverse en disolventes polares como acetonitrilo o la mezcla acetonitrilo:agua, 

siendo ambos no recomendables para GC. 

I.8. COMPUESTOS ESTUDIADOS 

En la siguiente tabla (tabla I.4.) se recogen las principales propiedades físico-

químicas esenciales para conocer su comportamiento en el medio ambiente, 

comportamiento en la planta, modo de acción y toxicidad de los fungicidas 

estudiados en este trabajo. Dichos fungicidas presentan, en general: 

• Baja solubilidad en agua 

• Altos coeficientes de partición octanol-agua (Kow). Este coeficiente es una 

medida de cómo una sustancia química puede distribuirse entre dos 

solventes inmiscibles, agua (polar) y octanol (apolar). Cuanto mayor es el 

valor de Kow, más apolar es la sustancia. Los plaguicidas con una vida media 

y un Kow alto pueden acumularse en tejidos grasos de animales y humanos. 

• Presiones de vapor bajas. Es una medida de la volatilidad de una sustancia 

química (plaguicida). Los plaguicidas con una presión de vapor menor de 

1,0x10-7 mm Hg tienen bajo poder para volatilizarse mientras que con 

presiones de vapor superiores a 1,0x10-3 mm Hg tienen alto potencial para 

volatilizarse. 
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Tabla I.4. Propiedades físico-químicas, comportamiento de la planta y modo de acción de los 
fungicidas objeto de estudio [Tomlin, 2003]. 

BOSCALID 

Identificación y propiedades físico-químicas: 

• Nº CAS: 188425-85-6 

• Grupo químico: carboxamida 

• Fórmula molecular: C18H12Cl2N2O 

• Peso molecular: 343,2 g mol-1 

• Solubilidad en agua (a 20 ºC): 4,6 mg L-1 

• Log Kow (a pH 7 y 20 ºC): 2,96 

• Presión de vapor (a 20 ºC): 5,4 x 10-9 mm Hg 

N Cl

O

N
H

Cl  

Comportamiento en la planta: 
Fungicida penetrante o sistémico 

translaminar 

Empleo en el viñedo 
Acción preventiva y curativa en el control del oídio y botritis 

Plazo de seguridad: 28 días 

Modo de acción (FRAC) 
Inhibidor de la respiración a nivel de la succinato-deshidrogenasa 

(grupo C2) 

CAPTAN 

Identificación y propiedades físico-químicas: 

• Nº CAS: 133-06-2 

• Grupo químico: ftalimida 

• Fórmula molecular:  C9H8Cl3NO2S 

• Peso molecular: 300,6 g mol-1 

• Solubilidad en agua (a 20 ºC): 5,2 mg L-1 

• Log Kow (a pH 7 y 20 ºC): 2,5 

• Presión de vapor (a 20 ºC): 9x10-8 mmHg 

N SCCl3

O

O  

Comportamiento en la planta: Fungicida de contacto 

Empleo en el viñedo 
Acción preventiva y curativa en el control de botritis 

Plazo de seguridad: 14 días 

Modo de acción (FRAC) 
Interfiere el mecanismo de respiración de los hongos inhibiendo la 
germinación de esporas y dificultando el crecimiento y desarrollo 

micelar 
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Tabla I. 4. Propiedades físico-químicas, comportamiento de la planta, y modo de acción de 
los fungicidas objeto de estudio [Tomlin, 2003]. 

 
 
 
 

DICLOFLUANIDA 

Identificación y propiedades físico-químicas: 

• Nº CAS: 1085-98-9 

• Grupo químico: sulfamida 

• Fórmula molecular: C9H11Cl2FN2O2S2 

• Peso molecular: 333,2  g mol-1 

• Solubilidad en agua (a 20 ºC): 1,3  mg L-1 

• Log Kow (a pH 7 y 20 ºC): 3,70 

• Presión de vapor (a 25 ºC): 2,8x 10-7  mmHg 

N
SS

F

Cl

Cl

O

O

N

CH3

CH3

 

Comportamiento en la planta: Foliar, de contacto y protector 

Empleo en el viñedo 
Acción preventiva y curativa en el control del oídio y botritis 

Plazo de seguridad: -- días 

Modo de acción (FRAC) Modo de acción multi-localizado. Inhibidor de la respiración  

FLUQUINCONAZOL 

Identificación y propiedades físico-químicas: 

• Nº CAS: 136426-54-5 

• Grupo químico: triazol 

• Fórmula molecular:  C16H8Cl2FN5O 

• Peso molecular: 376,2  g mol-1 

• Solubilidad en agua (a 20 ºC): 1,15  mg L-1 

• Log Kow (a pH 7 y 20 ºC): 3,24 

• Presión de vapor (a 25 ºC): 4,8 x 10-11  mmHg 

 
F

N

N

O

Cl Cl

N

N

N

 

Comportamiento en la planta: Fungicida sistémico 

Empleo en el viñedo 
Acción preventiva y erradicante en el control de oídio 

Plazo de seguridad: no tiene 

Modo de acción 
(FRAC) 

Inhibidor de la biosíntesis de ergosterol (componente de las paredes 
celulares de los hongos superiores) a nivel de la C14-demetilasa (grupo G1) 
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Tabla I.4. Propiedades físico-químicas, comportamiento de la planta, y modo de acción de 
los fungicidas objeto de estudio [Tomlin, 2003]. 

 

 

PENCONAZOL 

Identificación y propiedades físico-químicas: 

• Nº CAS: 66246-88-6 

• Grupo químico: triazol 

• Fórmula molecular: C13H15Cl2N3 

• Peso molecular: 284,2 g mol-1 

• Solubilidad en agua (a 20 ºC): 73  mg L-1 

• Log Kow (a pH 7 y 20 ºC): 3,72 

• Presión de vapor (a 25 ºC): 2,7x 10-6  mmHg 

 

Cl

Cl

N

CH3

N

N

 

Comportamiento en la planta: Fungicida sistémico 

Empleo en el viñedo 
Acción preventiva y curativa en el control del oídio  

Plazo de seguridad: 35 días 

Modo de acción (FRAC) 
Inhibidor de la biosíntesis de ergosterol (componente de las paredes 

celulares de los hongos superiores) a nivel de la C14-demetilasa (grupo 
G1) 

PIRACLOSTROBIN 

Identificación y propiedades físico-químicas: 

• Nº CAS: 175013-18-0 

• Grupo químico: estrobilurina 

• Fórmula molecular:  C19H18ClO4 

• Peso molecular: 387,8  g mol-1 

• Solubilidad en agua (a 20 ºC): 1,9 mg L-1 

• Log Kow (a pH 7 y 20 ºC): 3,99 

• Presión de vapor (a 20 ºC): 1,9 x 10-10 mm 
Hg 

Cl N

N
O

N
O

O

O  

Comportamiento en la planta: Fungicida penetrante o sistémico translaminar 

Empleo en el viñedo 
Acción preventiva y curativa en el control de mildiu y oídio 

Plazo de seguridad: 35 días 

Modo de acción 
(FRAC) 

Inhibidor de la respiración celular bloqueando el transporte de electrones 
entre el citocromo b y el citocromo c1 en el sitio Qo (grupo C3) 
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Tabla I.4. Propiedades físico-químicas, comportamiento de la planta, y modo de acción de  
los fungicidas objeto de estudio [Tomlin, 2003]. 

 
 
 
 

QUINOXIFEN 

Identificación y propiedades físico-químicas: 

• Nº CAS: 124495-18-7 

• Grupo químico: quinolina 

• Fórmula molecular: C15H8Cl2FNO 

• Peso molecular: 308,1 g mol-1 

• Solubilidad en agua (a 20 ºC): 0,047 mg L-1 

• Log Kow (a pH 7 y 20 ºC): 4,66 

• Presión de vapor (a 25 ºC): 9,4 x 10-8  mm Hg 

N

OCl

Cl

F

 

Comportamiento en la planta: Fungicida sistémico  

Empleo en el viñedo Plazo de seguridad: 30 días 

Modo de acción (FRAC) Inhibe el desarrollo de los apresorios deteniendo las infecciones 

VINCLOZOLIN 

Identificación y propiedades físico-químicas: 

• Nº CAS: 50471-44-8 

• Grupo químico: dicarboximida 

• Fórmula molecular:  C12H9Cl2NO3 

• Peso molecular: 286,1 g mol-1 

• Solubilidad en agua (a 20 ºC): 3,4 mg L-1 

• Log Kow (a pH 7 y 20 ºC): 3,02 

• Presión de vapor (a 20 ºC): 1,2 x 10-7 mm Hg 

Cl

Cl

N

O

O

O

CH3

CH=CH2

 

Comportamiento en la planta: Fungicida de contacto 

Empleo en el viñedo 
Acción preventiva y curativa en el control de botritis 

Plazo de seguridad: 21 días 

Modo de acción 
(FRAC) 

Inhibidor de la transducción de la señal osmótica (grupo E3) 
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I.9. DEGRADACIÓN DE PESTICIDAS 

I.9.1. Procesos de degradación 

Cuando un plaguicida es liberado en el medio ambiente interacciona con los 

componentes bióticos y abióticos de éste, sufriendo alteraciones en su estructura 

que pueden modificar sus características físico-químicas y su acción biológica.  La 

degradación del plaguicida dará lugar a nuevos compuestos que no 

necesariamente han de ser menos tóxicos que la sustancia original.  

La degradación puede ser parcial o total, llegando en casos extremos a la 

obtención de compuestos inorgánicos como H2O, CO2, amonio, fosfatos, etc. Las 

reacciones de degradación son muy variadas (oxidación, reducción, hidrólisis, 

sustitución, etc.) pudiendo estar mediadas por agentes tanto orgánicos (bacterias 

del suelo principalmente) como inorgánicos. También son significativos los 

procesos fotolíticos. Las cinéticas de degradación de un plaguicida en campo son 

complejas debido a que pueden tener lugar simultáneamente varios procesos. 

La facilidad de degradación de un plaguicida depende de su estructura 

molecular. En general los más resistentes son los organoclorados. Entre los menos 

resistentes están los organofosforados. 

Los tratamientos más habituales para la eliminación de pesticidas en aguas y 

suelos se pueden dividir en tres grandes grupos: oxidación, tratamientos físicos y 

tratamientos biológicos. 

OXIDACIÓN 

Las tecnologías de oxidación forman parte de un grupo de procesos que 

tiene la capacidad de reducir o eliminar tanto la toxicidad como el volumen de 

contaminantes peligrosos. Los oxidantes más utilizados son dióxido de cloro, 
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peróxido de hidrógeno, ozono, fotólisis y ozono con radiación ultravioleta. Pueden 

oxidar materiales peligrosos hasta su eliminación total en forma de moléculas 

inorgánicas o lo que es más habitual, transformar a los contaminantes en sustancias 

menos tóxicas o que son más fáciles de degradar por otros métodos. 

TRATAMIENTOS FÍSICOS 

Las características fundamentales de estos tratamientos son su selectividad y 

la posibilidad de concentrar los contaminantes en una fase que se añade al medio, 

habitualmente suelos. Entre los tratamientos con uso potencial para la eliminación 

de pesticidas se encuentran: 

• Extracción con disolventes: con esta técnica el contaminante puede aislarse 

y concentrarse pero no destruirse.  

• Lavado con surfactantes: existen tecnologías de lavado de suelos 

utilizando glicol o polietilenglicol. 

• Extracción con fluidos supercríticos: suele realizarse con metanol y se 

alcanzan rendimientos entre el 50 y el 90%. 

• Retención sobre carbón activo 

• Nanofiltración 

• Ósmosis inversa 

TRATAMIENTOS BIOLÓGICOS 

Con microorganismos naturales o cultivados especialmente para convertir 

los contaminantes en compuestos simples bajo condiciones medio ambientales 

especiales. Los tratamientos biológicos tienen varias ventajas, por ejemplo, puede 
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llegarse a la mineralización completa de los contaminantes, siendo muy escasa la 

contaminación que se transfiere a otros medios.  

La biodegradación de un contaminante en el medio ambiente depende de los 

microoganismos presentes, pudiendo pertenecer al medio o crecer en condiciones 

controladas y ser añadidos posteriormente al sistema para producir la 

degradación. La velocidad del proceso de degradación está influenciada por pH, 

temperatura, y humedad. Los valores óptimos para una mayor degradación 

dependerán del tipo de microorganismo aunque generalmente unos valores entre 

6-9 para pH, 20-45 ºC para temperatura y 25-85% de humedad son adecuados en 

cualquier caso. 

HIDRÓLISIS 

La hidrólisis es la reacción de las moléculas de plaguicida con el agua del 

medio. Esta reacción puede tener lugar tanto en condiciones ácidas como básicas. 

Dado que el pH en aguas naturales está entre 5 y 9, los procesos bióticos o 

fotolíticos están favorecidos respecto a este tipo de degradación por lo que es un 

proceso de menor importancia en aguas superficiales, aunque puede ser una 

importante vía de degradación de pesticidas en aguas subterráneas, donde la 

fotólisis prácticamente no tiene lugar. 

FOTÓLISIS 

La fotólisis es la ruptura de un enlace químico en presencia de radiación, 

generalmente  radiación ultravioleta. Muchos compuestos orgánicos que pueden 

considerarse residuos tóxicos absorben energía en el espectro ultravioleta y pueden 

ser susceptibles de tratamiento fotolítico. La radiación UV es suficiente para 

romper muchos tipos de enlaces covalentes.   
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Los factores más importantes que influyen sobre la fotorreactividad de los 

compuestos son: 

• Estado físico del sistema a tratar (sólido, líquido o gas) 

• Influencias ambientales (disolvente, soluto, temperatura, etc.) 

• Grado de sustitución del grupo funcional. 

Con respecto a la fotólisis se consideran dos efectos diferentes: fotólisis 

directa y fotólisis indirecta. 

La fotólisis directa comprende la absorción directa de la luz por el plaguicida 

seguido de la reacción química correspondiente, sin ninguna colaboración de otras 

sustancias químicas. Este proceso viene condicionado por factores medio 

ambientales como la transmisión de luz a través del agua, y por factores intrínsecos 

de la sustancia como son la velocidad de absorción de luz y el rendimiento 

cuántico de la reacción fotoquímica. 

En los procesos de fotólisis indirecta, la energía de la luz es absorbida por 

otros constituyentes del medio y es o bien transmitida a un plaguicida cercano o 

forma especies reactivas como radicales hidroxilo, que reaccionan con el plaguicida 

y lo transforman. Especies orgánicas como los ácidos húmicos y fúlvicos e 

inorgánicos como nitratos y nitritos pueden acelerar la fotodegradación del 

pesticida [Manzanilla-Cano et al.; 2010;  Xie et al.; 2011; Ukpebor et al.; 2012] aunque 

también se ha observado el efecto contrario utilizando agua de mar o 

determinados compuestos orgánicos [Dimou et al.; 2005]. 

Existen numerosos estudios de fotodegradación realizados en condiciones de 

laboratorio y utilizando diferentes tipos de plaguicidas: carbamatos [Iesce et al.; 

2006; Mazellier et al.; 2010], triazinas [Jain et al.; 2009], organofosforados [Weber et 
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al.; 2009a; Gatidou et al.; 2011], etc. La diversidad de resultados sobre fotólisis de 

pesticidas (tiempo de vida media, constante de velocidad, etc.) provienen de la 

diversidad en los sistemas acuosos y de las fuentes de irradiación utilizadas (luz 

solar, lámpara de arco de xenón o lámpara de mercurio). La velocidad de fotólisis y 

la distribución de los fotoproductos son dependientes de la intensidad y 

distribución de la longitud de onda de la luz usada. En este estudio, se utilizó una 

lámpara de arco de xenón (Xe) ya que proporciona longitudes de onda cercanas a 

las del espectro de la luz solar, y teóricamente los productos de degradación son 

similares a los obtenidos mediante irradiación solar [Weber et al.; 2009b]. Las 

velocidades de fotólisis con lámparas artificiales siempre son mayores que las 

obtenidas utilizando luz solar, tal y como se ha demostrado en trabajos anteriores 

[Hu et al.; 2009; Gao et al.; 2011]. 

Generalmente, los estudios de fotodegradación se realizan con altas 

concentraciones de pesticidas (entre 0,2 y 1 ppm) con el fin de identificar la mayor 

cantidad posible de productos de degradación. Además, el utilizar altas 

concentraciones conlleva el uso de disolventes orgánicos como acetonitrilo y 

metanol para incrementar la solubilidad del pesticida en agua (normalmente muy 

baja), lo cual puede variar el comportamiento del pesticida con respecto a un 

medio acuoso natural [Sanz-Asensio et al.; 1999a]. 

I.9.2. Fotocatálisis 

Debido a las características químicas que poseen los plaguicidas, son 

contaminantes persistentes que resisten en grado variable la degradación 

fotoquímica, química y bioquímica, por lo que su vida media en el medio ambiente 

puede ser elevada. 
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Actualmente, existen diversas tecnologías para la destrucción de plaguicidas 

en agua, que van desde tratamientos físicos como la adsorción, filtros percoladores 

y degradación térmica, hasta tratamientos biológicos y procesos avanzados de 

oxidación [Giroud et al.; 2010; Coppola et al.; 2011]. Los últimos avances en la 

depuración de aguas, principalmente en la oxidación de compuestos orgánicos 

tóxicos, persistentes y acumulables, utilizan tecnologías o procesos avanzados de 

oxidación, catalíticos químicos o fotoquímicos, que involucran la generación y uso 

de especies, como el radical hidroxilo (OH•), el cual posee alta efectividad para la 

oxidación de la materia orgánica [Marín et al.; 2011; Plantard et al.; 2012].  

Los radicales se generan en disolución y, debido a que son agentes 

fuertemente oxidantes, reaccionan frente a la mayoría de las moléculas orgánicas y 

muchas especies inorgánicas, principalmente mediante reacciones de abstracción 

de hidrógeno, generando radicales orgánicos libres (ecuación 1), los cuales pueden 

reaccionar con oxígeno molecular formando peroxirradicales (ecuación 2). 

Además, pueden iniciarse reacciones de oxidación en serie que pueden conducir a 

la mineralización completa de los compuestos orgánicos [Ismail et al.; 2011]: 

                                             OH• + RH → R• + H2O                                                         (1) 

    R• + O2 → RO2• → Productos + CO2                     (2) 

La fotocatálisis heterogénea, una tecnología de oxidación avanzada, es un 

proceso que se basa en la absorción directa o indirecta por un sólido, que 

normalmente es un semiconductor, de fotones de luz, visible o UV, con energía 

suficiente, igual o superior a la energía del gap del semiconductor, Egap. Las 

reacciones de oxidación o reducción se presentan en la superficie del sólido 

excitado o en la región interfacial entre el sólido excitado y la disolución, sin que el 

catalizador (el sólido) sufra cambios químicos. En esta interfase hay una densidad 
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local de carga diferente a la del seno de ambas fases, produciéndose un campo 

eléctrico que actúa como fuerza impulsora en el proceso de transferencia de carga. 

La interfase semiconductor/ disolución acuosa tiene como rasgo distintivo que la 

redistribución de carga se extiende significativamente, tanto del lado de la 

disolución, como del lado del semiconductor.  

El TiO2  es el semiconductor más usado en fotocatálisis, debido a que es 

química y biológicamente inerte, no es tóxico, es estable a la corrosión fotoquímica 

y química, es abundante y barato, además posee un gap de energía de 3,2 eV que 

puede ser excitado con luz UV de λ < 387 nm, la cual puede ser aportada por la luz 

solar. El dióxido de titanio Degusta P-25 es el material más usado en aplicaciones 

fotocatalíticas ambientales [Ahmed et al.; 2011; Lambropoulou et al.; 2011]. El 

producto es una mezcla de las fases cristalinas anatasa/ rutilo en proporción 80:20, 

con un 99,5% de pureza, posee un área superficial de 50 ± 15 m2 y un diámetro 

promedio de 21 nm.  

I.9.3. Cinética de degradación. Ecuación de velocidad 

Las reacciones de degradación de los pesticidas en agua pueden seguir 

cinéticas de distintos órdenes, pero de forma general, se describen como reacciones 

de primer orden. En estos casos, la representación gráfica del logaritmo de las 

concentraciones en función del tiempo da una recta, cuya pendiente se puede 

relacionar con la constante de degradación (k) y ésta, con el tiempo de vida media 

(t1/2) que indica la estabilidad del compuesto a través del tiempo, según las 

ecuaciones [Levine, 1978]  : 

ln [Co] – ln [C] = kt                   (3) 

              t1/2= 0,693/k                            (4) 
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Las reacciones que tienen interés en el medio ambiente son las producidas 

por la luz solar, y para ello es necesario que el compuesto absorba a la longitud de 

onda de la radiación solar, por encima de 290 nm.  

En aguas naturales, además de la reacción de fotólisis, se llevan a cabo 

fotodegradaciones sensibilizadas debido a la presencia de compuesto o iones 

naturales, tales como nitratos, nitritos, ácidos húmicos, etc.; que aceleran la 

degradación del compuesto. Por esta razón, la determinación de la velocidad de 

fotólisis directa de un compuesto se suele realizar en agua desionizada, tal y como 

se ha hecho en este trabajo. 

I.9.4. Identificación de metabolitos. Técnicas analíticas 

Las técnicas analíticas más utilizadas en estudios de degradación son GC 

[Mukhopadhyay et al.; 2013; Peng et al.; 2013] y HPLC [Mazellier et al.; 2010; 

Gatidou et al.; 2011]. Ambas técnicas han sido usadas tanto para realizar estudios 

cinéticos de degradación como para identificar los productos de degradación 

obtenidos. En estudios de identificación, dichas técnicas se acoplan a un 

espectrómetro de masas el cual permite identificar compuestos desconocidos, 

cuantificar compuestos conocidos y elucidar la estructura y propiedades químicas 

de las moléculas. Dicho detector permite conocer la masa del compuesto a 

identificar y la presencia o ausencia de átomos distintos al H, O o C en la molécula 

pero no se puede conocer su estructura de forma exacta. 

Por ello, hay estudios en los que la identificación de analitos es más 

exhaustiva, utilizando la técnica de resonancia magnética nuclear (RMN) [Liu et al.; 

2012; Sandín-España et al.; 2013]. Esta técnica se fundamenta en las propiedades 

magnéticas de los núcleos atómicos, en base a la interacción del momento 

magnético nuclear con un campo magnético externo Bo, que conduce a la 
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generación de un diagrama formado por diferentes niveles energéticos. 

Proporciona así, suficiente información estructural para la confirmación de una 

determinada estructura así como para la identificación y determinación estructural 

de un determinado compuesto orgánico. 
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 La aplicación de productos fitosanitarios sigue siendo en la actualidad el 

medio de lucha más eficaz para combatir la incidencia de las principales 

enfermedades fúngicas, responsables de las pérdidas económicas más importantes 

de este sector. Con el paso del tiempo, las sustancias activas fúngicas de estos 

productos fitosanitarios dejan de ser eficaces contra los hongos de las principales 

enfermedades (mildiu, oidio y botritis) debido a fenómenos de resistencia. Por 

dicho motivo, es necesaria la autorización de nuevas sustancias químicas fúngicas 

denominadas “sustancias de nueva generación” y la aprobación y registro de 

nuevos productos fitosanitarios que las contengan y que puedan aplicarse en este 

sector. 

Atendiendo a este hecho y al nuevo marco directivo que va a regular la 

comercialización y el uso en la Unión Europea de plaguicidas en los próximos 

años, se establece la siguiente hipótesis de partida: “siempre y cuando las 

concentraciones de los residuos de fungicidas de nueva generación en uvas destinadas a 

procesos de vinificación sean inferiores a los LMRs establecidos por la legislación, éstas 

podrán ser utilizadas en dicho proceso de elaboración garantizando la calidad sanitaria del 

producto final. Ahora bien, los residuos de estos plaguicidas podrían producir paradas 

fermentativas, originar metabolitos de degradación con una toxicidad superior a la de las 

sustancias activas de partida y alterar la calidad organoléptica de los vinos debido a la 

modificación de la composición polifenólica de éstos”. 

 El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es conocer cómo 

evolucionan los niveles residuales de fungicidas de nueva generación a lo largo del 

proceso de vinificación y cómo dichos residuos pueden influir en la fermentación y 

calidad organoléptica de los vinos elaborados con uvas tintas variedad 
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Tempranillo, así como identificar los metabolitos obtenidos mediante la aplicación  

de diferentes vías de degradación.  

 En base a todo lo expuesto hasta ahora, se establecen los siguientes 

objetivos más concretos: 

1. Desarrollar y validar nuevos protocolos analíticos para la determinación de 

niveles residuales de fungicidas en muestras enológicas. 

2. Evaluar la evolución de niveles residuales de fungicidas de nueva 

generación a lo largo de las diferentes etapas implicadas en los procesos de 

vinificación de uva tinta Tempranillo, desde la aplicación en campo hasta 

el embotellado del vino final. 

3. Evaluar el efecto de la presencia de residuos de fungicidas de nueva 

generación sobre el curso de las fermentaciones y sobre la composición 

fenólica de los vinos obtenidos. 

4. Conocer los metabolitos de degradación generados mediante los procesos 

degradativos de hidrólisis, fotólisis y fotocatálisis y establecer las rutas 

degradativas de estos procesos. 
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La metodología analítica más extendida para la determinación de fungicidas 

en muestras de uva, mosto y vino consta de diversas etapas: una extracción inicial 

sólido-líquido o líquido-líquido con un disolvente o mezcla de disolventes 

orgánicos; una separación de las fases acuosa y orgánica combinada con una etapa 

posterior de purificación-concentración; y finalmente, la determinación de los 

analitos de interés por diferentes técnicas cromatográficas. 

III.1.1. SEPARACIÓN CROMATOGRÁFICA  

Como se explicó en la introducción de este trabajo, una de las técnicas 

instrumentales más habituales para el análisis de fungicidas en muestras de uvas, 

mostos y vinos es cromatografía de gases (GC) acoplada a detectores selectivos 

como: detector de nitrógeno-fósforo (NPD), detector de captura de electrones 

(ECD) y/o detector de espectrometría de masas (MS). Igual de eficaz resulta la 

cromatografía de líquidos acoplada a un detector de fotodiodos (DAD), de MS y/o 

de espectrometría de masas en tándem (MS/MS). 

La separación e identificación de los ocho fungicidas objeto de estudio en 

esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo mediante cromatografía de gases acoplada 

a un detector ECD y a un MS de simple quadrupolo, tras la optimización previa de 

las condiciones instrumentales. 

La cuantificación se realizó en todas las técnicas por el método del patrón o 

estándar interno (IS). Para poder aplicar este método correctamente es necesario 

que se cumplan los siguientes requisitos: la señal del patrón interno debe estar bien 

definida, no debe solapar con las señales de los analitos aunque su tiempo de 

retención debe ser similar y no debe estar presente en las muestras a analizar. Para 
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la selección del patrón interno de cuantificación se realizaron estudios preliminares 

con varios compuestos, siendo finalmente tetradifon la sustancia elegida para ello 

debido a que presentó una sensibilidad alta y un tiempo de retención similar a los 

analitos. 

El cromatograma típico de separación de los fungicidas y el patrón interno, 

tetradifon, para GC-MS y GC-ECD en acetato de etilo se muestran en la figura III.1. 

En el caso de GC-MS, se trabajó en modo SIM (single ion monitorization) con uno o 

varios iones específicos (m/z) para incrementar la sensibilidad y selectividad del 

análisis al eliminar posibles interferencias. En la selección de las relaciones m/z 

características para cada fungicida han primado diferentes factores como son la 

abundancia relativa, la relación m/z específica y la no coincidencia de dicha 

relación en el espectro de masas de sustancias coextraídas procedentes de las 

muestras que eluyen en el mismo tiempo de retención. 

III.1.2. ANÁLISIS DE FUNGICIDAS EN MOSTO Y VINO 

La técnica elegida para la extracción de los fungicidas objeto de estudio en 

esta Tesis Doctoral ha sido la extracción en fase sólida. La cantidad extraída para 

cada compuesto depende de aquellos factores que afectan al rendimiento de la 

extracción. Factores tales como la fase sólida utilizada y su acondicionamiento, 

volumen de muestra, disolvente orgánico que se utiliza como eluyente y su 

volumen, así como la composición y volumen de la disolución de lavado se pueden 

considerar los más importantes. Se ha estudiado la implicación de estos factores en 

la extracción de manera univariante [ver Anexo I].  

 

  



                                                               Desarrollo de protocolos analíticos para la determinación… 

   95 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.1. Cromatograma obtenido por (a) GC-MS y (b) GC-EDC en acetato de etilo. 

Identificación de los picos: 1 Vinclozolin; 2 Diclofluanida; 3 Penconazol; 4 Captan; 5 

Quinoxifen; 6 Tetradifon (IS); 7 Fluquinconazol; 8 Boscalid;  9 Piraclostrobin. 

III.1.2.1. Tipo de fase sólida 

Los diferentes materiales adsorbentes usados en la extracción de muestras 

enológicas se resumen en la tabla III.1. con sus principales características.  
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Tabla III.1. Adsorbentes SPE empleados en la extracción de fungicidas 

Fase reversa 

Características 

• Fase líquida polar y fase estacionaria apolar 
• La retención de los analitos orgánicos se debe a fuerzas atractivas entre los enlaces 

C-N del analito y de los frupos funcionales superficiales de la sílica. Para eluir el 
analito se necesita un disolvente apolar que rompa esas uniones hidrofóbicas. 

Octadecil-
carbono (C18) 

�  La fase estacionaria es un polímero de sílica con una cadena hidrocarbonada de 18 
C: Si(CH3)2C18H37. 

�  Aplicaciones: extracción o retención de compuestos como antibióticos, drogas, 
hidrocarburos, fenoles, esteroides, plaguicidas… 

T
ip

os
 

Poliestireno-
divinilbenceno 

(PS-DVB) 

� La fase estacionaria es una resina  polimérica de estireno-divinilbenceno. 
� Aplicaciones: retienen un amplio rango de compuestos, tanto polares como no 

polares, mucho más fuertemente que los rellenos de fase reversa de base sílice. 
Fase normal  

Características 

• Fase líquida apolar y fase estacionaria polar 
• La retención de un analito a este tipo de fase se debe a interacciones hidrofílicas 

(puentes de hidrógeno, dipolo-dipolo, entre los grupos funcionales polares del 
analito con los grupos polares de la superficie del adsorbente. Para eluir un analito 
adsorbido a esta fase se debe emplear un disolvente que sea más polar que la 
matriz original de la muestra. 

Alúmina 

� La fase estacionaria está compuesta por óxidos de aluminio que pueden presentar 
diferentes grados de actividad en función de su Ph (ácida, básica o neutra). 

� Aplicaciones: extracción por adsorción de compuestos polares, c omo vitaminas, 
enzimas, antibióticos… 

Sílica 
� La fase estacionaria es una sílica no derivatizada, cuyos grupos hidroxilo libres 

presentes en la superficie son responsables de la adsorción de compuestos polares. 
� Aplicaciones: extracción de alcoholes, plaguicidas, cetonas, fenoles, esteroides… 

T
ip

os
 

Florisil � La fase estacionaria es un silicato de magnesio. 
� Aplicaciones: extracción por adsorción de alcoholes, aminas, plaguicidas, fenoles… 

Intercambio iónico  

Características 

• Los adsorbentes se suelen emplear con compuestos cargados que se encuentran en 
una solución generalmente acuosa. 

• El mecanismo principal de retención son atracciones electroestáticas entre los 
grupos cargados del analito y de la superficie del adsorbente. 

Aminopropil 
(-NH2) 

� La fase estacionaria es un polímero de sílica con un grupo aminopropil. Se 
considera un débil intercambiador aniónico cuando se usa con disoluciones 
acuosas, aunque también puede actuar en fase normal extrayendo componentes 
polares de matrices apolares. 

� Aplicaciones: ácidos orgánicos fuertes, ácidos grasos, pigmentos… 
Amina 

primaria y 
secundaria      

(PSA) 

� La fase estacionaria es un polímero de sílica de intercambio aniónico constituído 
por unidades dde N-propiletilendiamina que contiene aminas primarias y 
secundarias. 

� Aplicaciones: ácidos orgánicos fuertes, ácidos grasos, carbohidratos, pigmentos… 

 
T

ip
os

 
 

Fuerte 
intercambio 

aniónico (SAX) 

� La fase estacionaria consiste en un grupo amino cuaternario unido a la superficie 
de la sílica, que actúa como fuerte intercambiador aniónico. 

� Aplicaciones: se emplea en la extracción de compuestos cargados negativamente 
desde soluciones acuosas y no acuosas, como ácidos carboxílicos, surfactantes… 

Adsorción  

Carbón negro grafitizado 
(GCB) 

� La fase estacionaria, no porosa, posee una estructura de anillo hexagonal que le 
confiere gran afinidad hacia compuestos orgánicos polares y no polares. La 
retención se basa en la estructura del analito y en la existencia de grupos 
funcionales en el mismo que interactúe con la superficie del adsorbente. 

� Aplicaciones: pigmentos, esteroles, componentes de frutas… 
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La selección de la fase sólida se realizó según la experiencia del equipo 

investigador en estudios de compuestos similares, además de tener en cuenta la 

polaridad de las sustancias a extraer. Por ello las dos fases estudiadas fueron: 

octadecilsilano (C18) y poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB). 

Tomando como condiciones de extracción las correspondientes a trabajos 

anteriores realizados para plaguicidas en mosto y vino en ambas fases sólidas, se 

comprueba que mientras que la fase C18 retiene los analitos, la fase PS-DVB tiene 

unas recuperaciones muy bajas (< 50% para todos los fungicidas de este estudio) 

por lo que esta fase se descarta para posteriores estudios. La fase sólida C18 se 

seleccionó para realizar la optimización de la metodología a seguir en SPE. 

El acondicionamiento o activación de esta fase, C18, se realizó adicionando 5 

mL de metanol y posteriormente 3 mL de agua grado Milli Q.  

III.1.2.2. Elución. Tipo y volumen de disolvente 

Tanto el eluyente como el tipo de fase sólida son esenciales en SPE y ambos 

dependen de la naturaleza química de los analitos. Cuatro disolventes orgánicos 

con diferentes polaridades fueron estudiados con el fin de seleccionar el mejor 

disolvente para la extracción: acetato de etilo, diclorometano, acetona y acetonitrilo 

(constantes dieléctricas: 6,0/9,1/21/37 respectivamente). Acetato de etilo y acetona 

son disolventes ampliamente usados como eluyentes en SPE debido a su capacidad 

de elución tanto de compuestos polares como apolares.  

Tres muestras de vino tinto de 10 mL, cada una fortificada con 500 µg L-1 de 

cada fungicida fueron extraídas con cada disolvente. La figura III.2. muestra las 

recuperaciones totales obtenidas con cada disolvente utilizado. 
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Figura III.2. Recuperaciones totales (R1+R2+R3…+Rn) con diferentes disolventes (n=3) 

La elución se llevó a cabo añadiendo mililitro a mililitro de cada disolvente 

hasta que la extracción en el último mililitro fuese inferior al 1% para cada 

fungicida. Así, los volúmenes necesarios para una elución total fueron: 3 mL para 

acetona, 3 mL para acetato de etilo, 4 mL para acetonitrilo y 5 mL para 

diclorometano.  

Acetonitrilo fue el disolvente con el que se obtuvieron las peores 

recuperaciones con valores inferiores al 70% para cuatro fungicidas (diclofluanida, 

captan, fluquinconazol y piraclostrobin). Los disolventes acetato de etilo y acetona 

presentaron valores de recuperación inferiores al 70% sólo para diclofluanida y 

piraclostrobin. Sin embargo, la elución del cartucho con diclorometano ofreció 

buenas recuperaciones para todos los fungicidas estudiados.  

Los disolventes acetona, acetato de etilo y acetonitrilo son disolventes 

orgánicos que en general extraen un gran número de interferencias presentes en la 
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matriz de la muestra. Sin embargo, la elución con diclorometano presentó 

cromatogramas más limpios al extraer un menor número de interferencias. 

Por ambas razones, el disolvente elegido para la extracción de los 

compuestos fue diclorometano dado que las recuperaciones obtenidas fueron 

superiores al 70% para todos los fungicidas y los cromatogramas presentan un 

menor número de señales correspondientes a compuestos presentes en la matriz. 

El volumen necesario para eluir completamente todos los compuestos de la fase 

sólida fueron 5 mL. 

III.1.2.3. Etapa de lavado 

Para comprobar la influencia de esta etapa en el rendimiento de la extracción 

se procedió al lavado del cartucho una vez retenidos en él los analitos junto con 

otras sustancias procedentes de la matriz. Las disoluciones de lavado estudiadas se 

formaron con diferentes relaciones de agua y metanol, respectivamente: 10:0, 9:1, 

7:3 y 5:5. La figura III.3. muestra las recuperaciones obtenidas en el extracto final 

utilizando las mezclas anteriores en la etapa de lavado. 

Las recuperaciones obtenidas fueron similares para las mezclas 10:0 y 9:1, 

siendo ligeramente menores para la mezcla 7:3 y muy bajas para la mezcla 5:5, en 

las que la proporción de metanol es mayor. Conforme aumenta la proporción de 

metanol en la mezcla de lavado, tiene lugar una reducción en las recuperaciones de 

los fungicidas, posiblemente debido a una mayor solubilidad de los plaguicidas en 

disolventes orgánicos como es metanol.  

Otro factor a tener en cuenta es la presencia de interferencias. La mezcla 10:0 

no es capaz de eliminar gran parte de las interferencias presentes. Sin embargo, la 
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adición de una pequeña proporción de metanol al agua permite eliminar gran 

parte de los compuestos de la matriz obteniéndose así cromatogramas más limpios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.3. Recuperaciones totales con diferentes mezclas de lavado (n=3) 

Por ello, la relación agua/metanol 9:1 fue seleccionada para los cartuchos C18 

siendo la relación que permite tanto una extracción sin una pérdida significativa de 

analitos como la obtención de cromatogramas con un menor número de 

interferencias.  

Posteriormente se realizó el estudio de diferentes volúmenes de lavado. 

Entre 2 y 10 mL fueron los volúmenes estudiados de la mezcla seleccionada. Las 

recuperaciones obtenidas fueron similares para todos los compuestos 

independientemente del volumen de lavado utilizado, sin embargo, a mayor 

volumen, las interferencias presentes en el cromatograma son menores. El volumen 

utilizado de la mezcla 9:1 en esta etapa es de 10 mL. 
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III.1.2.4. Condiciones finales de SPE 

Las condiciones establecidas para llevar a cabo la extracción en fase sólida 

fueron las siguientes:  

1. Activación de la fase sólida, C18, con 5 mL de metanol más 3 mL de agua 

grado Milli Q.  

2. Una vez activada la fase, se pasan 10 mL de muestra (mosto/vino). 

3. Se añaden 10 mL de disolución de lavado H2O/MeOH (9:1) para eliminar 

las posibles interferencias. 

4. Se deja secar aproximadamente 20 minutos el cartucho mediante vacío con 

el fin de eliminar el agua que pueda quedar de las etapas anteriores. 

5. Se eluyen los analitos con 5 mL de diclorometano. 

6. Se evapora el diclorometano a sequedad bajo corriente de nitrógeno.  

7. Por último se redisuelve la muestra en 10 mL de acetato de etilo, 

disolución a la que se le añade el patrón interno de cuantificación 

(tetradifon) para posteriormente analizarla mediante GC. 

III.1.3. ANÁLISIS DE FUNGICIDAS EN UVAS 

Tres técnicas analíticas de extracción fueron optimizadas, validadas y 

comparadas a su vez con QuEChERS para el análisis de los ocho fungicidas en 

uvas de vinificación: extracción asistida por microondas (MAE), extracción por 

dispersión de matriz (MSPD) y extracción sólido-líquido (SLE). 

La determinación de las muestras extraídas por los diferentes métodos se 

llevó a cabo por GC-MS con las mismas condiciones indicadas en los Anexos II, III 

y IV.   
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III.1.3.1. Extracción sólido-líquido (SLE) 

Muchas variables afectan a la extracción sólido-líquido como la adición o no 

de sal, el tipo y volumen de disolvente, la homogeneización o mezclado de la 

muestra con el disolvente y la cantidad de muestra.  

Inicialmente, se estableció como disolvente de extracción de esta técnica 

acetato de etilo [ver Anexo IV]. 

Para encontrar las mejores condiciones de extracción, la concentración de 

NaCl (0,0-0,125 M), cantidad de muestra (10-25 g) y volumen de disolvente (10-30 

mL) fueron optimizados mediante un diseño central compuesto (CCD) para los 

ocho fungicidas. La cantidad de muestra resultó ser una variable significativa para 

casi todos los fungicidas, excepto diclofluanida y piraclostrobin, y condujo a 

recuperaciones mayores a niveles bajos. El volumen de disolvente mostró una 

influencia negativa para boscalid y fluquinconazol, es decir, a mayor volumen 

menor recuperación, y la extracción fue mejor a niveles de concentración de sal 

bajos. La optimización con la función de deseo (figura III.4.) mostró valores 

máximos de recuperación con 15 g, 12 mL y 0,01M para las variables cantidad de 

muestra, volumen de disolvente y concentración de NaCl, respectivamente. 

Una vez estas variables fueron optimizadas, se procedió a estudiar la 

influencia de la homogeneización o mezclado entre muestra y disolvente de 

extracción. Diferentes técnicas y tiempos de homogeneización fueron ensayados. 

Se procedió a una agitación manual, orbital y con ultraturrax de las muestras 

fortificadas a diferentes tiempos (2, 5 y 10 minutos) para cada técnica. Los 

resultados mostraron que ultraturrando la muestra con acetato de etilo se 
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conseguían las mayores recuperaciones. El tiempo de homogeneización fue 

suficiente con 2 minutos. Un tiempo mayor, no condujo a mejores recuperaciones. 

El método de extracción optimizado es el siguiente [ver Anexo IV]: 15 

gramos de uvas, 12 mL de acetato de etilo y 0,015 g de NaCl (que equivalen a 0,01 

M) se mezclaron en un tubo de centrífuga de 50 mL. La mezcla fue homogeneizada 

durante 2 minutos con ultraturrax y centrifugada a 6000 rpm durante 15 minutos. 

La fase orgánica se secó con sulfato de sodio anhidro y se filtró a través de lana de 

vidrio. El extracto fue concentrado bajo corriente de nitrógeno hasta 5 mL con 

TurboVap®. El patrón interno fue añadido a una concentración de 100 µg L−1 antes 

de la determinación por GC-MS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.4. Superficies de deseo: a) Concentración de sal vs. cantidad de muestra (b) 

Volumen de acetato de etilo vs. cantidad de muestra. 
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III.1.3.2. Extracción asistida por microondas (MAE) 

En primer lugar, se llevó a cabo un estudio preliminar para elegir el 

disolvente más apropiado para la extracción [ver Anexos II y IV]. Para ello, se 

realizó un estudio de recuperaciones en muestras fortificadas con 50 µg Kg-1 con 

los siguientes disolventes: acetonitrilo, acetona, hexano/acetato de etilo (1:1), 

diclorometano/acetato de etilo (1:1) y hexano/acetona (1:1). Las recuperaciones 

obtenidas para cada fungicida y disolvente utilizado se muestran en la figura III.5. 

Los resultados obtenidos mostraron que las recuperaciones fueron mejores 

para la mezcla hexano/acetona (1:1). Además, los cromatogramas obtenidos con 

esta mezcla presentaron una línea base limpia y con menos interferencias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III. 5. Recuperaciones para diferentes disolventes de extracción con MAE 

Una vez elegido disolvente, se realizó una optimización de las variables más 
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fraccional 24-1 para estudiar cuatro variables en los siguientes rangos: temperatura 

(70-120 ºC), tiempo de extracción (2-10 min), % hexano (40-80% v/v en la mezcla 

extractante hexano/acetona) y volumen de disolvente (5-20 mL).  

Los resultados de este diseño mostraron que las variables % hexano y 

volumen de disolvente no fueron significativas para ningún plaguicida por lo que 

se fijaron valores para cada una: 50% (v/v) hexano y 10 mL de la mezcla 

hexano/acetona como disolvente de extracción. 

Las otras dos variables, temperatura y tiempo de extracción, fueron 

significativas para algunos fungicidas. Por lo tanto, para estudiarlas de una manera 

más completa se llevó a cabo un CCD con los intervalos de valores deducidos de 

los resultados del diseño anterior. Así la temperatura se estudió entre 80 ºC y 120 

ºC y el tiempo de extracción entre 2 y 14 minutos. Las superficies de respuesta más 

representativas del comportamiento de los ocho fungicidas se muestran en la 

figura III.6. para los fungicidas captan y boscalid.   

 

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura III.6.  Superficies de respuesta para captan y boscalid. 
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Todos los fungicidas presentaron un comportamiento y superficie muy 

similar a la representada para boscalid, excepto diclofluanida, cuyo 

comportamiento y resultado fue similar a captan. La superficie de deseo fue 

calculada, mostrando como valores óptimos 105 ºC para temperatura y 10 minutos 

para tiempo de extracción [ver Anexo II], usando estos valores para los posteriores 

experimentos. 

Así, el método de extracción asistido por microondas utilizado fue el 

siguiente [ver Anexo II]: 2,0 ± 0,1 g de uva fueron pesados en los tubos de teflón de 

microondas y se añadieron 10 mL de la mezcla hexano/acetona (1:1) a cada 

muestra. El horno fue colocado a una potencia de 600 W, subiendo la temperatura 

desde 0 ºC hasta 105 ºC en un tiempo de 5 minutos, manteniendo esta temperatura 

10 minutos. Las muestras fueron agitadas mediante el uso de imanes durante todo 

el proceso. Después de la extracción, los tubos se dejaron enfriar a temperatura 

ambiente antes de abrirlos. El agua del sobrenadante fue eliminada añadiendo 

sulfato de sodio anhidro y filtrando con lana de vidrio. El residuo se lavó 2 veces 

con 2 mL de hexano/acetona (1:1) y se incorporó al sobrenadante obtenido. 

Finalmente estos extractos se evaporaron bajo corriente de nitrógeno ajustando el 

volumen final a 5 mL. El patrón interno, tetradifon, se añadió al final a una 

concentración de 100 µg L-1. 

III.1.3.3. Extracción por dispersión de matriz (MSPD) 

Estudios preliminares 

Inicialmente, se estudió de manera univariante el tipo de fase sólida a 

utilizar. Para ello, se probaron tres fases muy utilizadas en la extracción de 

plaguicidas como son C18, florisil y alúmina, usando la misma cantidad de fase 
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sólida que de muestra (0,5 g de fase y 0,5 g de uva). Ésta se fortificó con los 

fungicidas objeto de estudio a un nivel de concentración de 50 µg kg-1 para cada 

uno de ellos. Las tres fases fueron eluídas con una secuencia de 10 mL de 

diclorometano seguidos de 10 mL de acetato de etilo, dos disolventes con los que 

se habían obtenido buenos resultados en trabajos anteriores [ver Anexo I]. Además, 

se añadió 1 g de sílica en la parte baja de la columna de extracción con el fin de 

limpiar el extracto, ya que se recomienda para extractos de frutas y verduras. En la 

figura III.7. se muestran las recuperaciones obtenidas en cada caso con las 

condiciones inicialmente propuestas para el estudio de las diferentes fases sólidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III. 7. Recuperaciones para diferentes fases sólidas con MSPD 

La fase sólida C18 presentó los mejores valores de recuperación para todos 

los compuestos estudiados con valores comprendidos entre 59% y 91%, florisil los 

peores con recuperaciones entre 18% y 84% y, alúmina presentó valores 

intermedios en general, siendo la fase con la que peor se extrajo el fungicida captan 

en las condiciones inicialmente propuestas. Por ello, en vista de estos resultados se 
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descartaron las fases florisil y alúmina y se continuó la optimización del método de 

extracción por dispersión de matriz utilizando la fase C18. 

Optimización del método de extracción por dispersión de matriz (MSPD) 

Las variables a optimizar fueron: cantidad de fase sólida C18, % (v/v) acetato 

de etilo en una mezcla de extracción compuesta por acetato de etilo y 

diclorometano y volumen de elución [ver Anexo III].  

Puesto que eran tres las variables a estudiar, se utilizó un diseño central 

compuesto. La influencia de la cantidad de fase sólida se estudió entre 0,5 g (nivel 

bajo) y 2,0 g (nivel alto) y el % (v/v) de acetato de etilo en la mezcla de elución 

entre 0% y 100%. El volumen de la mezcla acetato de etilo/diclorometano varió 

entre 5-20 mL. La cantidad de muestra en los experimentos se fijó en 0,5 g. 

Las superficies de respuesta más características y representativas de los 

compuestos estudiados fueron las de vinclozolin y penconazol (figura III.8.). De 

manera general, las superficies de respuesta de quinoxifen, diclofluanida, captan, 

fluquinconazol, piraclostrobin y boscalid fueron muy similares a la de vinclozolin. 

La respuesta óptima para estos compuestos se observó para 1,35 g de fase C18 y 12 

mL de la mezcla de elución con 60% (v/v) de acetato de etilo. Sin embargo, para 

penconazol, los mejores resultados se obtuvieron con el mismo volumen de mezcla 

eluyente, 12 mL, pero una cantidad de 2,0 g para la fase C18 y un 30% (v/v) de 

acetato de etilo en la mezcla extractante. Así, se procedió a calcular la función de 

deseo [ver Anexo III] con el fin de llegar a unas condiciones óptimas para todos los 

fungicidas. Esta función mostró como resultados finales: 1,5 g de la fase sólida C18 

(una relación 3/1 con respecto a la cantidad de muestra) y 10 mL de la mezcla 

diclorometano/acetato de etilo con un porcentaje del 50% (v/v) de acetato de etilo. 
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Una vez optimizadas todas las variables, el método final utilizado fue el 

siguiente: 0,5 g de muestra se mezclaron con 1,50 g de C18 en un mortero de vidrio 

hasta que se obtuvo una mezcla homogénea.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.8. Superficies de respuesta: (a) % acetato de etilo vs. volumen de disolvente para 

vinclozolin; (b) cantidad de fase sólida vs. volumen de disolvente (vinclozolin); (c) cantidad 

de fase sólida vs. volumen de disolvente (penconazol); (d) % acetato de etilo vs. volumen de 

disolvente (penconazol). 
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adsorbente (sílica) para limpiar los extractos. Diez mililitros de la mezcla eluyente 

(diclorometano/acetato de etilo (1:1)) fueron añadidos a la columna y eluidos gota 

a gota aplicando un ligero vacío. La porción eluída fue recogida en un tubo y 

evaporada bajo corriente de nitrógeno hasta un volumen de 5 mL. Antes de 

analizarlo por GC-MS, se añadieron 100 µg L-1  de tetradifón para compensar la 

respuesta cromatográfica. 

III.1.3.4. Extracción QuEChERS 

El método QuEChERS usado está basado en el desarrollado por 

Anastassiades et al. [2003] y posteriores modificaciones. Se pesaron 10 g de uva en 

tubos de centrífuga de 50 mL [ver Anexo IV]. Las muestras fueron extraídas con 10 

mL de acetonitrilo (1% (v/v) ácido acético) durante 1 minuto con vortex. Después, 

se añadieron 4 g de MgSO4 anhidro y 1 g de NaCl. La mezcla fue agitada durante 

otro minuto con vortex y centrifugada 6 minutos a 5000 rpm. Se tomó una alícuota 

de 5 mL del sobrenadante y se añadió a otro tubo limpio de centrífuga, 

añadiéndole posteriormente 250 mg de PSA como fase dispersiva y 750 mg de 

sulfato de magnesio. Se agitó la mezcla durante otro minuto y se centrifugó a 5000 

rpm, 3 min. Se añadió el patrón interno, tetradifón y se colocó en un vial para su 

análisis por GC-MS. 

III.1.4. CALIBRADO EN EXTRACTO DE MATRIZ 

Debido al aumento de señal que presentaron algunos compuestos en las 

matrices estudiadas, el calibrado se realizó en extractos de matriz de mosto, vino y 

uva. En la Tabla III.2 se resumen las relaciones entre las pendientes medidas en 

disolvente orgánico y extracto de matriz según el método de extracción. Los 

disolventes orgánicos utilizados para realizar el calibrado fueron acetato de etilo 
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(para SPE y SLE), acetonitrilo para QuEChERS, hexano/acetona (1:1) para MAE y 

diclorometano/acetato de etilo (1:1) para MSPD. Para llevar a cabo el extracto en 

matriz, muestras de las matrices estudiadas sin fungicidas fueron sometidas a los 

procesos de extracción anteriormente explicados según la matriz analizada. Una 

vez se obtuvieron los extractos con los componentes de la matriz, éstos fueron 

fortificados con concentraciones crecientes de fungicidas.  

En la mayoría de los plaguicidas se observaron pendientes mayores cuando 

se realiza calibrado en matriz, siendo en muchos casos la diferencia de pendientes 

significativa por lo que se usaron estos calibrados tanto para la validación de los 

métodos analíticos como para el análisis de muestras, evitando así recuperaciones 

mayores de 120%.  

Tabla III.2. Relación de pendientes entre extracto de matriz y disolvente para los diferentes 
métodos de extracción de plaguicidas en mosto/vino (SPE) y uvas. 

III.1.5. PARÁMETROS DE CALIDAD DE LOS MÉTODOS DE 

ANÁLISIS 

El protocolo analítico propuesto en esta Tesis para la determinación de 

fungicidas en muestras enológicas conlleva la evaluación distintos parámetros de 

Relación de pendientes (extracto de matriz/disolvente orgánico) 
Fungicida 

SPE SLE MAE MSPD QuEChERS 

Vinclozolin 1,4 1,4 2,0 1,8 1,5 

Diclofluanida 1,4 1,6 1,5 2,1 1,3 

Penconazol 1,3 1,4 1,3 1,6 1,4 

Captan 1,4 1,4 1,2 1,2 1,3 

Quinoxifen 1,2 1,1 1,4 0,9 1,5 

Fluquinconazol 1,4 1,7 0,9 1,5 1,4 

Boscalid 1,2 1,5 1,0 1,1 1,3 

Piraclostrobin 0,9 1,2 1,4 1,3 1,4 
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calidad tales como: selectividad, recuperación, precisión, linealidad y límites de 

detección (LDs) y cuantificación (LCs) [ver Anexos II, III, IV]. Se puede afirmar 

que todos los métodos optimizados en este capítulo son métodos cuantitativos, 

selectivos, precisos, con respuesta lineal y suficientemente sensibles como para 

determinar los residuos de los fungicidas en las muestras estudiadas a niveles 

inferiores a los LMRs establecidos por la legislación. En general, los porcentajes de 

recuperación de los fungicidas estudiados en las diferentes matrices evaluadas 

oscilaron entre 70 % y 120 %. Los valores de precisión de los métodos, expresada 

como desviación estándar relativa (DER, %) fueron inferiores a 15% en todos los 

casos.  

En el estudio de la matriz uva, se compararon los cuatro métodos 

optimizados en términos de linealidad, recuperación, límites y precisión [Anexo 

IV] con el fin de determinar cuál ofrece mejores parámetros. Según los datos 

obtenidos, MAE resultó ser el método más preciso, con límites de cuantificación 

inferiores a los otros tres métodos y con mayores recuperaciones. Además, este 

método es más rápido ya que permite realizar mayor número de determinaciones 

al mismo tiempo y no necesita demasiada preparación de muestra ni adición de 

sales u otros reactivos sólidos, lo cual conlleva pérdida de tiempo en su pesada. 

Así, el método de extracción asistida por microondas fue el método elegido 

para llevar a cabo las determinaciones de los residuos en uvas vendimiadas y en 

las lías obtenidas en las vinificaciones llevadas a cabo durante los tres años en los 

que se ha realizado este trabajo. 
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Los diferentes modos de acción de los productos fitosanitarios aplicados 

podrían explicar las diferentes localizaciones y concentraciones encontradas de sus 

residuos en frutas y vegetales [Pérez-Clavijo et al.; 1996; Sanz-Asensio et al.; 1999b; 

Teixeira et al.; 2004]. Mientras que a los pesticidas sistémicos y penetrantes 

(sistémicos locales) se espera encontrarlos en la pulpa, los pesticidas de contacto 

estarían preferiblemente localizados en la piel [Coscollá, 2004].  

III.2.1. ESTUDIO “IN VITRO” DE DISTRIBUCIÓN DE RESIDUOS EN 

UVA. 

Se llevó a cabo un estudio “in Vitro” de la distribución de ocho fungicidas 

(vinclozolin, diclofluanida, captan, penconazol, quinoxifen, fluquinconazol, 

boscalid y piraclostrobin) en las diferentes partes de la uva (superficie, piel y 

pulpa) con objeto de comprobar si existe una correlación entre el modo de acción 

de cada fungicida y su localización en la fruta 

Para ello, se sumergieron 25 gramos de muestra (granos enteros de uva) en 

disoluciones de cada fungicida a tres niveles de concentración diferentes (0,50 mg 

L-1, 2,00 mg L-1 y 5,00 mg L-1, correspondientes a 1, 4 y 10 µg g-1, respectivamente) 

en vasos de precipitados de 250 mL. Las muestras se mantuvieron tapadas y en 

oscuridad a 4 ºC durante 1, 3, 7, 15, 25 y 35 días. Las concentraciones elegidas 

fueron similares o mayores a los LMR para poder observar la distribución en las 

diferentes partes de la uva. El estudio se realizó por triplicado. La presencia de 

fungicida en uva fue calculada como la suma de las cantidades encontradas en las 

tres partes estudiadas: superficie, piel y pulpa.   
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La extracción de los fungicidas de las diferentes partes de la uva se realizó 

con tres métodos distintos validados para determinar la concentración de los 

fungicidas en superficie, piel y pulpa de la uva. La extracción de residuos en 

superficie se llevó a cabo ultrasonicando las muestras con agua como disolvente de 

extracción. El análisis de residuos en piel se realizó de forma similar utilizando en 

este caso acetato de etilo y realizando dos veces el mismo proceso para conseguir 

una extracción completa. Por último, los residuos que penetraron al interior de la 

uva y que permanecen en pulpa se determinaron mediante MAE. Una explicación 

más detallada de cada método de extracción y de los parámetros de validación se 

puede observar en el Anexo V. 

Las concentraciones de residuos encontradas y los porcentajes totales de 

retención en uva (calculados en función de la concentración inicial) se muestran en 

la tabla III.3. Según estos datos, la cantidad de fungicida total en uva aumentó 

acorde aumenta la concentración inicial, es decir, se encuentra mayor 

concentración de residuos en las uvas sumergidas en disoluciones de mayor 

concentración. Además, conforme más días están las uvas sumergidas en la 

disolución de fungicida, mayor cantidad total de residuo presenta el fruto y por lo 

tanto mayor es el porcentaje de retención. Sin embargo, se observa que el 

porcentaje total de residuo encontrado para un mismo período de tiempo es muy 

similar en los tres niveles de concentración estudiados y por tanto, se puede decir 

que no depende de la concentración inicial de la disolución en contacto con las 

uvas.   

De los fungicidas estudiados, la mayor cantidad encontrada de residuo en 

uva fue para quinoxifen (entre un 107-116% de retención sobre la cantidad inicial), 

seguido por piraclostrobin (83-91%), fluquinconazol (73-77%) ≈ boscalid (72-76%),  



                                                                            Distribución de los residuos de fungicidas en las partes de la uva…  

   117 

 Tabla III.3. Concentración de residuos de fungicida y porcentajes totales de retención 

(respecto a la concentración inicial) en uva a tres niveles de concentración. 

 Concentración de la disolución 

 1 µg g-1 4 µg g-1 10 µg g-1 

Días 
µg g-1 

(RSD, %) 
% 

µg g-1 

(RSD, %) 
% 

µg g-1 

(RSD, %) 
% 

Vinclozolin       
1 0,24 (4,2) 24,2 0,86 (10,1) 21,6 1,86 (6,4) 18,4 

3 0,30 (1,8) 29,9 1,04 (4,4) 26,1 2,41 (1,4) 24,0 

7 0,37 (1,3) 36,7 1,51 (2,0) 37,8 3,18 (3,0) 31,0 

15 0,44 (9,6) 44,0 1,69 (4,7) 42,2 3,72 (3,1) 37,7 

25 0,52 (8,4) 51,5 1,94 (5,1) 48,4 4,74 (7,5) 47,3 

35 0,59 (2,2) 59,4 2,30 (5,1) 57,3 5,24 (8,4) 52,3 

Diclofluanida       

1 0,15 (4,8) 14,6 0,57 (3,4) 14,3 1,38 (6,8) 13,8 

3 0,12 (8,8) 12,4 0,67 (4,9) 16,8 1,17 (1,8) 11,7 

7 0,17 (9,3) 17,2 0,83 (7,0) 20,7 1,58 (3,2) 15,8 

15 0,18 (3,2) 18,4 0,96 (9,9) 24,0 2,10 (7,5) 21,0 

25 0,25 (6,0) 24,8 1,05 (2,4) 26,3 2,68 (3,4) 26,8 

35 0,34 (2,2) 34,3 1,51 (5,5) 37,9 3,19 (3,4) 31,9 

Penconazol       

1 0,14 (1,8) 13,8 0,47 (0,9) 11,8 1,78 (3,2) 17,8 

3 0,16 (2,6) 16,0 0,77 (2,8) 19,2 2,20 (6,4) 22,0 

7 0,21 (8,9) 21,1 1,68 (8,6) 42,1 2,31 (6,6) 23,1 

15 0,58 (6,0) 58,2 2,17 (8,1) 54,3 5,33 11,2) 53,3 

25 0,60 (7,0) 59,9 2,44 (1,6) 60,9 6,29 (8,9) 62,9 

35 0,64 (3,1) 64,2 2,45 (3,7) 61,2 6,62 (1,1) 66,2 

Captan       

1 0,06 (3,6) 6,4 0,37 (3,2) 9,2 0,89 (7,7) 8,9 

3 0,10 (8,5) 10,2 0,51 (1,4) 12,7 1,02 (3,7) 10,2 

7 0,13 (1,8) 13,0 0,61 (8,2) 15,3 1,74 (6,9) 17,4 

15 0,18 (3,4) 17,9 0,83 (5,4) 20,7 2,15 (6,2) 21,5 

25 0,22 (6,3) 22,1 1,02 (6,3) 25,6 2,75 (1,4) 27,5 

35 0,27 (2,9) 26,6 1,27 (9,8) 31,7 3,08 (6,9) 30,8 



                                                                            Distribución de los residuos de fungicidas en las partes de la uva…  

   118 

 Tabla III.3. Continuación 

 

 Concentración de la disolución 

 1 µg g-1 4 µg g-1 10 µg g-1 

Días 
µg g-1 

(RSD, %) 
% 

µg g-1 

(RSD, %) 
% 

µg g-1 

(RSD, %) 
% 

Quinoxifen       
1 0,86 (7,1) 85,7  3,71 (1,2) 92,7  8,84 (9,4) 88,4 

3 0,89 (2,2) 89,2  3,78 (5,5) 94,5  8,68 (8,2) 86,4 

7 0,94 (3,8) 93,5  3,87 (5,1) 96,8  9,03 (2,2) 90,3 

15 0,99 (3,7) 98,8  4,14 (4,7) 103  9,28 (1,8) 92,8 

25 1,01 (10,1) 101  4,36 (6,9) 109  10,6 (2,0) 106 

35 1,11 (5,4) 111  4,67 (4,8) 116  10,7 (2,0) 107 

Fluquinconazol       

1 0,37 (8,3) 36,8 1,33 (2,7) 33,3  3,31 (5,6) 33,1 

3 0,39 (9,4) 39,0 1,74 (7,8) 43,5  3,97 (7,3) 39,7 

7 0,49 (2,7) 48,7 2,08 (2,5) 52,1  4,69 (1,0) 46,9 

15 0,58 (9,0) 58,2 2,49 (4,9) 62,2  6,14 (4,3) 61,4 

25 0,68 (4,0) 68,4 2,66 (6,4) 66,4  6,88 (6,4) 68,8 

35 0,74 (1,1) 74,1 2,91 (2,5) 72,8  7,68 (5,2) 76,8 

Boscalid       

1 0,33 (4,8) 32,6  1,13 (7,8) 28,0  2,78 (3,4) 27,8 

3 0,35 (5,3) 35,1  1,34 (2,6) 33,6  3,66 (4,1) 36,6 

7 0,43 (5,2) 42,8  1,56 (9,1) 39,3  4,61 (5,5) 46,1 

15 0,53 (2,6) 53,2  2,04 (6,0) 51,3  5,83 (8,7) 58,3 

25 0,62 (8,2) 62,2  2,66 (6,2) 66,7  7,03 (8,3) 70,3 

35 0,72 (3,7) 72,4  3,03 (1,9) 75,5  7,37 (7,4) 73,7 

Piraclostrobin       

1 0,52 (6,6) 52,4  2,03 (4,1) 50,8  4,67 (9,0) 46,7 

3 0,60 (5,3) 60,5  2,54 (8,1) 63,6  5,82 (7,2) 58,3 

7 0,66 (7,2) 65,6  2,79 (5,2) 69,8  6,23 (1,8) 62,4 

15 0,75 (6,9) 75,1  3,09 (3,2) 77,2  6,87 (2,6) 68,7 

25 0,84 (9,5) 84,2  3,30 (6,5) 82,4  7,91 (2,3) 79,1 

35 0,88 (2,4) 88,2  3,65 (5,9) 91,1  8,28 (6,3) 82,8 
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penconazol (61-66%), vinclozolin (52-59%), diclofluanida (32-38%) y captan (27-

32%). En la tabla III.4.; se muestran los porcentajes de distribución en cada parte de 

la uva respecto a la cantidad total de residuo encontrada en función del tiempo. 

Para todos los fungicidas estudiados, el mayor contenido de residuo se encontró en 

piel, independientemente de la concentración inicial y del modo de acción de cada 

compuesto (contacto o sistémico), aunque el % que se encuentra en esta parte de la 

uva sí que se ve influenciado por éste último factor, siendo mayor para los 

fungicidas de contacto.  

Los porcentajes obtenidos en piel fueron superiores a 53,0%. En general, 

fungicidas sistémicos como quinoxifen, fluquinconazol, boscalid y piraclostrobin 

mostraron valores entre 50-60% en esta parte de la uva, mientras que aquellos cuyo 

modo de acción es de contacto como vinclozolin, diclofluanida y captan 

presentaron porcentajes superiores, comprendidos entre 70-85%. En pulpa, la 

concentración de residuos varió entre 9,6% y 41,7%. Los fungicidas de contacto 

mostraron valores inferiores a 20%, mientras que para los fungicidas sistémicos la 

penetración en pulpa fue mayor y los porcentajes oscilaron entre 20% y 40%. La 

concentración encontrada en la superficie del fruto osciló entre 1,3% y 20,2%, 

siendo independiente del modo de acción que presente el fungicida. 

De manera general, se observaron porcentajes muy similares entre el primer 

y último día de estudio en piel para todos los fungicidas. Sin embargo, en 

superficie principalmente disminuyen y en pulpa aumentan. Parece establecerse 

un equilibrio entre la disolución y la piel del fruto, comprendiendo una difusión de 

los residuos encontrados inicialmente en la superficie a través de la capa 

intermedia, piel, hasta la pulpa. Este hecho podría ser debido a la continua 

exposición de las uvas con la disolución inicial durante todo el estudio.  
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Tabla III. 4. Variación de porcentajes de distribución en las diferentes partes de la uva 
durante 35 días 

 

Con estos datos, se evaluó la penetración en pulpa para cada compuesto a 

través de la relación Q que se define como: cantidad que penetra en pulpa por 

cantidad encontrada en piel. Se observó que a pesar de trabajar con tres 

Concentración 
Fungicida 

1  µg g-1 4  µg g-1 10  µg g-1 

Vinclozolin 
Superficie: 2,3-1,3% 
Piel: 83,4-81,2% 
Pulpa: 14,3-17,5% 

Superficie: 1,4-4,4% 
Piel: 88,4-79,0% 
Pulpa: 10,2-16,6% 

Superficie: 4,3-2,6% 
Piel: 85,0-79,5% 
Pulpa: 10,7-17,9% 

Diclofluanida 
Superficie: 9,4-7,3% 
Piel: 79,5-73,0% 
Pulpa: 11,2-19,7% 

Superficie: 7,2-16,3% 
Piel: 80,5-69,4% 
Pulpa: 12,3-17,7% 

Superficie: 9,1-6,7% 
Piel: 81,3-72,8% 
Pulpa: 9,6-20,5% 

Captan 
Superficie: 12,6-6,4% 
Piel: 71,7-75,6% 
Pulpa: 15,7-18,0% 

Superficie: 10,8-5,8% 
Piel: 73,6-72,0% 
Pulpa: 15,6-22,2% 

Superficie: 11,8-4,4% 
Piel: 71,4-77,6% 
Pulpa: 16,8-18,0% 

Penconazol 
Superficie: 8,4-2,5% 
Piel: 74,6-72,1% 
Pulpa: 16,8-26,1% 

Superficie: 7,2-5,2% 
Piel: 76,2-72,3% 
Pulpa: 17,6-24,0% 

Superficie: 16,1-9,2% 
Piel: 66,9-72,9% 
Pulpa: 17,1-21,7% 

Quinoxifen 
Superficie: 20,2-9,4% 
Piel: 54,1-56,1% 
Pulpa: 25,7-34,5% 

Superficie: 15,1-7,3% 
Piel: 55,4-58,0% 
Pulpa: 29,5-34,7% 

Superficie: 14,8-9,8% 
Piel: 54,4-58,9% 
Pulpa: 30,8-31,3% 

Fluquinconazol 
Superficie: 17,3-3,5% 
Piel: 60,9-60,8% 
Pulpa: 21,8-35,7% 

Superficie: 14,8-4,4% 
Piel: 62,0-57,4% 
Pulpa: 23,2-38,2% 

Superficie:11,4-4,1% 
Piel: 63,1-58,2% 
Pulpa: 25,5-37,7% 

Boscalid 
Superficie: 18,2-4,0% 
Piel: 53,1-56,4% 
Pulpa: 28,8-39,6% 

Superficie: 8,1-3,8% 
Piel: 63,2-58,4% 
Pulpa: 28,7-37,8% 

Superficie: 10,2-6,9% 
Piel: 60,2-55,2% 
Pulpa: 29,7-37,9% 

Piraclostrobin 
Superficie: 14,4-5,2% 
Piel: 55,1-53,0% 
Pulpa: 30,5-41,7% 

Superficie: 12,2-7,9% 
Piel: 57,6-53,0% 
Pulpa: 30,2-39,2% 

Superficie: 12,3-7,4% 
Piel: 57,5-56,3% 
Pulpa: 30,1-36,2% 
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concentraciones iniciales diferentes de fungicida, la relación Q no presentaba 

diferencias significativas en un nivel de confianza de 95% entre concentraciones 

para un mismo período de tiempo, por lo que se puede decir que la relación entre 

la concentración que penetra en pulpa y la que permanece en piel no es 

dependiente de la concentración inicial. Los valores medios obtenidos de Q para 

las tres concentraciones iniciales estudiadas se muestran en la figura III.9.; 

ordenados de menor a mayor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.9. Valores medios de Q (relación pulpa/piel) para las tres 

concentraciones estudiadas durante 35 días. 
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En dicha figura, se puede observar que los pesticidas estudiados se agrupan 

en función del valor de Q. Pesticidas no sistémicos (o de contacto) como 

vinclozolin, diclofluanida y captan mostraron valores inferiores a 0,40 mientras 

que los sistémicos o penetrantes como quinoxifen, fluquinconazol, boscalid y 

piraclostrobin, mostraron valores superiores a 0,40 excepto penconazol que aun 

siendo un pesticida sistémico, presenta valores más acordes con aquellos pesticidas 

de acción local.  

Así, se puede concluir según estos datos que la penetración en pulpa fue 

mayor para fungicidas que presentan un modo de acción penetrante o sistémico. 

Por tanto, se encuentra una correlación en todos los casos excepto para penconazol, 

entre el modo de acción del pesticida y el grado de penetración al interior del fruto 

(pulpa).  

III.2.2. ESTUDIO EN CAMPO DE DISTRIBUCIÓN Y EVOLUCIÓN DE 

RESIDUOS EN UVA. 

En la campaña de 2009, cien cepas de la variedad tempranillo y de la 

Denominación de Origen Calificada Rioja,  fueron seleccionadas para llevar a cabo 

un estudio de la evolución y distribución de residuos de piraclostrobin y boscalid 

en las diferentes partes de la uva. Estas cepas fueron tratadas a finales de julio con 

las tres formulaciones objeto de estudio: Cantus® (50% p/p boscalid), Cabrio Top® 

(5% p/p piraclostrobin) y Bellis®, mezcla de ambos fungicidas (piraclostrobin 

12,8% p/p; boscalid 25,2% p/p) a las dosis recomendadas por el fabricante (BASF, 

España), 1,0, 2,0 y 0,8 kg por hectárea, respectivamente. Las muestras de uva 

fueron recogidas a los días 1, 3, 7, 15, 25 y 35 después de realizar la aplicación. Se 
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eligió un plazo máximo de 35 días debido a que es el plazo de seguridad más alto 

que presentan las formulaciones utilizadas, en concreto, Cabrio Top®.  

Los residuos en uva fueron analizados mediante los mismos métodos de 

utilizados para el estudio llevado a cabo en laboratorio [Anexo V]. La proporción 

encontrada en cada parte del fruto se muestra en la figura III.10. para 

piraclostrobin y en la figura III.11. para boscalid, tanto para los tratamientos 

individuales (Cabrio Top®, piraclostrobin y Cantus®, boscalid) como para la 

mezcla (Bellis®).  

Piraclostrobin 

Como ya se había observado en el laboratorio (tabla III.4), los valores de 

residuos encontrados para este fungicida en piel oscilaron entre 53% y 58%. Sin 

embargo en la aplicación individual en campo, figura III.10, la concentración en 

piel no llega a alcanzar el equilibrio observado en el estudio de laboratorio, 

disminuyendo de 76% hasta 58%. Los residuos encontrados en superficie y piel 

penetran en pulpa conforme pasan los días de experimento, aumentando así la 

concentración en esta última desde 10% a 39%. 

En superficie se encontró la menor concentración de residuos, disminuyendo 

la proporción en los siguientes días a su aplicación. Factores climatológicos o el 

paso de estos residuos a partes internas de la uva (piel o pulpa) pueden dar lugar a 

esta disminución. 

Si se comparan los porcentajes medios, considerando los diferentes niveles 

de concentración, obtenidos en laboratorio para cada parte de la uva después de 35 

días de estudio (superficie 6,8%, piel 54,1% y pulpa 39,0%) con los valores 

obtenidos en campo para el tratamiento individual (superficie 3,3%, piel 58,0% y 
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pulpa 38,7%) se puede decir que no hay diferencias. El valor obtenido para la 

relación Q entre los residuos de pulpa y piel fue de 0,668 ± 0,017 para el 

tratamiento individual mientras que en laboratorio los valores oscilaron entre 0,534 

± 0,019 para el primer día después del tratamiento y 0,714 ± 0,063 para el día 35. 

Estos datos demuestran que se pueden extrapolar las conclusiones obtenidas en el 

laboratorio a lo que suceda en campo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.10. Distribución de los residuos de piraclostrobin en las diferentes partes de la uva 

(superficie, piel y pulpa) para el tratamiento individual (Cabrio Top®) y mezcla (Bellis®). 
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Por el contrario, en el caso de la aplicación mezcla, la proporción en piel se 

mantiene constante a lo largo de los 35 días mostrando un equilibrio como el que 

se observaba en el estudio realizado en laboratorio. Así, los residuos que 

inicialmente se encuentran en superficie son los que van penetrando, a través de la 

piel, hasta la pulpa. La distribución final encontrada en uva (superficie 2,4%, piel 

75,0% y pulpa 22,6%) no coincide con la distribución obtenida en el laboratorio 

Como se puede observar, la penetración a pulpa fue menor, ofreciendo un valor de 

Q de 0,301 ± 0,020. Estos datos muestran la influencia que tiene la presencia de 

boscalid en la distribución de piraclostrobin en las diferentes partes de la uva. 

El porcentaje de reducción de la cantidad total de fungicida encontrada 

inicialmente y la cantidad final obtenida después de 35 días fue del 90% 

aproximadamente para el tratamiento individual y de un 93% en el caso de la 

mezcla por lo que se puede suponer que la disipación total de los residuos de este 

fungicida para ambos tratamientos es muy similar, aunque difiera en su 

distribución en las partes de la uva. 

Boscalid 

Como ocurría para piraclostrobin y el resto de fungicidas estudiados, 

boscalid mostró un equilibrio en piel cuando el estudio se realizó en laboratorio. 

En dicho estudio, la concentración en esta parte de la uva osciló entre 53% y 63% 

entre las distintas concentraciones y a lo largo de los 35 días. El aumento en el 

contenido en pulpa parece estar relacionado con la disminución observada en 

superficie, residuos que pasan a piel y posteriormente a pulpa.  
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Sin embargo, la aplicación en campo no muestra ese equilibrio en piel (ver 

figura III.11). Gran parte de la cantidad de residuos inicial encontrada en piel se 

distribuye posteriormente entre la superficie y la pulpa en ambos tratamientos. 

 

    

  

 

 

 

  

 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.11. Distribución de residuos de boscalid en las diferentes partes de la uva 

(superficie, piel y pulpa) para el tratamiento individual (Cantus®) y mezcla (Bellis®). 
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Igual que ocurría en el caso de piraclostrobin como tratamiento individual, 

los porcentajes medios obtenidos en laboratorio para cada parte de la uva después 

de 35 días de estudio (superficie 4,9%, piel 56,7% y pulpa 38,4%) y la distribución 

observada en campo para el tratamiento individual (superficie 6,5%, piel 58,3% y 

pulpa 35,2%) son muy similares. La relación Q entre residuos de pulpa y piel 

mostró un valor de 0,602 ± 0,035 mientras que los valores obtenidos en laboratorio 

están comprendidos entre 0,496 ± 0,044 y 0,679 ± 0,028.  Se puede decir que la 

distribución ocurrida en campo se asemeja a la obtenida en laboratorio. 

En el caso de la aplicación mezcla, Bellis, la distribución final obtenida en el 

fruto (superficie 12,8%, piel 66,1% y pulpa 21,8%) no coincide con la distribución 

obtenida en el laboratorio comentada anteriormente. Como se puede observar, la 

penetración en pulpa fue menor, ofreciendo un valor de Q de 0,329 ± 0,013. La 

distribución de boscalid entre superficie, piel y pulpa se ve influenciada por la 

presencia de piraclostrobin en la uva. 

El porcentaje de reducción de la cantidad total de fungicida 

(independientemente de su localización) a lo largo de los días fue 65% en el caso 

del tratamiento individual y 64% en el caso de la mezcla, por lo que se puede 

indicar que la disipación total de los residuos de este fungicida para ambos 

tratamientos es muy similar independientemente de la presencia de otro fungicida 

en el fruto. 
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Las uvas destinadas a vinificación pueden contener residuos de fungicidas 

en el momento de la vendimia a causa de los tratamientos fitosanitarios 

efectuados en el viñedo. Estos residuos de fungicidas en uvas deberían 

encontrarse por debajo de los valores correspondientes a los LMRs establecidos 

en las disposiciones legales comunitarias, siempre y cuando se lleven a cabo bajo 

buenas prácticas agrícolas. No obstante, aún estando por debajo de los LMRs, 

estos residuos podrían tener efectos negativos sobre aquellos microorganismos 

responsables de las fermentaciones alcohólica y/o maloláctica. Como 

consecuencia de ello, se podrían registrar retrasos en el inicio de las 

fermentaciones e incluso producirse paradas fermentativas. Al mismo tiempo, y 

de forma contraria, las distintas etapas del proceso de vinificación (prensado, 

desfangado, maceración, fermentación, clarificación y filtración) podrían 

contribuir a la disminución de la tasa inicial de contaminación por fungicidas. 

En el presente capítulo se desarrolla el estudio de la evolución de los 

niveles residuales de dos fungicidas de nueva generación, piraclostrobin y 

boscalid, a lo largo de las diferentes etapas del proceso de vinificación de uva 

tinta variedad Tempranillo durante tres campañas pertenecientes a los años 2008, 

2009 y 2010.  Los resultados obtenidos en estas campañas dieron lugar a la 

publicación del artículo recogido en el Anexo VI. 

III.3.1. APLICACIÓN EN CAMPO 

Las aplicaciones de las distintas formulaciones fueron llevadas a cabo 

durante tres años, 2008, 2009 y 2010 en una parcela experimental situada en 

Aldeanueva de Ebro, La Rioja, adscrita a la D.O. Ca. Rioja. La parcela presenta 

una superficie aproximada de 3000 m2 y fue dividida en grupos de 6 filas cada 
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uno, tal y como puede verse en la figura III.12, con 40-50 cepas por fila. La 

separación entre filas y cepas es de 2,6 y 1,2 m, respectivamente. En cada grupo 

de filas se realizó la aplicación del tratamiento correspondiente. Sólo se 

vendimiaron las filas centrales con el fin de evitar contaminación entre unos y 

otros tratamientos (en la figura se muestran con mayor grosor). Con el objetivo 

de tener uvas control de la parcela se dejaron un número de filas sin tratamiento 

alguno. 

 

 

 

 

 

Figura III.12. Distribución de las aplicaciones en la parcela experimental según las buenas 

prácticas agrícolas (BPA) y las  prácticas agrícolas críticas (PAC).  Productos fitosanitarios 

aplicados 

TRATAMIENTOS 

Nombre 
Comercial 

Formulación Fabricante 
Dosis  

(kg ha-1) 
Fechas 

aplicación  

Plazo de 
seguridad 

(días) 

Cabrio Top metiram (55 %) 
piraclostrobin (5 %) 

BASF Española 
S.A. 

2 Mayo y/o 
Junio 

35 

Cantus boscalid (50 %) 
BASF Española 

S.A. 
1 

Julio (2008 y 
2010) 

Agosto (2009) 

28 

Bellis piraclostrobin (12,8 %) 
boscalid (25,2 %) 

BASF Española 
S.A. 

0,8 
Entre mayo y 

agosto (máximo 
2) 

15 

Control Cantus Bellis Cabrio Top

PAC BPA

Cantus Bellis Cabrio Top Control Cantus Bellis Cabrio Top

PAC BPA

Cantus Bellis Cabrio Top
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La viña utilizada para el estudio produce uva tinta V. vinífera cv. 

Tempranillo, una variedad común en esta zona, y procede de cepas con una 

antigüedad de 8 años. Tres nuevas formulaciones comerciales para el tratamiento 

contra mildiu, oidio y botritis se aplicaron sobre estas uvas: Cantus®, Cabrio 

Top® y Bellis®. Estos productos fitosanitarios fueron seleccionados por presentar 

en su formulación sustancias activas fúngicas de nueva generación: 

piraclostrobin, boscalid y la mezcla de ambos. La composición de estas 

formulaciones comerciales, así como las dosis y las fechas de aplicación de cada 

año y plazos de seguridad se presentan también en la figura III.12.  

El número de aplicaciones realizadas para cada compuesto así como la 

dosis aplicada fueron las recomendadas por el fabricante, acorde con las buenas 

prácticas agrícolas (BPA). Sin embargo y con el fin de asegurar la presencia de los 

fungicidas en uva en el momento de la vendimia y con ello en el proceso de 

vinificación, se realizó una única aplicación a las mismas dosis para cada 

compuesto siete días antes de la vendimia en base a las prácticas agrícolas críticas 

(PAC). De este modo se asegura la presencia de residuos en la uva vendimiada 

pudiendo así estudiar la disipación de éstos en todas las etapas del proceso de 

elaboración.  

III.3.2. EVOLUCIÓN DE RESIDUOS DE PIRACLOSTROBIN Y 

BOSCALID DURANTE EL PROCESO DE VINIFICACIÓN DE UVA 

TINTA TEMPRANILLO 

Para llevar a cabo este estudio se vendimió la uva tinta variedad 

Tempranillo en el mes de octubre de las diferentes campañas 2008, 2009 y 2010. 

Con las uvas vendimiadas se llevaron a cabo vinificaciones por duplicado en la 
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bodega experimental de la Universidad de La Rioja, siguiendo un proceso de 

vinificación clásico en vino tinto [ver esquema en Anexo VI  y en el Capítulo I de 

esta memoria]. Además se llevó a cabo la vinificación de uvas control en ausencia 

de dichas materias activas. Para evaluar los niveles residuales de estos dos 

fungicidas se tomaron las siguientes muestras a lo largo del proceso de 

vinificación: 

• Muestras de uva vendimiada. 

• Muestras de mosto, obtenido tras el estrujado de la uva (día 1 de la 

fermentación alcohólica). 

• Muestras en los días 3, 4, 6 y 8 de la fermentación alcohólica. 

• Muestra de las lías tras el trasiego realizado al acabar la fermentación 

alcohólica. 

• Muestras en los días 1, 10, 15, 20, 25 y 30 días de la fermentación 

maloláctica, además de una vez terminada ésta. 

• Muestras de vino al finalizar la clarificación con bentonita más gelatina. 

• Muestras de vino tras filtrarlo con filtros de nylon, 0,45 µm. 

Las concentraciones residuales de los fungicidas detectados en uva 

vendimiada y en vino final obtenido se recogen en la tabla III.5.  

Las concentraciones detectadas en uvas vendimiadas en las tres campañas 

estudiadas fueron inferiores a los LMRs establecidos por la UE para uvas de 

vinificación (piraclostrobin 2000 mg kg-1 y boscalid 5000 mg kg-1), tanto para uvas 

tratadas bajo BPA como para las tratadas bajo PAC. 
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Tabla III.5. Concentraciones residuales de fungicidas en muestras de uva y vino 
embotellado durante las campañas 2008, 2009 y 2010. 

 
BPA: buenas prácticas agrícolas 
PAC: prácticas agrícolas críticas 
LD: límite de detección (LDpiraclostrobin-uva=1,7 µg Kg-1; LDpiraclostrobin-vino=1,2 µg Kg-1) 
a: media ± SD (n = 2).  

El porcentaje de reducción de la tasa de contaminación global del proceso 

de vinificación en términos de concentración (ver tabla III.5.) fue superior al 75% 

Muestrasa 

Fungicida 
Formulación 

comercial 
Aplicación 

Uva 
(µg kg-1) 

Vino 
(µg L-1) 

Reducción 
de los 

residuos 
(%) 

2008 

Piraclostrobin Cabrio Top BPA <LD <LD ---- 

  PAC 1358 ± 136 <LD >99 

Boscalid Cantus BPA 91,1 ± 1.8  9 ± 1 90 

  PAC 3383 ± 225 839 ± 58 75 

2009 

Piraclostrobin Cabrio Top BPA 58,3 ± 3,9 <LD >99 

  PAC 1567 ± 98 <LD >99 

 Bellis BPA <LD <LD ---- 

  PAC 1044 ± 93 <LD >99 

Boscalid Cantus BPA 408 ± 26 37 ± 3 90 

 Bellis BPA 266 ± 22 32 ± 3 88 

  PAC 3201 ± 204 603 ± 57 81 

2010 

Piraclostrobin Cabrio Top BPA <LD <LD ---- 

 Bellis BPA <LD <LD ---- 

  PAC 1312 ± 108 <LD >99 

Boscalid Cantus BPA 198 ± 14 18 ± 2 91 

 Bellis BPA 113 ± 8 7± 1 94 

  PAC 3527 ± 331 796 ± 86 78 
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para boscalid en todos los casos y a 99% para piraclostrobin en las tres campañas. 

Estos porcentajes de reducción de los niveles residuales durante la vinificación 

coinciden con los obtenidos por otros autores para ambos fungicidas [Edder et al.; 

2009; Garau et al.; 2009; González-Rodríguez et al.; 2011a], los cuales indican que 

la disminución de ambos fungicidas es debida principalmente a procesos de 

adsorción sobre orujos, fangos y lías 

Piraclostrobin 

Los residuos encontrados en uva de este fungicida de manera general 

fueron inferiores al límite de detección durante las tres campañas tras la 

aplicación de los tratamientos de Cabrio Top y Bellis (mezcla) bajo BPA, excepto 

para el tratamiento con Cabrio Top en 2009, que presentó una concentración de 

58 µg kg-1 desapareciendo totalmente en la fase de estrujado de la uva. Por ello, el 

estudio de la disipación de los residuos de este fungicida se llevó a cabo gracias a 

la aplicación de estos tratamientos bajo PAC.  

A partir de las concentraciones determinadas en todas las muestras del 

proceso de vinificación, se calcularon los porcentajes presentes de residuo en 

cada etapa. Los valores obtenidos para piraclostrobin según los diferentes 

tratamientos se esquematizan en la figura III.13. (datos numéricos ver Anexo 

VI)en la que claramente se aprecia que todas las etapas del proceso de 

vinificación contribuyeron en mayor o menor medida a la disipación de los 

residuos.  

La etapa de estrujado ejerció un efecto considerable en la reducción de los 

residuos permaneciendo en el mosto la mitad de la concentración inicial de 

residuos, entre un 42%-53%. 
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Figura III.13. Porcentaje de residuos de piraclostrobin que permanecen después de las 

diferentes etapas de vinificación para los tratamientos Cabrio Top y Bellis bajo PAC: 1) 

uva; 2) mosto; 3) final fermentación alcohólica; 4) final fermentación maloláctica; 5) 

clarificación; 6) filtración. 
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finales (ver tabla III.5.) no superaron el límite de detección para este fungicida en 

ningún caso, independientemente del tratamiento aplicado.   

Tal y como se expuso en la introducción, no existen valores de LMRs de 

plaguicidas en vino en la UE. Únicamente países como Italia y Suiza han 

demostrado su iniciativa legislativa al establecer LMRs en vino para algunos de 

ellos. En el caso de piraclostrobin, se estableció un límite máximo de 0,05 mg Kg-1 

en Italia [Decreto del Ministero della Salute—19 aprile 2006; Decreto del 

Ministero del Lavoro, della Salute e delle Politiche Sociali—23 luglio 2008]. Las 

concentraciones finales obtenidas en este estudio y para este fungicida en base a 

los ensayos realizados son inferiores a estos LMRs y por ello cumplen con dicha 

legislación.. 

Una vez analizadas todas las muestras del proceso y obtenidos los valores 

de concentración, se realizó un estudio cinético para la disipación encontrada en 

ambas etapas fermentativas. Para ello, dichos valores se ajustaron al siguiente 

modelo matemático:  

           Rt = R0 e-kt                                ln Rt = ln R0 – Kt 

donde Rt es la concentración del residuo al tiempo t (µg L-1), R0 es la 

concentración inicial al tiempo t = 0 (µg L-1), K es la constante de decaimiento del 

fungicida (coincide con la pendiente), y t es el tiempo en días.  

En la figura III.14. se representan gráficamente los ajustes lineales 

obtenidos entre el logaritmo neperiano de la concentración de los residuos y el 

tiempo. Los coeficientes de correlación lineal fueron superiores a 0,9823 en 

fermentación alcohólica y superiores a 0,9851 en fermentación maloláctica. Los 

valores para la constante de decaimiento K (pendientes de las rectas) fueron 
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superiores en fermentación alcohólica  (aproximadamente el doble) que en 

fermentación maloláctica indicando que la primera de éstas contribuye a una 

mayor disipación de los residuos de piraclostrobin.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura III.14. Ajustes lineales entre el logaritmo neperiano de la concentración residual de 

piraclostrobin para la fermentación alcohólica (triángulos naranjas) y la fermentación 

maloláctica (cuadrados granates) para los tratamientos, Cabrio Top y Bellis, bajo PAC. 

Los valores de K para fermentación alcohólica resultaron muy similares 

entre los  años en que se aplicó cada tratamiento y entre tratamientos mostrando 

valores de 0,1208 a 0,1678. Lo mismo ocurrió para los valores de K en la 

fermentación maloláctica (valores comprendidos entre 0,0481 y 0,0615). Por tanto, 

se puede decir como conclusión que la disipación de los residuos de 
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piraclostrobin no se ve influenciada significativamente por la presencia de otras 

materias activas y la proporción en que este fungicida se encuentra en los 

productos comerciales utilizados en el tratamiento de las uvas vendimiadas. 

Boscalid 

Los residuos encontrados de este fungicida durante las tres campañas tras 

la aplicación de los tratamientos de Cantus y Bellis (mezcla) bajo BPA y PAC 

fueron inferiores al límite máximo de residuos (5000 mg kg-1). Debido a la 

presencia de residuos de boscalid en las aplicaciones según las BPA y la 

posibilidad de estudiar así la disipación, la aplicación bajo PAC para Cantus sólo 

se realizó el primer año de estudio, que corresponde a la campaña 2008.   

A partir de las concentraciones determinadas en todas las muestras del 

proceso de vinificación, se calcularon los porcentajes presentes de residuo en 

cada etapa. Los valores obtenidos para boscalid según los diferentes tratamientos 

se esquematizan en la figura III.15. (datos numéricos en Anexo VI) en la que se 

puede apreciar, igual que en el caso de piraclostrobin, que todas las etapas del 

proceso de vinificación contribuyeron a una reducción en la cantidad de residuos.  

La etapa de estrujado ejerció un efecto considerable en la reducción de los 

residuos permaneciendo en el mosto entre 30% y 47% de la concentración inicial 

encontrada en uva. En las siguientes etapas, los residuos siguieron disminuyendo 

hasta quedar en el vino ya formado después de la fermentación alcohólica entre 

20% y 40% aproximadamente de este fungicida.  

Posteriormente la fermentación maloláctica contribuyó con una 

reducción de un 5% de media en todos los casos. 
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Figura III.15. Porcentaje de residuos de boscalid que permanecen después de las diferentes 

etapas de vinificación para los tratamientos de Cantus y Bellis (mezcla) bajo BPA y PAC: 1) 

uva; 2) mosto; 3) final fermentación alcohólica; 4) final fermentación maloláctica; 5) 

clarificación; 6) filtración. 
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La clarificación produjo una eliminación < 5%, muy similar a la obtenida 

mediante la etapa de filtración, contribuyendo ésta con una disminución de entre 

1% y  3%. Las concentraciones encontradas en los vinos finales ya filtrados (ver 

Tabla III.5.) obtenidos bajo BPA estuvieron entre 7 y37 µg kg-1 de boscalid siendo 

inferiores al LMR establecido para este fungicida en Italia o Suiza para la matriz 

vino (1000 µg kg-1) [Decreto del Ministero del Lavoro, della Salute e delle 

Politiche Sociali—23 luglio 2008; Ordonnance du DFI du 26 juin 1995]. 

Una vez analizadas todas las muestras del proceso y obtenidos los valores 

de concentración, se realizó un estudio cinético para la disipación que se produce 

en ambas etapas fermentativas. Para ello, dichos valores se ajustaron al siguiente 

modelo matemático:  

         Rt = R0 e-kt                                ln Rt = ln R0 – Kt 

donde Rt es la concentración del residuo al tiempo t (mg L-1), R0 es la 

concentración inicial al tiempo t = 0 (mg L-1), K es la constante de decaimiento del 

fungicida, y t es el tiempo en días.  

En la figuras III.16. y III.17. se representan gráficamente los ajustes lineales 

obtenidos entre el logaritmo neperiano de la concentración residual y el tiempo 

según BPA y PCA, respectivamente. Los valores para los coeficientes de 

correlación lineal fueron superiores a 0,9122 en fermentación alcohólica y 

superiores a 0,9355 en fermentación maloláctica. Los valores obtenidos para la 

constante de decaimiento K fueron superiores en fermentación alcohólica en 

todos los casos, independientemente del tratamiento y de las prácticas agrícolas 
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aplicadas, indicando así que la primera etapa contribuye a una mayor disipación 

para los residuos de boscalid.  

 

 

 

  

 

 

  

  
Figura III.16. Ajustes lineales entre el 

logaritmo neperiano de la concentración 

residual de boscalid para la fermentación 

alcohólica (triángulos naranjas) y la 

fermentación maloláctica (cuadrados 

granates) para ambos tratamientos, Cantus 

y Bellis, bajo BPA. 
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Los valores de K para fermentación alcohólica resultaron muy similares 

entre los tres años en que se aplicó cada tratamiento y entre ambos tratamientos, 

Cantus y Bellis, viéndose afectado su valor según las prácticas agrícolas 

realizadas. Lo mismo ocurrió para los valores de K en fermentación maloláctica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.17. Ajustes lineales entre el 

logaritmo neperiano de la concentración 

residual de boscalid para la fermentación 

alcohólica (triángulos naranjas) y la 

fermentación maloláctica (cuadrados 

granates) para ambos tratamientos, 

Cantus y Bellis, bajo PAC. 
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para las muestras realizadas bajo BPA y sin embargo las K de decaimiento son 

inversamente proporcionales a dicha concentración. En el caso de fermentación 

alcohólica los valores obtenidos se encuentran entre 0,02 y 0,04 dias-1 mientras 

que para vinificaciones con tratamientos bajo BPA mostraron valores entre 0,06 y 

0,08 dias-1. La misma situación se observa para los valores de K de fermentación 

maloláctica. Los vinos elaborados con uvas tratadas bajo BPA mostraron valores 

de 0,010-0,015 dias-1, mientras que los vinos bajo PAC dieron valores inferiores a 

0,01 dias-1. 
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La calidad del vino final depende de la calidad de la uva vendimiada. Para 

obtener vinos de alta calidad es necesario vendimiar las uvas sanas y en su estado 

óptimo de maduración. Las enfermedades presentes en el viñedo como son 

botritis, oidio y mildiu obligan a los agricultores al uso de pesticidas con el fin de 

mantener la uva en perfecto estado. La presencia de residuos de estos plaguicidas 

puede modificar la estructura de las membranas celulares de levaduras y 

bacterias responsables del proceso de vinificación, afectando su función 

específica. Como resultado de ello se puede producir una variación en la 

población y en la especie de microorganismos encontrados en el mosto, pudiendo 

dar lugar a ralentizaciones en los procesos fermentativos (fermentación alcohólica 

y fermentación maloláctica) y variación de la actividad de enzimas que participan 

en el metabolismo de polifenoles, dando lugar a cambios en el color y/o la 

astringencia de los vinos finales. Todo ello se traduce en una pérdida de calidad 

en el vino final obtenido. 

III.4.1. DETERMINACIONES ANALÍTICAS EN VINO 

Durante todo el proceso desde la vendimia hasta el vino final se 

determinaron los parámetros enológicos convencionales. Para controlar la 

evolución de la fermentación alcohólica se midieron densidad y temperatura así 

como anhídrido sulfuroso libre y total de acuerdo con los métodos oficiales de la 

OIV. Grado alcohólico, pH, azúcares reductores, acidez total y acidez volátil 

fueron medidos mediante FTIR (Espectroscopía de Infrarrojo con Transformada 

de Fourier) con el equipo FOSS WineScan. El resto de parámetros se analizaron 

siguiendo la metodología explicada a continuación para cada uno de ellos: 
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Índice de Polifenoles Totales (IPT) 

El índice de polifenoles totales se determinó midiendo la absorbancia a  280 

nm en una cubeta de cuarzo de 10 mm, previa dilución del vino 1:100 con agua 

destilada [Ribéreau-Gayon, 1999] y se calculó de la siguiente manera: IPT = A280 

x 100. 

Antocianos Totales 

La decoloración de los antocianos por adición de sulfuroso permite evaluar 

la cantidad de antocianos libres de una muestra de vino [Ribéreau-Gayon, 1965]. 

A 1 mL de vino, se añaden 1 mL de etanol y 20 mL de HCl al 0,7 % (m/v) en un 

vaso de precipitados. Se toman 5 mL de esta mezcla y se le añaden 2 mL de agua 

destilada (control). Por otro lado, se añaden 2 mL de NaHSO3 al 7 % (m/v) a otros 

5 mL de la mezcla inicial. Al cabo de 10 minutos se midieron las absorbancias a 

520 nm en cubetas de 10 mm. El contenido del vino en antocianos totales 

responde a la siguiente fórmula: Antocianos Totales = (A1-A2) x 875 mg L-1 donde 

A1 es la absorbancia del control (sin adicionar sulfuroso), A2 es la absorbancia de 

la muestra decolorada por adición de sulfuroso y 875 corresponde al coeficiente 

de extinción molar de malvidina (antociano patrón). 

Taninos Totales 

Este parámetro se determina por calentamiento en medio ácido 

produciéndose la formación de antocianidinas a partir de los taninos [Ribéreau-

Gayon, 1965]. Se diluye el vino 1:50 en agua destilada. Se preparan dos tubos 

conteniendo 2 mL de la dilución, 1 mL de agua destilada y 6 mL de HCl 12 N. 

Uno de los tubos se tapó herméticamente, protegiéndolo de la luz y se mantuvo 



         _                                                                                Influencia de la presencia de piraclostrobin y boscalid… 

   151 

al baño maría durante 30 min. El otro tubo se dejó a temperatura ambiente. Al 

cabo de ese tiempo, el primer tubo se sacó y se enfrió de forma rápida sobre hielo. 

Seguidamente, a los dos tubos se les adicionó 1 mL de etanol y se midieron las 

absorbancias a 550 nm. Los taninos totales (g L-1) se calcularon según la fórmula  

Taninos totales = (A1-A2) x 19,33 donde A1 es la absorbancia de la muestra 

procedente del tubo hervido, A2 es absorbancia de la muestra procedente del 

tubo a temperatura ambiente y 19,33 corresponde al coeficiente de extinción 

molar de cianidina. 

Índice de astrigencia 

En este trabajo se utilizó un método propuesto anteriormente por Zamora 

et al, 1994. 

Se prepararon una serie de disoluciones, de distintas concentraciones de 

ácido tánico y de ovoalbúmina en vino sintético (4 g L-1 de ácido tartárico y 95 g 

L-1 de etanol,  pH = 3,5). Las concentraciones de ovoalbúmina utilizadas para la 

recta de calibrado fueron: 0,0; 0,4; 0,8; 1,6; 2,4; 3,2 y 4,0 g L-1 mientras que para 

ácido tánico fueron 0,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 y 10,0 g L-1. 

La recta de calibrado se realizó a partir de la preparación de 42 tubos, 

conteniendo cada uno de ellos 1 mL de disolución de ácido tánico y 1 mL de 

disolución de ovoalbúmina, combinando cada concentración de ésta con las seis 

valores de concentración correspondientes al ácido tánico. 

Los tubos se agitaron y al cabo de 10 minutos se centrifugaron a 4000 rpm 

durante 10 minutos. Seguidamente el sobrenadante se diluyó 1:50 con agua 

destilada y se midieron las absorbancias a 280 nm en cubeta de cuarzo de 10 mm. 
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El blanco se hizo con la disolución sintética de vino. Seguidamente, se procedió 

de la misma forma, pero empleando las muestras de vinos en lugar de los 

estándares de ácido tánico. 

Índice de etanol 

Este índice representa el porcentaje de taninos unidos a polisacáridos, es 

decir, taninos no astringentes. 

Se diluye 1 mL de vino a 10 mL enrasando con alcohol etílico. Se 

homogeneizó y dejó reposar durante 24 horas. Pasado este tiempo, se centrifugó 

para eliminar el precipitado, determinando después la absorbancia a 280 nm del 

sobrenadante previa dilución 1:100 con agua destilada (A2). 

Por otro lado, se determinó la A280 del vino original, diluido 1:100 con 

agua destilada (A1). 

El índice de etanol se calcula: 

Índice de etanol (%) = 100 x (A1-A2)/A1 

Coordenadas de color CIELab 

Para la obtención de las coordenadas de color, se midió el espectro del vino 

en el rango visible, entre 380 y 780 nm, en una cubeta de cuarzo de 2 mm de 

camino óptico, para evitar la realización de diluciones. A partir de los resultados 

del espectro, se obtienen las coordenadas de color CIELab por medio de los 

valores triestímulo X, Y y Z utilizando el iluminante D65 y el observador CIE 

1964, de acuerdo con el método propuesto por la OIV.  La coordenada a* 

corresponde a la tonalidad que va del verde (-a*) al rojo (+a*), la coordenada b* 

corresponde a la tonalidad que va del amarillo (+b*) al azul (-b*) y la coordenada 
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L* que expresa la claridad o capa que tiene una graduación entre el blanco (+L*) y 

el negro (-L*). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.18.  L* = luminosidad del color. a* = valores (-) indican verde y (+) rojo. b* = 

valores (-) indican azul y (+) amarillo. 

Los valores típicos encontrados para estas tres coordenadas en vinos tintos y la 

carta de colores para los vinos correspondientes a la Denominación de Origen Calificada 

Rioja son mostrados en la siguiente figura (figura III.19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.19. Carta de colores y valores de las coordenadas CIElab para vinos tintos 

Color a* b* L* 

Rojo violáceo 30 15 8 

Rojo púrpura 50 34 19 

Rojo granate 50 34 34 

Rojo cereza 54 43 29 

Rojo rubí 54 43 42 

Rojo teja 50 48 43 

Rojo castaño 51 53 37 

Marrón >51 >62 >40 
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Los valores mostrados en la figura anterior para las tres variables indican 

que conforme el vino es conservado durante más años, los valores de dichas 

variables aumentan. 

III.4.2. FRACCIONAMIENTO DE COMPUESTOS FENÓLICOS 

Las muestras de este trabajo fueron fraccionadas mediante una columna de 

GPC (Gel Permeation Chromatography), con el fin de separar los compuestos 

fenólicos poliméricos, de alto peso molecular que interfieren en la separación y 

resolución cromatografica, de los monoméricos y oligoméricos los cuales si se 

pueden separar y cuantificar mediante técnicas cromatográficas [Guadalupe et al. 

2006]. 

El primer paso en el estudio de fraccionamiento de los vinos consiste en la 

preparación de la columna de sílice. Para ello se llevó a cabo el empaquetamiento 

del gel GPC (Toyopearl HW-50F) en una columna Millipore (Bedford, MA, USA) 

con dimensiones de 120 mm x 12 mm.  

Se introducen pequeñas cantidades de sílice disuelta en agua destilada en 

la columna para que se vaya compactando la sílice a lo largo de la misma hasta 

llegar a los 12 centímetros de longitud. El agua añadida en exceso se elimina por 

la parte inferior de la columna para favorecer la compactación de la columna de 

sílice. Además, el agua sobrante que queda por encima de la sílice en el extremo 

superior se elimina mediante una pipeta pasteur.  

Una vez compactada se cierra con un tapón la parte inferior de la columna 

de fraccionamiento con el objetivo de que la columna no pierda más agua. La 

columna de sílice debe estar siempre húmeda para evitar la formación de 

burbujas y la ruptura de la columna (aparición de grietas). En caso de que la 
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columna tuviera burbujas o empezara a agrietarse se comenzaría de nuevo todo 

el proceso.  

Previa a la inyección de los dos mililitros de vino, es necesario purgar todo 

el sistema con el eluyente a un flujo de 1 mL min-1 con el objetivo de eliminar todo 

el aire que pudiera haber en las conexiones. Una vez inyectado el vino se deja 

pasar el eluyente durante 60 minutos, con lo cual se obtienen 60 mL de una 

fracción que contiene los polifenoles de menor peso molecular. La fase de elución 

fue una disolución de etanol al 55% (v/v) en agua destilada con 1 mL de TFA 

(ácido trifluoroacético). El flujo de la fase de elución es de un 1 mL min-1. Así se 

eluyen los siguientes grupos de  polifenoles : 

- Flavanoles (catequinas y epicatequinas)                   

- Flavonoles                    

- Ácidos hidroxinómicos                    

- Antocianos (mayoritariamente malvidina)              

  La columna de sílice se puede utilizar para fraccionar unos 12-15 vinos; y 

entre la elución de uno y otro vino no es necesario limpiar la columna. Entre la 

inyección de un vino y otro la columna de sílice debe acondicionarse de nuevo 

dejando pasar la fase de elución durante 5 minutos. 

Eluidos los vinos, se colocan los 60 mL de eluyente en el rotavapor a una 

temperatura de 20ºC durante 1 hora con el objetivo de eliminar la mayor cantidad 

etanol que sea posible antes de pasarlas al liofilizador. A continuación, los 

matraces con las muestras a las cuales se les ha eliminado parcialmente el 

disolvente, son llevados a un congelador industrial para enfriarlas a –80 ºC 
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durante un día para posteriormente someterlos a una liofilización. Esta técnica 

consiste en exponer la muestra congelada a elevadas presiones y bajas 

temperaturas con el objetivo de conseguir la total evaporación del disolvente. 

Transcurridas las 24 horas que deben permanecer las muestras en el liofilizador, 

se obtiene un sólido. Este sólido se redisolvió con una disolución agua-ácido 

fórmico en proporción 95:5 (v/v).  

III.4.3. DETERMINACIÓN DE COMPUESTOS POLIFENÓLICOS 

MEDIANTE UPLC-MS/MS (ESI ±).  

Los análisis fueron llevados a cabo usando el sistema cromatográfico 

Acquity UPLC system (Waters, Milford, MA, USA). La separación cromatográfica 

de 7,5 µL de muestra se realizó con la columna Acquity UPLC BEH C18 (100 mm 

×2,1 mm, 1,7 µm) fijando el horno de la columna a 40 ºC. Los eluyentes fueron (A) 

5% (v/v) ácido fórmico en agua y  (B) acetonitrilo más 0,1% (v/v) de ácido 

fórmico. El gradiente de elución fue el siguiente: isocrático 98% A durante 1 min, 

aumentando posteriormente de 2 a 40% B en 4 min, de 40 a 90% B en 3 min, de 90 

a 100% B en 2 min y finalmente disminuyendo de 100 a 2% B en 2 min para 

acondicionar de nuevo la columna.  

El analizador utilizado fue un Micro TOF-Q (Time Of Flight), de Bruker 

Daltonics equipado con una fuente de ionización por electrospray (ESI). Con el 

fin de confirmar la fragmentación de las moléculas, se analizaron las muestras 

por MS/MS utilizando como gas de fragmentación nitrógeno con las siguientes 

condiciones que se resumen en la tabla III.6. 
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Los parámetros para el análisis fueron establecidos en modo positivo y 

negativo adquiriendo en un rango de masas entre 50–1000 m/z. 

Tabla III.6. Condiciones en modalidad MS/MS auto 

ESI (+) ESI (-) 

Collision energy 8 eV Collision energy 10 eV 

Threshold absolute 800 cts Threshold absolute 800 cts 

Range 50-1000 m/z Range 50-1000 m/z 

Set capillary 4500 V Set capillary 4000 V 

Set End plate offset  -500 V Set End plate offset  -500 V 

Set Nebulizer 3,0 bar Set Nebulizer 3,0 bar 

Set Dry gas 9,0 l min-1 Set Dry gas 9,0 l min-1 

Set Dry heater 200 °C Set Dry heater 200 °C 

La identificación de los compuestos polifenólicos se realizó mediante la 

utilización de patrones y el estudio de los espectros de masas en comparación con 

la información encontrada en la bibliografía. 

A continuación se muestra la identificación de los polifenoles dividido por 

familias: antocianos, flavanoles, ácidos hidroxicinámicos y flavonoles.  

La identificación de antocianos se realizó trabajando por UPLC-MS/MS ESI 

en modo positivo y flavonoles, flavanoles y ácidos hidroxicinámicos en ESI-. La 

tabla III.7. indica, para cada compuesto polifenólico, su nombre, la masa 

encontrada y el fragmento que identifica el equipo tras la fragmentación con 

nitrógeno. 

 

La cuantificación de los compuestos polifenólicos se realizó mediante la 

utilización de cuatro patrones, correspondientes a cada uno de los grupos de.  
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Tabla III.7. Parámetros de masas para los compuestos polifenólicos identificados 

Tiempo de 
retención(min) 

Compuesto 
[M-H]+ o[M-H]-   

 (m/z) 
MS/MS fragmento 

(m/z) 

Antocianos [M-H]+  

2,66 Delfinidina-3-O-glucosido 465 303 

2,86 Cianidina-3-O-glucosido 449 287  

2,95 Petunidina-3-O-glucosido 479 317  

3,16 Peonidina-3-O-glucosido 463 301 

3,22 Malvidina-3-O-glucosido 493 331 

3,41 Delfinidina-3-O(6-o-acetil)glucósido 507 317 

3,68 Petunidina-3-O-6-acetilglucósido 521 331 

3,73 Delfinidina-3-O- glucosido coumarato 611 303 

3,77 Peonidina-3-O-6- acetilglucósido 505 301 

3,81 Malvidina-3-O-6- acetilglucósido 535 331 

3,92 Cianidina-3-O-6 glucosido coumarato 595 287 

3,97 Petunidina-3-O-6 glucosido coumarato 625 317 

4,18 Peonidina-3-O-6 glucosido coumarato 609 301 

4,21 Malvidina-3-O-6 glucosido coumarato 639 331 

Flavanoles [M-H]-  

0,82 Ácido gálico 169 125 

2,14 Catequina 289 203 

Ácidos hidroxicinámicos [M-H]-  

2,19 Ácido caftárico 311 179 

2,20 Ácido cafeico 179 135 

2,71 Ácido cutárico 295 149 

2,71 Ácido cumárico 163 119 

Flavonoles  [M-H]-  

2,65 Quercetina 3-O-galactosido 463 301 

3,26 Miricetina 3-O-glucosido 479 316 

3,57 Quercetina 3-O-glucuronido 477 301 

3,60 Quercetina 3-O-glucosido 463 301 

3,87 Kaempferol 3-O-glucosido 447 285 

4,03 Miricetina 317 179 

4,66 Quercetina 301 179 

5,23 Kaempferol 285 269 
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compuestos polifenólicos estudiados: malvidina para antocianos;  quercetina 

para flavonoles; ácido cafeíco para ácidos hidroxicinámicos y catequina para 

flavanoles Los cuatro patrones fueron proporcionados por Sigma Aldrich 

(Madrid).  

Inicialmente, se inyectaron los cuatro patrones y se buscaron las masas 

establecidas en bibliografía. Una vez determinado el tiempo de retención de cada 

uno, se realizaron rectas de calibrado para cada patrón con el fin de cuantificar 

todos los compuestos polifenólicos en base al patrón correspondiente. El rango 

lineal estudiado, su coeficiente de correlación, el límite de cuantificación (LC) y el 

límite de detección (LD) se resumen en la tabla III.8. 

 
Tabla III.8. Parámetros analíticos obtenidos para los patrones de cuantificación 

 
 

III.4.4. ANÁLISIS SENSORIAL 

Aproximadamente tres meses después de finalizar el proceso de 

elaboración en las vendimias de 2008, 2009 y 2010, se realizaron los análisis 

sensoriales en la sala de análisis sensorial de la Universidad de La Rioja. Los 

análisis organolépticos fueron realizados por un panel de catadores compuesto 

por alumnos y egresados de la Licenciatura de Enología en la Universidad de La 

Rioja. El análisis sensorial se llevó a cabo para los vinos elaborados con uvas 

tratadas de acuerdo a los plazos de seguridad, es decir, el fungicida ha sido 

aplicado a la dosis y épocas recomendadas (BPAs). 

Compuesto Rango lineal (mg L-1) r2 LD (mg L-1) LC (mg L-1) 

Malvidina 0,5-75 0,9980 0,04 0,12 

Quercetina 0,25- 7 0,9873 0,01 0,02 

Ácido cafeico 1 - 100 0,9975 0,02 0,05 

Catequina 0,5 - 100 0,9981 0,02 0,05 
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El objetivo de la evaluación sensorial consistió en averiguar si el vino 

elaborado con uvas procedentes de cepas tratadas era diferente de manera 

significativa con respecto al control. Debido a que esto se corresponde con una 

aplicación clásica de un test de discriminación, se escogió un test Duo-Trio 

[Meilgard et al. 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 

consideraban similar al control A rellenando la ficha de cata mostrada en la 

figura III.20.  

 

 

 

 

 

 

 

 

       

Figura III.20. Ficha de cata para el test duo-trío 

Para el tratamiento de datos se utilizó un test binomial de una cola y para 

la expresión de los resultados se sumaron las repuestas correctas y se comparó 

con los datos correspondientes de la tabla III.9 para determinar si existen 

diferencias significativas entre las muestras. Para la discriminación, los panelistas 

consideraron las percepciones visuales (apariencia), olfativas (aromas y 

retronasal) y gustativas (sabores, tacto y postgusto).  
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Tabla III.9. Numero mínimo de repuestas necesarias para considerar significativo el 
resultado del test dúo-trío según los diferentes niveles significativos 
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III.4.5. INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE RESIDUOS DE 

PIRACLOSTROBIN Y BOSCALID 

VINIFICACIÓN 2008 

Influencia sobre levaduras y bacterias. Evolución de la fermentación 

alcohólica y maloláctica. 

Las cepas variedad tempranillo procedentes de la parcela de Aldeanueva 

de Ebro fueron tratadas con Cabrio Top® (5% piraclostrobin) y con Cantus® 

(50% boscalid) en las épocas y dosis comentadas en el capítulo 3.3, ambos según 

las  BPA y las PAC. Se dejaron un número de filas sin tratar con el fin de tener un 

testigo de la parcela. La uva tinta variedad Tempranillo se vendimió en cajas el 

día 09/10/08, 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 anhídrido 

sulfuroso en una cantidad de 50 mg L-1. La elaboración se realizó por triplicado 

tanto para el testigo-control como para cada uno de los tratamientos. El día 

10/10/2008 se inocularon levaduras de la cepa Uvaferm® VRB Saccharomices 

cerevisiae (Lallemand). Los depósitos fueron bazuqueados dos veces por día. El 

control de la densidad permitió seguir la evolución de la fermentación alcohólica. 

La densidad disminuye a medida que avanza la fermentación siendo en el mosto 

entre 1070 y 1120 g L-1 y en el vino entre los 990 y 998 g L-1. 

Al día siguiente de finalizar la fermentación alcohólica, se procedió al 

descube y el vino yema obtenido se llevó a depósitos de acero inoxidable de 15 L 
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de capacidad. Posteriormente  se llevó a cabo la fermentación maloláctica 

sembrando las bacterias lácticas MBR Alpha Oenococcus oeni. La fermentación 

maloláctica se dio por finalizada una vez la concentración de ácido láctico y de 

ácido málico fue menor de 2 g L-1 y 0,25 g L-1, respectivamente, midiendo ambos 

ácidos por FTIR (Espectroscopía de Infrarrojo con Transformada de Fourier) con 

el equipo FOSS WineScan. 

La figura III.21. representa el contenido en azúcar (expresado en porcentaje 

respecto al contenido inicial) del proceso de fermentación obtenido para el vino 

testigo y para los tratamientos con piraclostrobin y boscalid. Se observa en todos 

los casos una evolución similar de las fermentaciones entre mostos de uvas 

tratadas con respecto al control. La fermentación finalizó en aproximadamente 7 

días para los tratamientos con piraclostrobin y boscalid según BPA y 8 días para 

los tratamientos bajo PAC y el vino testigo. La presencia de residuos de 

piraclostrobin y boscalid en mosto, incluso a altas concentraciones, no parece 

tener influencia en la actividad de las levaduras fermentativas ni por tanto en la 

evolución de la fermentación alcohólica. En el caso de la fermentación 

maloláctica, la duración fue similar para testigo y vinos procedentes de uvas 

tratadas siendo 32 y 33 días para el vino con boscalid y 28 y 31 días para las uvas 

tratadas con piraclostrobin, según BPA y PAC, respectivamente, mientras que 

para el vino elaborado como testigo finalizó en 29 días. 

De forma similar a la fermentación alcohólica, ni el tratamiento en campo 

ni la presencia de residuos de ambos fungicidas en mosto parecen interaccionar 

con las bacterias lácticas, responsables de llevar a cabo esta fermentación. 
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Figura III.21. Evolución de la fermentación alcohólica en 2008 

Influencia sobre parámetros enológicos 

Los resultados obtenidos para los parámetros enológicos determinados 

como se explican en este capítulo para los diferentes tratamientos se muestran en 

la figura III.22. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 
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Figura III.22. Parámetros enológicos 
obtenidos para los distintos 
tratamientos en la vinificación de 
2008. 
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Como se puede observar en la figura anterior, el tratamiento con ambos 

pesticidas, independientemente de cuando se produzca la aplicación, no produce 

diferencias significativas en cuanto al valor de pH o del índice de etanol.  

En el caso de piraclostrobin, además de los dos parámetros enológicos 

comentados, acidez total, índice de color y grado alcohólico tampoco mostraron 

diferencias respecto al testigo. Sin embargo, se obtiene un aumento considerable 

en el contenido de taninos totales y del índice de astringencia. El parámetro que, 

aún siendo diferente significativamente varía ligeramente respecto al control, es 

IPT. 

En el caso de vinos tratados con boscalid, índice de color, contenido en 

taninos y grado alcohólico no muestra diferencias significativas respecto al vino 

control. Los valores de acidez total y volátil, fueron inferiores al testigo. Lo 

contrario que sucede para IPT y astringencia, que son superiores.  

Los compuestos polifenólicos individuales también fueron aislados y 

cuantificados (ver tabla III.10.). Se realizó la suma de cada grupo de compuestos 

para poder comparar entre los diferentes tratamientos. 

Los grupos en los que se clasifican los compuestos polifenólicos estudiados 

son antocianos, flavanoles, ácidos hidroxicinámicos y flavonoles. 

El vino testigo mostró valores superiores para ácidos hidroxicinámicos y 

flavonoles e inferiores para antocianos y flavanoles que los vinos tratados con 

piraclostrobin o boscalid, independientemente de las aplicaciones realizadas de 

Cabrio Top o Cantus, respectivamente. 
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Tabla III.10. Concentración obtenida por UPLC/MS-MS para los compuestos fenólicos en 
2008 

Año 2008 Concentración de compuestos polifenólicos (mg L -1) 

Compuesto Control 
Cabrio Top 

(BPA) 

Cabrio Top 

(PAC) 

Cantus 

(BPA) 

Cantus 

(PAC) 

Antocianos      

Delfinidina-3-O-glucosido 28,5 ± 2,7 48,0 ± 0,5 40,0 ± 1,0 38,0 ± 0,6 26,4 ± 1,7 

Cianidina-3-O-glucosido 2,4 ± 0,2 3,3 ± 0,1 4,8 ± 0,2 3,1 ± 0,2 2,2 ± 0,1 

Petunidina-3-O-glucosido 37,8 ± 1,8 77,2 ± 2,1 57,7 ± 2,5 57,8 ± 2,0 47,1 ± 3,0 

Peonidina-3-O-glucosido 10,4 ± 0,7 19,5 ± 0,2 18,1 ± 1,1 15,5 ± 0,6 11,7 ± 0,8 

Malvidina-3-O-glucosido 110 ± 2 189 ± 9,1 124 ± 3,1 169 ± 8 160 ± 10 

Delfinidina-3-O(6-o-acetil)glucósido 13,0 ± 0,3 22,5 ± 0,3 21,0 ± 0,9 19,7 ± 1,4 13,2 ± 0,9 

Petunidina-3-O-6-acetilglucósido 39,6 ± 0,6 82,4 ± 1,4 61,4 ± 0,9 65,1 ± 2,1 57,1 ± 1,3 

Delfinidina-3-O- glucosido coumarato 5,0 ± 0,2 8,3 ± 0,2 7,3 ± 0,5 5,1 ± 0,1 4,7 ± 0,2 

Peonidina-3-O-6- acetilglucósido 2,6 ± 0,1 3,1 ± 0,1 3,0 ± 0,2 4,4 ± 0,2 3,8 ± 0,1 

Malvidina-3-O-6- acetilglucósido 15,6 ± 0,4 39,2 ± 0,8 31,3 ± 0,8 24,6 ± 1,4 22,8 ± 1,7 

Cianidina-3-O-6 glucosido coumarato 2,24 ± 0,1 2,74 ± 0,0 3,07 ± 0,1 2,10 ± 0,0 2,18 ± 0.1 

Petunidina-3-O-6 glucosido coumarato 6,36 ± 0,0 12,6 ± 0,5 13,4 ± 0,3 8,98 ± 0,9 6,27 ± 0.9 

Peonidina-3-O-6 glucosido coumarato 5,31 ± 0,0 9,63 ± 0,2 8,99 ± 0,4 5,67 ± 0,3 5,77 ± 0.3 

Malvidina-3-O-6 glucosido coumarato 33,4 ± 8,0 56,4 ± 0,5 47,1 ± 0,1 32,2 ± 1,5 35,0 ± 1,7 

TOTAL 312d ± 9 575a ± 15 442b ± 2 449b ± 17 397c ± 9 

Flavanoles       

Ácido gálico 4,0 ± 0,2 6,1 ± 0,5 6,4 ± 0,2 5,9 ± 0,2 4,1 ± 0,3 

Catequina 0,4 ± 0,0 0,7 ± 0,1 0,8 ± 0,0 0,1 ± 0,0 0,6 ± 0,0 

TOTAL  4,42c ± 0,20 6,87a ± 0,42 7,21a ± 0,22 6,03b ± 0,25 4,73c ± 0,17 

Ácidos hidroxicinámicos       

Ácido caftárico 12,0 ± 1,1 8,1 ± 0,3 4,3 ± 0,3 5,3 ± 0,2 5,9 ± 0,2 

Ácido caféico 5,9 ± 1,1 4,4 ± 0,1 5,7 ± 0,1 3,3 ± 0,3 3,3 ± 0,2 

Ácido cutárico 8,0 ± 0,3 6,1 ± 0,2 6,8 ± 0,3 4,6 ± 0,2 2,6 ± 0,2 

Ácido cumárico 3,6 ± 0,1 3,5 ± 0,3 4,9 ± 0,1 2,4 ± 0,3 1,3 ± 0,1 

TOTAL  29,6a ± 1,4 22,0b ± 0,3 21,6b ± 0,3 15,7c ± 0,6 13,1d ± 0,2 

Flavonoles       

Quercetina 3-O-galactosido 16,8 ± 0,7 11,4 ± 0,6 12,3 ± 0,3 9,5 ± 0,9 8,8 ± 0,5 

Miricetina 3-O-glucosido 13,4 ± 0,5 10,4 ± 0,8 11,1 ± 0,4 5,5 ± 0,1 6,8 ± 0,7 

Quercetina 3-O-glucuronido 3,8 ± 0,4 4,6 ± 0,5 3,9 ± 0,1 2,0 ± 0,1 3,4 ± 0,1 

Quercetina 3-O-glucosido 4,5 ± 0,1 3,1 ± 0,4 2,7 ± 0,1 1,7 ± 0,1 2,3 ± 0,1 

Kaempferol 3-O-glucosido n.d n.d n.d n.d n.d 

Miricetina 2,4 ± 0,1 7,5 ± 0,5 5,0 ± 0,1 6,3 ± 0,2 9,6 ± 0,4 

Quercetina 0,8 ± 0,1 4,7 ± 0,2 3,9 ± 0,2 3,8 ± 0,1 6,2 ± 0,5 

Kaempferol 0,2 ± 0,0 1,1 ± 0,0 0,9 ± 0,0 0,5 ± 0,0 0,8 ± 0,1 

TOTAL  41,9ab ± 0,5 42,8a ± 3,1 39,7ab ± 0,7 29,4c ± 0,7 38,0b ± 1,1 
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Observando los cuatro grupos de compuestos polifenólicos, la aplicación 

de piraclostrobin según las BPA proporciona vinos con mayor contenido 

polifenólico de manera significativa que los vinos tratados con boscalid acorde a 

las BPA, independientemente del grupo polifenólico. De manera general, e 

independientemente de las aplicaciones, los vinos tratados con boscalid 

presentan menor contenido en polifenoles que los tratados con piraclostrobin, 

independientemente de cuando se realice la aplicación. 

En cuanto a las coordenadas CIElab (ver tabla III.11.), los vinos tratados 

con piraclostrobin, independientemente de las aplicaciones, presentaron 

tonalidades más rojizas, seguidos por los vinos procedentes de uvas tratadas con 

boscalid y, finalmente el testigo. Con respecto a la coordenada b*, se puede decir 

que los vinos tratados con boscalid presentan menos tonos azulados que 

piraclostrobin y, ambos tratamientos, menos que el testigo, siendo éste el vino 

con mayor tonalidad azulada. 

   Tabla III.11. Coordenadas CIElab de los vinos estudiados en 2008 

Coordenadas a* b* L* 

Testigo 46,50 b ± 2,40 30,20 b ± 1,05 44,58NS ± 2,69 

Piraclostrobin BPA 54,90 a ± 3,30 33,83 ab ± 3,25 39,94 NS ± 2,72 

Piraclostrobin PAC 53,28 ab ± 3,24 33,49 ab ± 3,17 38,33 NS ± 1,53 

Boscalid BPA 52,10 ab ± 4,30 37,99 a ± 3,09 41,91 NS ± 3,03 

Boscalid PAC 50,66 ab ± 1,36 36,71 ab ± 2,12 42,87 NS ± 1,41 

 

Por último, la coordenada L* que corresponde con la luminosidad de los 

vinos indica que los vinos más oscuros corresponden a los vinos con 

piraclostrobin y los más claros al testigo, presentando los vinos boscalid valores 

intermedios, aunque dicha propiedad no parece ser significativa entre los vinos 
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estudiados. Los valores obtenidos para dichos vinos estuvieron cerca de los 

presentados en la figura III.2. para los vinos tintos jóvenes, color rojo púrpura, 

cuyas coordenadas medias son: a* = 50, b* =34 y L* = 34.  

Influencia en las características sensoriales. Test Dúo-Trío. 

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 20/31 en el caso del vino elaborado con uvas tratadas 

con piraclostrobin y 16/28 para el correspondiente al tratamiento con boscalid. El 

número de respuestas correctas que debían darse para que las muestras difieran 

en un nivel de significación superior al 5% es 21 y 19 para piraclostrobin y 

boscalid, respectivamente. No se estimó conveniente realizar un análisis 

descriptivo debido a la no diferenciación encontrada en el test. 

VINIFICACIÓN 2009 

Influencia sobre levaduras y bacterias. Evolución de la fermentación 

alcohólica y maloláctica. 

Las cepas variedad tempranillo procedentes de la parcela de Aldeanuela 

de Ebro fueron tratadas con Cabrio Top® y Bellis según las BPA y las PAC  y 

Cantus® únicamente acorde las BPA. Se dejaron un número de filas sin tratar con 

el fin de tener un testigo de la parcela. La uva tinta variedad Tempranillo se 

vendimió en cajas el día 30/09/09, recogiéndose aproximadamente 200 kg de uva 

para cada tratamiento y otros 200 kg de uvas control.  
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La pasta procedente de la despalilladora-estrujadora se encubó en 

depósitos de fermentación de acero inoxidable de 50 L. Se añadió anhídrido 

sulfuroso en una cantidad de 50 mg L-1. La elaboración se realizó por triplicado 

tanto para el testigo-control como para cada uno de los tratamientos. El día 

01/10/2009 se inocularon levaduras de la cepa Uvaferm® VRB (Saccharomices 

cerevisiae). Los depósitos fueron bazuqueados dos veces por día. Una vez 

terminada la fermentación alcohólica, se procedió al descube y el vino yema 

obtenido se llevó a depósitos de acero inoxidable de 15 L de capacidad. 

Posteriormente  se llevó a cabo la fermentación maloláctica sembrando las 

bacterias lácticas MBR Alpha Oenococcus oeni.  

La figura III.23. representa los resultados del contenido en azúcar 

(expresados en porcentaje respecto al contenido inicial) del proceso de 

fermentación obtenido para el vino control y para los tratamientos con 

piraclostrobin y boscalid. 

Se observa en todos los casos una evolución similar de las fermentaciones 

entre los mostos de uvas tratadas con respecto al control. La fermentación 

finalizó entre 7- 8 días para todos los tratamientos y el control. La presencia de 

residuos de piraclostrobin y boscalid en el mosto, incluso a altas concentraciones, 

no parece tener influencia en la actividad de las levaduras fermentativas ni por 

tanto en la evolución de la fermentación alcohólica. 

En el caso de la fermentación maloláctica, la duración fue similar para el 

testigo y los vinos procedentes de uvas tratadas siendo de 29 y 32 días para 

cabrio top y de 31 y 32 días para Bellis, según BPA y PAC, respectivamente. En el 

caso de cantus, la fermentación tuvo lugar en 31 días y el vino testigo finalizó en 
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30 días. De forma similar a la fermentación alcohólica, ni el tratamiento en campo 

ni la presencia de residuos de ambos fungicidas en mosto parecen interaccionar 

con las bacterias lácticas, responsables de llevar a cabo esta fermentación. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.23. Evolución de la fermentación alcohólica en 2009 

Influencia sobre parámetros enológicos 

Los resultados obtenidos para los parámetros enológicos determinados 

como se explican en este capítulo para los diferentes tratamientos se muestran en 

la figura III.24. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 
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Figura III.24. Parámetros enológicos 

obtenidos para los distintos 

tratamientos en la vinificación de 2009 
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Como se puede observar, los parámetros pH, acidez total, índice de etanol, 

índice de color e índice de astringencia no presentaron diferencias significativas 

ni entre los diferentes tratamientos ni el vino testigo. 

Grado alcohólico e IPT mostraron una tendencia similar a la vinificación 

del año anterior, siendo el testigo el vino que menores valores ofrece para ambos 

parámetros enológicos. En cuanto al comportamiento de los taninos totales, se 

puede decir que, al igual que ocurría en 2008, piraclostrobin ofreció el valor más 

alto seguido por el resto de tratamientos, siendo entre ellos no significativos. Sólo 

los tratamientos individuales de piraclostrobin resultaron ser diferentes al testigo. 

Las concentraciones obtenidas para los compuestos polifenólicos de los 

vinos se muestran en la tabla III.12. En la campaña 2009, el vino control mostró 

una tendencia similar al vino control de 2008. Mientras que los valores de 

antocianos y flavanoles fueron los menores encontrados de entre todos los vinos, 

los obtenidos para los ácidos hidroxicinámicos y flavonoles fueron los más altos. 

Sin embargo, en 2009, con respecto a los vinos que fueron tratados con 

algún fungicida, se observa que boscalid presenta, en este caso y contrariamente 

a lo ocurrido en 2008, valores superiores que piraclostrobin para los cuatro 

grupos de compuestos polifenólicos. 

El vino procedente de cepas tratadas con la mezcla bellis, presentó un 

comportamiento intermedio entre el vino tratado únicamente con boscalid y el 

tratado con piraclostrobin para ácidos hidroxicinámicos y antocianos. Para los 

otros dos grupos, flavanoles y flavonoles, se obtuvieron los resultados más bajos 

que los tratamientos individuales. 
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Tabla III.12. Concentración obtenida por UPLC/MS-MS para los compuestos fenólicos en 
2009 

Año 2009 Concentración de compuestos polifenólicos (mg/L) 

Compuesto Control Cabrio Top (BPA) Cantus (BPA) Bellis (BPA) 

Antocianos     

Delfinidina-3-O-glucosido 12,2 ± 3,6 13,9 ± 1,8 16,9 ± 0,2 16,4 ± 2,5 

Cianidina-3-O-glucosido 1,87 ± 0,05 1,90 ± 0,14 1,96 ± 0,04 1,94 ± 0,42 

Petunidina-3-O-glucosido 24,3 ± 5,2 37,1 ± 5,6 34,1 ± 0,4 38,8 ± 2,0 

Peonidina-3-O-glucosido 7,56 ± 1,42 7,71 ± 1,2 8,38 ± 0,4 11,7 ± 1,9 

Malvidina-3-O-glucosido 100 ± 15 113 ± 21 137 ± 2 147 ± 6 

Delfinidina-3-O(6-o-acetil)glucósido 5,31 ± 1,22 6,34 ± 0,91 8,26 ± 0,37 5,43 ± 0,33 

Petunidina-3-O-6-acetilglucósido 26,2 ± 3,4 48,8 ± 7,1 40,9 ± 4,8 39,2 ± 1,7 

Delfinidina-3-O- glucosido coumarato 3,16 ± 0,43 3,25 ± 0,87 4,52 ± 0,21 2,99 ± 0,84 

Peonidina-3-O-6- acetilglucósido 2,21 ± 0,18 2,39 ± 0,37 2,58 ± 0,11 2,31 ± 0,75 

Malvidina-3-O-6- acetilglucósido 17,8 ± 3,4 22,5 ± 1,3 28,4 ± 1,3 19,2 ± 1,9 

Cianidina-3-O-6 glucosido coumarato 1,56 ± 0,05 1,55 ± 0,04 n.d n.d 

Petunidina-3-O-6 glucosido coumarato 4,97 ± 0,24 9,25 ± 0,16 5,72 ± 1,02 3,68 ± 0,57 

Peonidina-3-O-6 glucosido coumarato 4,06 ± 0,53 3,76 ± 0,77 6,01 ± 0,16 3,19 ± 0,62 

Malvidina-3-O-6 glucosido coumarato 21,5 ± 3,0 34,8 ± 5,6 31,6 ± 3,5 29,4 ± 1,3 

TOTAL 231b ± 46 303ab ± 26 330a  ± 11 321a ± 25 

Flavanoles     

Ácido gálico 5,28 ± 0,22 6,10 ± 0,81 9,43 ± 1,52 4,26 ± 0,15 

Catequina 0,69 ± 0,10 0,67 ± 0,11 0,99 ± 0,06 0,234 ± 0,03 

TOTAL 5,97bc ± 0,40 6,77b ± 0,67 10,42a ± 1,06 4,50c ± 0,18 

Ácidos hidroxicinámicos     

Ácido caftárico 6,18 ± 0,87 5,69 ± 0,69 4,87 ± 0,53 4,78 ± 0,81 

Ácido caféico 4,67 ± 0,20 4,42 ± 0,52 3,99 ± 0,06 4,12 ± 0,37 

Ácido cutárico 8,0 ± 0,3 6,1 ± 0,2 4,6 ± 0,2 2,6 ± 0,2 

Ácido cumárico 4,80 ± 0,78 4,89 ± 0,18 3,78 ± 0,35 3,95 ± 1,18 

TOTAL 22,9a ± 2,6 18,2b ± 1,0 22,0ab ± 1,4 20,1ab ± 1,5 

Flavonoles     

Quercetina 3-O-galactosido 4,18 ± 0,16 4,40 ± 0,61 4,35 ± 0,18 4,79 ± 0,43 

Miricetina 3-O-glucosido 7,58 ± 0,39 8,61 ± 0,34 7,80 ± 1,24 5,51 ± 0,43 

Quercetina 3-O-glucuronido 1,75 ± 0,26 1,35 ± 0,11 1,69 ± 0,12 1,64 ± 0,35 

Quercetina 3-O-glucosido 2,22 ± 0,17 1,35 ± 0,14 2,26 ± 0,2 1,58 ± 0,23 

Kaempferol 3-O-glucosido n.d n.d n.d n.d 

Miricetina 2,08 ± 0,13 1,39 ± 0,02 2,48 ± 0,43 2,73 ± 0,09 

Quercetina 1,13 ± 0,07 0,56 ± 0,07 1,44 ± 0,12 0,21 ± 0,03 

Kaempferol 0,23 ± 0,02 0,22 ± 0,02 0,212 ± 0,03 0,13 ± 0,01 

TOTAL 19,2a ± 1,6 17,8ab ± 0,9 20,2a ± 0,6 16,1b ± 0,3 
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En cuanto a las coordenadas CIElab (ver tabla III.13.), se observa que los 

vinos elaborados con uvas tratadas presentaron tonos más rojos y una mayor 

claridad. Sin embargo no se encontraron diferencias significativas para la 

coordenada b*. La mezcla de ambos plaguicidas, es decir, los vinos tratados con 

bellis, presentan valores intermedios entre los tratamientos individuales para las 

tres coordenadas 

  Tabla III.13. Coordenadas CIElab de los vinos estudiados en 2009 

 

 

 

Influencia en las características sensoriales. Test Dúo-Trío 

El test Duo-Trio realizado para comprobar si los vinos procedentes 

dedistintas 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 8/17 en el caso del vino elaborado con uvas tratadas con 

piraclostrobin y 7/17 para el correspondiente al tratamiento con boscalid. El 

número de respuestas correctas que debían darse para que las muestras difieran 

en un nivel de significación superior al 5% es 10 para ambos tratamientos. No se 

estimó conveniente realizar un análisis descriptivo debido a la poca 

diferenciación encontrada en el test. 

 

 

Coordenadas a* b* L* 

Testigo  36,05 b ± 2,42 32,45NS ± 2,06 43,45b ± 5,36 

Piraclostrobin BPA    45,05a  ± 4,01 36,84 NS  ± 4,58 60,60a ± 1,40 

Boscalid BPA 37,74 ab ± 4,03 30,44 NS  ± 1,94 56,13a ± 4,76 

Bellis 40,08 ab ± 1,06 30,91 NS  ± 2,10 58,40a ± 5,40 
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VINIFICACIÓN 2010 

Influencia sobre levaduras y bacterias. Evolución de la fermentación 

alcohólica y maloláctica. 

Las cepas variedad tempranillo procedentes de la parcela de Aldeanueva 

de Ebro fueron tratadas con Cabrio Top® y Cantus® acorde las buenas prácticas 

agrícolas y Bellis® según BPA y PAC. Se dejaron un número de filas sin tratar 

con el fin de tener un testigo de la parcela. La uva tinta variedad Tempranillo se 

vendimió en cajas el día 04/10/10, recogiéndose aproximadamente 200 kg de uva 

para el tratamiento y otros 200 kg sin tratamiento alguno para el vino control.  

La pasta procedente de la despalilladora-estrujadora se encubó en 

depósitos de fermentación de acero inoxidable de 50 L. Se añadió anhídrido 

sulfuroso en una cantidad de 50 mg L-1. La elaboración se realizó por duplicado 

tanto para el testigo-control como para cada uno de los tratamientos. El día 

05/10/2010 se inocularon levaduras de la cepa Uvaferm® VRB (Saccharomices 

cerevisiae).  Los depósitos fueron bazuqueados dos veces por día. Una vez 

terminada la fermentación alcohólica, se procedió al descube y el vino yema 

obtenido se llevó a depósitos de acero inoxidable de 15 L de capacidad.  

Posteriormente  se llevó a cabo la fermentación maloláctica sembrando las 

bacterias lácticas MBR Alpha Oenococcus oeni.  

La figura III.25. representa los resultados del contenido en azúcar 

(expresados en porcentaje respecto al contenido inicial) del proceso de 

fermentación obtenidos para los tratamientos con piraclostrobin y boscalid. 

 



         _                                                                                Influencia de la presencia de piraclostrobin y boscalid… 

   177 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.25. Evolución de la fermentación alcohólica 2010 

Se observa en todos los casos una evolución similar de las fermentaciones 

entre los mostos de uvas tratadas con respecto al control. La fermentación 

finalizó en aproximadamente 8 días para todos los tratamientos y el control. La 

presencia de residuos de piraclostrobin y boscalid en el mosto, incluso a altas 

concentraciones, no parecieron tener influencia en la actividad de las levaduras 

fermentativas ni por tanto en la evolución de la fermentación alcohólica. 
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En el caso de la fermentación maloláctica, la duración fue similar para el 

testigo y los vinos procedentes de uvas tratadas siendo de 36  días para el testigo, 

34 para Cabrio Top (piraclostrobin), 37 para Cantus (boscalid) y 36 para bellis 

(mezcla) en ambas aplicaciones. De forma similar a la fermentación alcohólica, ni 

el tratamiento en campo ni la presencia de residuos de ambos fungicidas en 

mosto parecen interaccionar con las bacterias lácticas, responsables de llevar a 

cabo esta fermentación. 

Influencia sobre parámetros enológicos 

Los resultados obtenidos para los parámetros enológicos determinados 

como se explican en este capítulo para los diferentes tratamientos se muestran en 

la figura III.26. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 

Los parámetros de pH, acidez total, índice de color e índice de astringencia 

no mostraron diferencias significativas entre tratamientos y testigo. Sin embargo, 

para IPT y grado alcohólico el testigo ofreció valores más bajos que el resto de 

tratamientos. Por el contrario, se obtuvieron las mayores concentraciones para 

éste en cuanto a taninos totales (similar a la mezcla de fungicidas) y acidez volátil 

(similar a piraclostrobin). 

Los compuestos polifenólicos resumidos en la tabla III.14 mostraron 

comportamientos muy similares a los años anteriores, sobre todo con respecto a 

la campaña de 2008. Los resultados obtenidos para el vino testigo sigue la 

tendencia vista para los dos años anteriores: los valores para antocianos y 

flavanoles son más altos que para los vinos tratados con fungicidas, 

independientemente de tratamiento y aplicación. Por el contrario, y siguiendo 

con el comportamiento similar de este vino, los resultados obtenidos para la 

concentración de ácidos  
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Figura III.26. Parámetros enológicos 

obtenidos para los distintos 

tratamientos en la vinificación de 2010 
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Tabla III.14. Concentración obtenida por UPLC/MS-MS para los compuestos fenólicos en 
2010 

Año 2010 Concentración de compuestos polifenólicos (mg L-1) 

Compuesto Control Cabrio Top (BPA) Cantus (BPA) Bellis (BPA) 

Antocianos     

Delfinidina-3-O-glucosido 29,2 ± 2,5 43,4 ± 1,9 31,6 ± 2,9 36,1 ± 2,6 

Cianidina-3-O-glucosido 1,78 ± 0,10 2,20 ± 0,34 2,14 ± 0,34 1,46 ± 0,26 

Petunidina-3-O-glucosido 32,5 ± 0,8 52,8 ± 4,0 41,0 ± 1,4 47,2 ± 5,9 

Peonidina-3-O-glucosido 11,7 ± 2,1 11,3 ± 1,9 8,69 ± 1,4 13,0 ± 2,4 

Malvidina-3-O-glucosido 94,6 ± 1,2 153 ± 22 149 ± 19 159 ± 14 

Delfinidina-3-O(6-o-acetil)glucósido 12,2 ± 2,6 17,8 ± 2,3 15,3 ± 1,62 14,2 ± 1,8 

Petunidina-3-O-6-acetilglucósido 35,1 ± 2,7 48,9 ± 11,8 40,0 ± 6,2 49,9 ± 5,2 

Delfinidina-3-O- glucosido coumarato 5,55 ± 1,03 6,52 ± 1,24 5,66 ± 0,88 8,55 ± 0,70 

Peonidina-3-O-6- acetilglucósido 4,01 ± 0,45 3,39 ± 1,26 3,11 ± 0,02 6,01 ± 1,37 

Malvidina-3-O-6- acetilglucósido 15,6 ± 1,8 26,9 ± 3,9 22,2 ± 3,6 24,4 ± 4,8 

Cianidina-3-O-6 glucosido coumarato 3,04 ± 0,89 6,10 ± 0,78 4,07 ± 3,56 5,47 ± 1,22 

Petunidina-3-O-6 glucosido coumarato 8,50 ± 0,57 11,1 ± 1,7 11,3 ± 1,18 9,71 ± 2,14 

Peonidina-3-O-6 glucosido coumarato 4,97 ± 0,59 6,71 ± 0,46 6,67 ± 1,04 6,09 ± 0,42 

Malvidina-3-O-6 glucosido coumarato 24,0 ± 2,7 27,0 ± 3,3 27,6 ± 2,7 36,0 ± 2,7 

TOTAL 283c ± 16 417a ± 19 369b ± 21 418a ± 4 

Flavanoles      

Ácido gálico 5,42 ± 0,42 9,61 ± 1,03 7,14 ± 1,72 4,86 ± 0,99 

Catequina 1,66 ± 0,28 6,03 ± 0,23 1,94 ± 0,86 2,69 ± 0,78 

TOTAL  7,08c ± 0,71 15,6a ± 0,80 9,07b ± 0,85 7,56bc ± 0,20 

Ácidos hidroxicinámicos      

Ácido caftárico 8,59 ± 0,93 5,60 ± 0,61 7,23 ± 1,02 6,41 ± 0,54 

Ácido caféico 0,87 ± 0,03 0,58 ± 0,15 0,52 ± 0,08 0,90 ± 0,02 

Ácido cutárico 6,69 ± 01,3 4,86 ± 1,03 7,52 ± 1,30 5,08 ± 0,40 

Ácido cumárico 5,64 ± 0,52 4,53 ± 0,19 3,51 ± 0,33 4,45 ± 0,64 

TOTAL  21,8a ± 0,2 15,6c ± 0,77 18,9b ± 0,75 16,8c ± 0,79 

Flavonoles      

Quercetina 3-O-galactosido 4,82 ± 0,32 7,53 ± 0,71 5,07 ± 0,08 6,70 ± 1,26 

Miricetina 3-O-glucosido 7,55 ± 0,12 5,97 ± 0,68 6,34 ± 0,28 4,69 ± 0,73 

Quercetina 3-O-glucuronido 3,39 ± 0,65 3,75 ± 0,51 4,34 ± 0,09 4,45 ± 0,63 

Quercetina 3-O-glucosido 1,84 ± 0,12 1,31 ± 0,07 1,68 ± 0,23 0,98 ± 0,15 

Kaempferol 3-O-glucosido n.d n.d n.d n.d 

Miricetina 6,67 ± 0,51 6,55 ± 0,62 4,57 ± 0,11 5,16 ± 0,11 

Quercetina 0,94 ± 0,04 0,82 ± 0,02 0,72 ± 0,03 0,77 ± 0,04 

Kaempferol n.d n.d n.d n.d 

TOTAL  25,2a ± 0,4 25,9a ± 1,6 22,7b ± 0,8 22,7b ± 0,2 
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hidroxicinámicos y flavonoles fue la mayor de todos los vinos estudiados (éstos 

últimos de manera similar a piraclostrobin). 

Comparando entre tratamientos, piraclostrobin ofreció valores más altos 

para todos los compuestos excepto para los ácidos hidroxicinámicos. La mezcla 

de ambos fungicidas presenta valores muy bajos para todos los grupos 

polifenólicos, excepto para antocianos. 

En cuanto a las coordenadas CIElab (ver tabla III.15.), se observa que los 

vinos testigo, elaborados con uvas sin tratar presentan mayor valor para la 

coordenada a* aunque su valor no difieren significativamente respecto a los 

tratamientos por lo que no se puede decir que sean más rojos. Además, los vinos 

elaborados con uvas tratadas son más azulados y más claros. Observando los 

vinos tratados con los fungicidas objeto de estudio, piraclostrobin ofrece los vinos 

menos azulados y más oscuros, mientras que boscalid y la mezcla de ambos 

presentan vinos similares, más azulados y con una mayor claridad, siendo ésta 

última significativamente similar al testigo. 

   Tabla III.15. Coordenadas CIElab de los vinos estudiados en 2010 

Coordenadas a* b* L* 

Testigo 42,16 N S   ± 2,76 38,34a ± 3,04 37,66b ± 1,81 

Piraclostrobin BPA 37,14 N S ± 2,09   35,67ab± 2,02 44,41ab ± 1,87 

Boscalid BPA 40,33 N S  ± 1,89 31,23b ± 2,84 46,26a ± 2,96 

Bellis 39,15 N S ± 2,96 30,54b ± 2,47 46,08a ± 4,40 
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Influencia en las características sensoriales. Test Dúo-Trío 

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 14/25 en el caso del vino elaborado con uvas tratadas 

con piraclostrobin (aplicación con Cabrio Top®) y 15/25 para el correspondiente 

al tratamiento con boscalid (aplicación con Cantus®). El número de respuestas 

correctas que debían darse para que las muestras difieran en un nivel de 

significación superior al 5% es 18 para ambos tratamientos. No se estimó 

conveniente realizar un análisis descriptivo debido a la poca diferenciación 

encontrada en el test. 

III.4.6. INFLUENCIA EN LA COMPOSICIÓN QUÍMICA  DE LOS 

VINOS  

La Figura III.27 muestra la proyección de los vinos y las variables 

(composición química analizada en los vinos) sobre las dos primeras dimensiones 

obtenidas del Análisis de Componentes Principales (PCA), las cuales acumulan 

mas del 59% de la varianza original. Esta gráfica puede ser utilizada para mostrar 

una idea de los efectos que los distintos tratamientos estudiados han tenido sobre 

la composición química de los vinos. 

La componente 1 fue caracterizada positivamente por la acidez volátil 

(correlación 0,86) y negativamente por antocianos (-0,72), flavonoles (-0,93), 

taninos totales (-0,78) y acidez total (-0,83). 
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BPA-buenas prácticas agrícolas     PAC – prácticas agrícolas críticas       T – Testigo      P - piraclostrobin  

08 - año 2008      09 - año 2009        10 - año 2010         B - boscalid       BEL - mezcla de ambos          

 

Figura III. 27. Análisis de componentes principales 
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 En el caso de la componente 2, se caracterizó positivamente por la 

concentración de ácidos hidroxicinámicos mostrando una correlación entre el 

factor y dicha variable de 0,93 y negativamente por la variable IPT con una 

correlación de -0,88. La proyección de los vinos en el mapa de estas dos primeras 

componentes muestra que los vinos correspondientes al año 2008 se sitúan a la 

izquierda del plano y los de los años 2009 y 2010 a la derecha, indicando que 

estos vinos son muy diferentes en las variables que definen la componente 1.  

Además, en las tres campañas estudiadas, la componente 2 separa los vinos 

control de los vinos tratados, de tal forma que los vinos control tienen mayor 

contenido en ácidos hidroxicinámicos, menor IPT, y menor cantidad de 

antocianos. 

Los vinos elaborados con uvas tratadas con boscalid, independientemente 

de las aplicaciones realizadas, bajo BPA o PAC, aparecen situados a la derecha 

del gráfico y más abajo que los vinos elaborados con uvas tratadas con 

piraclostrobin o la mezcla de ambos, teniendo estos vino mayor contenido en 

polifenoles totales. Los vinos elaborados con bellis (mezcla de piraclostrobin y 

boscalid) parecen presentar valores intermedios entre los tratamientos 

individuales. 

El año 2008 es el único de los tres en el que se evaluó la influencia de los 

vinos elaborados bajo PAC. Se observa que, a pesar de ser diferentes aplicaciones 

y vinificaciones totalmente independientes, los vinos elaborados con el mismo 

fungicida dieron lugar a vinos finales con características muy similares, estando 

situados en el gráfico los vinos con aplicación bajo BPA al lado de los vinos con 

aplicación bajo PAC. 
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Las principales vías de degradación de plaguicidas incluyen fotólisis, 

hidrólisis y procesos de oxidación/reducción. La degradación fotoquímica es uno 

de los principales procesos de transformación y uno de los factores que controla el 

destino de pesticidas y otras sustancias químicas en el medioambiente. En la 

superficie de sistemas acuáticos, las reacciones de hidrólisis y fotólisis 

contribuyen de forma significativa en la conversión y degradación de 

plaguicidas.  Es por ello interesante conocer en qué grado se degradan por cada 

proceso y cuáles son los productos de degradación o metabolitos generados.  

Varios pesticidas absorben la luz solar (λ > 295 nm) y pueden ser 

degradados bajo reacciones de fotólisis directa, conduciendo a la formación de 

varios productos. Procesos de degradación con luz natural son comparados 

normalmente con estudios realizados utilizando una lámpara de arco de xenón. 

Estos estudios en laboratorio permiten conocer el comportamiento de los pesticidas 

después de su aplicación en el medioambiente, con el fin de obtener información 

de su cinética de degradación, tiempo de vida media y productos de degradación 

que pudieran ser formados bajo la luz natural. 

En la actualidad existen varios métodos para la eliminación de restos de 

pesticidas presentes en agua como son la degradación microbiana o térmica. 

Aunque estos métodos están disponibles para degradar pesticidas, presentan 

algunas limitaciones como coste o tiempo que consumen. Durante los últimos 

años, los trabajos se han focalizado en el proceso fotocatalítico usando TiO2 como 

catalizador. Dicho catalizador promueve la formación de radicales hidroxilo, los 

cuales son capaces de atacar y destruir moléculas orgánicas como son los 

pesticidas. 
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III.5.1. HIDRÓLISIS Y FOTÓLISIS: ESTUDIOS 

Hidrólisis 

Para llevar a cabo este estudio, se prepararon en medio acuosos y por 

triplicado 40 mL de disoluciones tampón con valores de pH 3,6, 6,2, 9,2 y 12,0 y 

concentraciones de fungicida aproximadas a 1 mg L-1 y 3,4 mg L-1 respectivamente 

para piraclostrobin y boscalid,  manteniéndose en oscuridad (botes opacos ámbar) 

a tres temperaturas distintas (4 ºC, 25 ºC y 50 ºC) para comprobar el efecto del pH y 

la temperatura en el proceso de hidrólisis. La concentración inicial se determinó 

por HPLC-DAD mediante una calibración con patrones de fungicida de 

concentración conocida. Posteriormente, se analizaron de cada ensayo muestras de 

0,5 mL de volumen tomadas en los días 5, 10, 15, 30 y 60 siendo cuantificadas 

inmediatamente por HPLC-DAD, sin necesidad de concentrar. Los experimentos 

fueron llevados a cabo por separado para cada fungicida. 

Fotólisis 

Para el estudio de degradación fotolítica se utilizó una unidad de simulación 

solar Oriel equipada con una lámpara de arco de xenón a 150 W.  La celda de 

cuarzo de 25 mL de capacidad se colocó a 5 cm de la fuente de radiación. Un 

volumen de 25 mL de diferentes disoluciones tampón (pH 3,6, 6,2 and 12,0) y 

concentraciones de ambos fungicidas se colocaron en la celda y se irradiaron con la 

lámpara de Xe. Los experimentos fueron llevados a cabo a temperatura ambiente y 

en total ausencia de luz. Las concentraciones iniciales de piraclostrobin y boscalid 

en las disoluciones acuosas utilizadas para el estudio fueron de aproximadamente 
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1,0 y 3,4 mg L-1, respectivamente, condicionada dicha concentración a la 

solubilidad de ambos fungicidas en agua.  

A intervalos específicos de tiempo fueron extrayéndose diferentes alícuotas 

de 0,5 mL de la celda, determinando la concentración de fungicida por inyección 

directa en HPLC-DAD. Las alícuotas se tomaron hasta que la concentración del 

fungicida disminuyó en aproximadamente un 90% respecto a la concentración 

inicial. Se tuvo en cuenta que la disminución del volumen de la celda después de 

sacar las alícuotas durante los experimentos no fuera superior al 20% del volumen 

inicial para evitar que el proceso se viera afectado. 

Parámetros cinéticos 

Para evaluar la velocidad de degradación de los fungicidas piraclostrobin y 

boscalid en los procesos de hidrólisis y fotólisis, los datos experimentales se 

ajustaron al siguiente modelo: 

KtCCt −= 0lnln  

donde Ct es la concentración de fungicida en el tiempo t (µg L-1), C0 es la 

concentración inicial obtenida en el tiempo t = 0 (µg L-1), K es la constante de 

disipación del fungicida y t es el tiempo en días de degradación.  

Usando dicho ajuste se obtuvieron la constante de degradación k para 

ambos procesos (pendiente del ajuste) y los tiempos de vida media, calculados 

mediante la expresión t1/2 = ln2/k. En el caso de la hidrólisis, los parámetros 

cinéticos fueron determinados únicamente en los casos que mostraron degradación 

del fungicida por esta vía. 
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Identificación de los productos de degradación o metabolitos 

En los experimentos de hidrólisis que mostraron degradación, las muestras 

fueron directamente analizadas por HPLC-MS para la identificación de los 

productos de degradación, sin necesidad de concentrar la muestra. 

Sin embargo, en el proceso de fotólisis se llevo a cabo una preconcentración 

de la muestra antes de analizarla por UPLC-MS en el caso de piraclostrobin o de 

HPLC-MS para boscalid con el fin de detectar los metabolitos generados, los cuales 

se encuentran en bajas concentraciones. Así, muestras de 25 mL fueron irradiadas a 

diferentes tiempos establecidos (a cada muestra le corresponde un tiempo de 

irradiación) en función de la duración de la degradación de cada fungicida a los 

diferentes pHs. Esta duración es conocida gracias al estudio de fotólisis realizado 

anteriormente. Las disoluciones degradadas (25 mL cada una) se evaporaron a 

sequedad en rotavapor y los residuos se redisolvieron en 1 mL de metanol, 

concentrando así los productos de degradación 25 veces.   

III.5.2. HIDRÓLISIS Y FOTÓLISIS: RESULTADOS  

III.5.2.1. Piraclostrobin 

Hidrólisis  

La degradación de piraclostrobin en disolución acuosa y en ausencia de luz 

se monitorizó a diferentes pHs y temperaturas durante 60 días. Los resultados 

obtenidos de este estudio se muestran en la tabla III. 16.  y en el Anexo VII.  Se 

observaron variaciones significativas en la degradación respecto a ambos 

parámetros estudiados. Los resultados indican que piraclostrobin no tiene buena 
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estabilidad química en disolución acuosa y que el proceso hidrolítico juega un 

papel importante en la desaparición de este fungicida en el medio acuoso.  

Tabla III.16 . Concentración (mg L-1) de piraclostrobin en el proceso de hidrólisis a 4 ± 2 ºC, 25 
± 2 ºC y 50 ± 2 ºC en disolución acuosa a distintos pHs. 

ND: < LD (0,05 mg L-1) 

A pH 12, el compuesto desaparece en todos los casos, independientemente 

de la temperatura, lo cual indica que a pH fuertemente básico la hidrólisis se ve 

favorecida. A temperaturas elevadas, el valor más alto estudiado, 50ºC, muestra un 

proceso de hidrólisis más acentuado incluso a pH neutro. Sin embargo, a pH ácido 

no se observan diferencias significativas entre la concentración inicial y la obtenida 

después de 60 días de experimento en ninguna de las temperaturas estudiadas. 

Todas las condiciones que presentaron degradación hidrolítica mostraron un 

ajuste lineal con coeficientes de determinación entre 0,959 y 0,996. La constante de 

degradación aumentó con el pH y la temperatura. Los tiempos de vida media 

obtenidos variaron de 5776 a 7701 min en las disoluciones tampón a diferentes 

pHs. Cuando ambos parámetros, temperatura y pH fueron altos (50 °C and pH 12) 

Piraclostrobin (mg L-1) 

4ºC ± 2ºC 25ºC ± 2ºC 50ºC ± 2ºC 

Días pH 
3,6 

pH 
6,2 

pH 
9,2 

pH 
12,0 

pH 
3,6 

pH 
6,2 

pH 
9,2 

pH 
12,0 

pH 
3,6 

pH 
6,2 

pH 
9,2 

pH 
12,0 

0 0,95 0,98 0,99 0,92 0,95 0,98 0,99 0,92 0,95 0,98 0,99 0,92 

5 0,89 0,94 0,95 0,71 0,91 0,89 0,92 nd 0,93 0,52 0,47 nd 

10 0,94 0,93 0,93 0,33 0,96 0,87 0,93 nd 0,95 0,20 0,19 nd 

15 0,93 0,95 0,93 0,15 0,96 0,90 0,95 nd 0,93 0,08 0,07 nd 

30 0,92 0,93 0,88 nd 0,93 0,92 0,89 nd 0,91 nd nd nd 

60 0,92 0,93 0,89 nd 0,92 0,88 0,85 nd 0,91 nd nd nd 
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el proceso hidrolítico causa una degradación de más del 99% de piraclostrobin en 

menos de 5 días.  

En cuanto al estudio de productos de degradación en la hidrólisis, se 

encontró un único  metabolito de m/z = 195 (M+1) clorado, siendo el mismo en 

todos los casos independientemente de las condiciones de pH y temperatura. El 

compuesto se obtiene de la ruptura del enlace O-C del grupo éter, rompiendo la 

molécula de piraclostrobin por la mitad como se puede observar en la figura III.28. 

Los cromatogramas de piraclostrobin y el subproducto obtenido y sus espectros 

pueden verse en el Anexo VII. 

 

  

 

 

 

 

Figura III. 28.   Ruta hidrolítica de piraclostrobin 
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94 min (a pH ácido). Estos valores indican que la velocidad de degradación 

disminuye conforme baja el pH. Los valores altos de pH (medio básico) favorecen 

la degradación fotolítica del compuesto. 

Una vez identificados los subproductos de degradación de la manera 

explicada en el apartado anterior, se propuso una ruta degradativa fotolítica para 

piraclostrobin basada en las estructuras encontradas. Dicha ruta se muestra en la 

figura III.29 A). Como se puede observar, tuvieron lugar dos procesos diferentes de 

forma simultánea: 

i) El compuesto 2 se obtuvo debido al proceso de hidrólisis que tiene lugar al 

mismo tiempo que la fotólisis. Esto implica que el proceso hidrolítico de 

piraclostrobin juega un importante papel durante el proceso de fotólisis. 

En la figura III.29 B). Se puede observar que la concentración de esta 

sustancia aumenta ligeramente después de 3 h de degradación, 

disminuyendo posteriormente. 

ii) El resto de fotoproductos se obtuvieron a través de la fotólisis de 

piraclostrobin. La etapa inicial implica la pérdida de cloro y posterior 

ataque al anillo de un grupo hidróxido dando lugar a dos isómeros 

(compuestos 3 y 4) en función de la posición en la que se coloque éste 

último. Ambos productos alcanzan su máxima concentración una hora 

después de comenzar el experimento para continuar disminuyendo 

lentamente hasta la finalización del estudio. 

iii) La posterior ruptura del enlace entre el grupo 4-hidroxifenilo y el pirazol 

(enlace N–C) condujo a la formación del compuesto 5, el cual alcanzó su 
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concentración máxima en aproximadamente 1,5 horas de comenzado el 

experimento, como puede verse en la figura III.29 B). 

Los resultados obtenidos en este estudio fueron comparados con otros 

trabajos relacionados con la degradación de estrobilurinas. En ellos, la hidrólisis de 

azoxistrobin [Boudina et al.; 2007] y trifloxistrobin [Jingyu Chen et al.; 2008] 

mostraron mediante el proceso de hidrólisis la ruptura del enlace éter, la misma 

que se da en el caso de piraclostrobin, dando lugar a un compuesto similar al 

compuesto 2.  
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Figura III.29.  (A) Ruta degradativa de piraclostrobin. (B) Evolución de los productos de 

degradación durante la fotólisis. 
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III.5.2.2. Boscalid 

Hidrólisis  

La degradación de boscalid en disolución acuosa y en ausencia de luz se 

monitorizó a diferentes pHs y temperaturas durante 60 días. Los resultados 

obtenidos de este estudio se muestran en la tabla III. 6. Boscalid, al contrario que 

piraclostrobin, no presenta variaciones significativas en la concentración a lo largo 

de los días de estudio, independientemente del pH o la temperatura.  

Tabla III.17. Concentración (mg L-1) de boscalid en el proceso de hidrólisis a 4 ± 2 ºC, 25 ± 2 
ºC y 50 ± 2 ºC en disolución acuosa a distintos pHs 

Fotólisis  

Los resultados obtenidos mostraron un 95% de degradación a pH ácido, 

neutro y básico después de 21 h, 12 h y 8,5 h de irradiación, respectivamente. Estos 

valores indican que la degradación fotolítica está favorecida a valores de pH más 

básicos.  

Boscalid (mg L-1) 

4 ± 2ºC 25 ± 2ºC 50 ± 2ºC 
Días pH 

3,6 
pH 
6,2 

pH 
9,2 

pH 
12,0 

pH 
3,6 

pH 
6,2 

pH 
9,2 

pH 
12,0 

pH 
3,6 

pH 
6,2 

pH 
9,2 

pH 
12,0 

0 3,61 3,57 3,55 3,62 3,61 3,57 3,55 3,62 3,61 3,57 3,55 3,62 

5 3,60 3,61 3,53 3,63 3,64 3,63 3,60 3,65 3,65 3,66 3,66 3,52 

10 3,64 3,58 3,56 3,63 3,66 3,61 3,64 3,63 3,66 3,63 3,65 3,63 

15 3,64 3,56 3,55 3,62 3,57 3,60 3,62 3,61 3,57 3,58 3,60 3,62 

30 3,58 3,58 3,51 3,63 3,61 3,57 3,61 3,54 3,55 3,58 3,52 3,54 

60 3,59 3,60 3,49 3,60 3,63 3,48 3,51 3,49 3,57 3,51 3,46 3,51 
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Las cinéticas estudiadas siguieron un modelo de degradación de primer 

orden independientemente del pH. Los coeficientes de determinación en los tres 

casos (a un pH ácido de 3,6, pH neutro de 6,2 y a un pH básico de 12,0) fueron 

superiores a 0,988.  Los valores obtenidos para los tiempos de vida media oscilaron 

entre 151 y 330 min. La velocidad de degradación disminuyó con la disminución 

del pH, obteniendo una degradación fotolítica más rápida a pH alcalino y por 

tanto, con una constante cinética mayor [Anexo VIII]. 

Se identificaron seis productos de degradación principales. El tiempo de 

retención de estos productos, cromatogramas, pesos moleculares y estructuras se 

muestran en el Anexo VIII. Basada en estas moléculas, se estableció una ruta de 

degradación fotolítica para boscalid, consistente en varios pasos propuestos en la 

figura III.30. Como se puede observar, los fotoproductos se formaron a través de 

tres vías distintas:    

i.) En primer lugar, la molécula de boscalid es atacada por radicales hidroxilo 

(OH•) en los anillos bencénicos que presenta la molécula obteniendo dos 

productos monohidroxilados (2 y 3) los cuales alcanzan sus máximos de 

concentración aproximadamente 4h después de comenzar la irradiación 

como se puede ver en la figura III.31. 

ii.) El segundo grupo de productos se obtuvo a partir de los subproductos 

anteriores con pérdida de un átomo de cloro conduciendo a los productos 

4 y 5, los cuales alcanzaron su máximo a las 6 horas de irradiación. Como 

no es posible determinar cuál es el átomo de cloro que se pierde, en la 

figura III.30. se muestran los cuatro isómeros posibles.  



                                                                       Degradación de piraclostrobin y boscalid…  

   198 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.30. Mecanismo de degradación fotolítica para boscalid 
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Figura III.31. Evolución de boscalid y sus productos de degradación (A) Productos 

monohidroxilados (B) Productos con m/z 357 (pérdida de cloro) (C) Evolución de los 

dos subproductos obtenidos de la ruptura del enlace amida-benceno. 
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iii.) Los dos últimos productos de degradación se forman debido a la ruptura 

del enlace N–C de los grupos amida-benceno respectivamente, obteniendo 

así los compuestos 6 y 7. Como se puede ver en la figura III.30. donde se 

representa el mecanismo posible de degradación, el producto 6 resulta de 

la ruptura de dicho enlace en moléculas que no poseen la piridina 

hidroxilada y que además han perdido el átomo de cloro. El producto 7 

corresponde a la otra mitad de la molécula teniendo como origen 

moléculas con uno de los anillos bencénicos hidroxilados que han pérdido 

un átomo de cloro, sufriendo posteriormente una segunda hidroxilación. 

Ambos productos alcanzaron su máximo a las 6 h de comenzar la 

irradiación (ver figura III.31). 

III.5.3. FOTOCATÁLISIS: ESTUDIO Y RESULTADOS 

Los experimentos de irradiación fueron llevados a cabo en una celda Pirex de 

60 mL que contenía la disolución acuosa del pesticida junto al catalizador, TiO2, en 

agitación irradiándose con una lámpara de mercurio que emite en el UV cercano. 

El paso de agua a través del fotoreactor era continuo para mantener una 

temperatura constante 20 ± 2 ºC. Se utilizó un filtro de 340 nm y se midió en cada 

experimento el flujo que pasaba a través del reactor. 

Así, 25 mL de diferentes disoluciones acuosas de piraclostrobin (2,3 mg L-1) o de 

boscalid (3,5 mg L-1) se colocaban en el reactor adicionando a su vez 12,5 mg de 

TiO2 en el caso de piraclostrobin o 62,5 mg del mismo catalizador para boscalid. 

Para llevar a cabo el estudio cinético, se tomaron alícuotas de 300 µL en intervalos 

de 10-15 min y se filtraron a través de filtros de PVDF de 0,45 µm antes de 

analizarlas por HPLC-DAD. Todos los experimentos tuvieron lugar a pH neutro y 

la temperatura estuvo fijada en 20 ± 2 ºC. 
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Una vez conocido el tiempo de degradación total de cada fungicida, se 

llevaron a cabo varias degradaciones de 25 mL cada una a tiempos determinados 

(15, 30, 60, 90 y 180 minutos) concentrándose posteriormente por SPE (utilizando 

cartuchos C18 y eluyendo con 0,5 mL de metanol) y analizándose por HPLC-

MS/MS. Para entender mejor el mecanismo de degradación, se siguió también la 

evolución de los productos de degradación obtenidos una vez ya identificados 

realizando para ello una degradación posterior y tomando pequeñas alícuotas a 

intervalos regulares de tiempo (10-15 min), siendo inyectadas posteriormente en 

HPLC-MS. Estas alícuotas fueron tomadas durante 360 min asegurando así el 

estudio de la evolución completa de todos los metabolitos, desde los que aparecen 

al inicio de la degradación hasta los ácidos carboxílicos [ver Anexo IX]. 

Con el fin de identificar los últimos subproductos de la degradación, ácidos 

carboxílicos, las mismas alícuotas fueron analizadas por cromatografía de 

exclusión iónica usando el sistema HPLC-UV equipado con una columna de 

intercambio catiónico. 

III.5.3.1. Piraclostrobin 

La degradación fotocatalítica de piraclostrobin tuvo lugar en las condiciones 

comentadas anteriormente. Los resultados obtenidos mostraron que el decaimiento 

se ajusta a una curva exponencial, siguiendo un comportamiento de primer orden 

de acuerdo con el modelo de Langmuir-Hinshelwook. Alrededor del 99% de 

piraclostrobin se degradó después de 60 minutos de irradiación a pH neutro (6,2 ± 

0,1). 

Se realizó un estudio sobre el efecto del pH en la degradación fotocatalítica 

de este fungicida fijando dicho parámetro a 2,0/ 4,1/ 7,9 y 10,0. La velocidad de 
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degradación obtenida fue menor a pH básico, debido a repulsiones electroestáticas 

entre la molécula de fungicida y el catalizador (Anexo IX). 

La Figura III.32. muestra el mecanismo de degradación fotocatalítica 

establecido en función de las estructuras obtenidas para los fotoproductos y su 

evolución a lo largo del proceso degradativo: 

i) La molécula de piraclostrobin es atacada por radicales hidroxilo en los 

anillos clorofenil y pirazol pertenecientes a la mitad izquierda de la 

molécula dando lugar a los productos 2, 4 y 5, los cuales alcanzaron su 

máxima concentración entre los 20 y 30 minutos de comenzar la 

irradiación (ver figura III.33.). La posición de los grupos OH se 

determinó por los espectros de fragmentación de los fotoproductos 

comparados con el espectro de piraclostrobin y mediante el estudio de 

densidad de cargas que se realizó para este trabajo (Anexo IX). 

ii) El compuesto 3 se obtuvo de la misma manera que los compuestos 

anteriores mediante la hidroxilación del anillo aromático, en este caso, 

de la mitad derecha de la molécula de piraclostrobin. La posición de 

este grupo fue confirmada por el fragmento m/z=210 correspondiente a 

la mitad derecha de la molécula con el –OH en el anillo bencénico. 

Posteriormente, la pérdida del grupo N-metoxi condujo a la formación 

de los compuestos 6 y 7, los cuales alcanzaron su máximo a los 25 

minutos de irradiación, figura III.33. 

iii) Posteriormente, la sustitución de un átomo de cloro por un grupo OH 

dio lugar al compuesto 10 y la ruptura del enlace entre los grupos 4-

hidroxifenil y pirazol condujo a la formación del fotoproducto 11.  
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Figura III.32. Mecanismo de degradación fotocatalítica para piraclostrobin 
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Figura III. 33. Evolución, distribuida en grupos por su semejanza en estructura, de los 

productos de degradación obtenidos de la degradación fotocatalítica de piraclostrobin. 
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El compuesto número 12 podría tener dos orígenes aunque en ambos con la 

misma reacción; la ruptura del enlace C-O perteneciente al grupo pirazol y al 

oxígeno del grupo iloximetil de los productos con la mitad derecha de la molécula 

sin hidroxilar. Por tanto, los productos 2, 4 y 5 y  el producto 11 conducirían a la 

formación del compuesto 12. 

III.5.3.2. Boscalid 

La degradación fotocatalítica de boscalid tuvo lugar en las condiciones 

comentadas anteriormente. Los resultados obtenidos mostraron que el decaimiento 

se ajusta a una curva exponencial, siguiendo un comportamiento de primer orden 

de acuerdo con el modelo de Langmuir-Hinshelwook. Alrededor del 99% de este 

fungicida se había degradado después de 90 minutos de irradiación. 

Se realizó un estudio particular sobre este fungicida sobre la influencia de 

diversos factores como pH, flujo de fotones, presencia de sales y concentración de 

oxígeno sobre la velocidad de descomposición del fungicida. Este estudio está 

explicado con detalle en el Anexo X.  A modo de resumen, indicar que la velocidad 

de degradación de boscalid aumenta a pH básico, con alta cantidad de fotones y 

mayor concentración de oxígeno disuelto en la disolución. Sin embargo, la 

presencia de cationes como Na+, K+, Ca2+ and Mg2+ o de aniones como CO32- 

presentes de manera general en el agua, producen un efecto contrario 

disminuyendo la velocidad de degradación fotocatalítica. 

Se estableció el siguiente mecanismo de degradación fotocatalítica (ver 

figura III.34.) basado en las estructuras obtenidas para los productos de 

degradación y su evolución a lo largo del proceso degradativo: 
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i.) En primer lugar,  la molécula de boscalid 1 es atacada por radicales OH• 

en posiciones –H en los tres anillos (bencenos y piridina) formando cuatro 

productos monohidroxilados 2, 3, 4 y 5 alcanzando éstos su concentración 

máxima a los 15 minutos de iniciar la irradiación y disminuyendo 

progresivamente hasta desaparecer una vez pasados 70 minutos (ver 

figura III.35.).  Los productos 2, 4 y 5 se obtienen por hidroxilación de los 

anillos bencénicos mientras que en el caso del producto 3, la hidroxilación 

se da en la piridina.  

ii.) El segundo grupo de productos de degradación resulta de la hidroxilación 

de los primeros (2-5) obteniendo así siete productos dihidroxilados, del 6 al 

12. Estos productos comienzan a aparecer durante los primeros minutos de 

irradiación y su concentración aumenta hasta los 30 minutos (ver figura 

III.35.).  

iii.)  Los últimos intermedios se producen debido a la ruptura del enlace amida 

conduciendo a la formación de los productos 13-18. Como se puede ver en 

la figura III. 34. Los compuestos 13, 14 y 15 resultan de la ruptura de dicho 

enlace en moléculas con el anillo de piridina hidroxilado (productos 3, 6 y 

12) y el producto 16 proviene de las moléculas dihidroxiladas sólamente en 

los anillos de benceno (compuestos 7-11). La descarboxilación de este 

compuesto conduce a la formación del compuesto 17. Además, los 

productos dihidroxilados que presentan dos grupos hidroxilos en 

posiciones contiguas pueden dar una descarboxilación mediante la 

reacción photokolbe, obteniendo así el producto 18 con la apertura del 

anillo aromático.  
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Figura III.34. Mecanismo de degradación fotocatalítica para boscalid 
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Figura III.35. Evolución de los productos de degradación, agrupados por 

semejanza en estructura o por vía de degradación, durante la degradación 

fotocatalítica de boscalid. 
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A partir de los resultados obtenidos en los diferentes trabajos realizados, así 

como de las interpretaciones que de ellos surgieron, se pueden extraer las 

siguientes conclusiones: 

DESARROLLO DE MÉTODOS DE ANÁLISIS 

• Se ha desarrollado y validado un método analítico para la determinación 

de los fungicidas boscalid, captan, diclofluanida, fluquinconazol, 

quinoxifen, penconazol, piraclostrobin y vinclozolin en las muestras del 

proceso fermentativo de mostos (mosto, mosto en fermentación y vino) 

basado en la extracción en fase sólida con determinación por cromatografía 

de gases y detector espectrometría de masas y detector de captura 

electrónica. El método propuesto obtiene elevados rendimientos de 

extracción y buenos ajustes lineales. La presencia de azúcar y etanol en las 

muestras de fermentación no afectó a la determinación de estos 

plaguicidas. El efecto matriz encontrado para todos ellos fue compensado 

con un calibrado en matriz. 

• Se ha optimizado con diseño de experimentos, desarrollado y validado un 

método de extracción de plaguicidas en uva mediante microondas (MAE) 

con determinación por cromatografía de gases. El método ofrece elevadas 

recuperaciones y buena linealidad, precisión, exactitud y sensibilidad. La 

mezcla que presentó mejores recuperaciones fue hexano/acetona (1:1). 

• Se ha desarrollado y validado un método rápido y simple de extracción 

con disolvente orgánico para la determinación de residuos de boscalid, 

captan, diclofluanida, fluquinconazol, quinoxifen, penconazol, 
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piraclostrobin y vinclozolin en uvas tintas. El disolvente utilizado fue 

acetato de etilo.  

• Se ha optimizado con diseño de experimentos, desarrollado y validado un 

método de extracción de plaguicidas en uva mediante dispersión de matriz 

en fase sólida (MSPD). La linealidad y repetibilidad son buenas, así como 

las recuperaciones. 

ESTUDIO DE LOS RESIDUOS EN LAS DIFERENTES PARTES DE LA 

UVA 

• Se han desarrollado y validado métodos rápidos y simples de extracción 

para la determinación de residuos de boscalid, captan, diclofluanida, 

fluquinconazol, quinoxifen, penconazol, piraclostrobin y vinclozolin en 

uvas tintas. La metodología incluye tres métodos para la extracción de 

residuos en tres partes de la uva: superficie exterior (extracción con agua), 

hollejo o piel (extracción con acetato de etilo), y pulpa (extracción por 

microondas). Los métodos ofrecen buenas recuperaciones, linealidad, 

precisión, exactitud y sensibilidad.  

• El estudio de movilidad de los ocho 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. 

Las cinéticas estudiadas para la retención de estos compuestos fue en todos 

los casos de primer orden con respecto al tiempo. La cantidad de residuos 

retenidos fue mayor en piel. Se observó penetración de todos los 

fungicidas en pulpa, siendo mayor dicha penetración para los fungicidas 
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penetrantes o sistémicos. La relación entre las concentraciones de piel y 

pulpa no dependió de la concentración inicial. Se observa una correlación 

entre la penetración en pulpa y el modo de acción del fungicida, de 

contacto o sistémico, excepto para penconazol. 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. 

PROCESOS DE VINIFICACIÓN 

• El proceso de fermentación alcohólica provocó un gran descenso en la 

cantidad de residuos inicial encontrada en las uvas vendimiadas tratadas 

con los fungicidas. El resto de etapas de elaboración del vino 

contribuyeron también a la disminución de residuos, aunque en menor 

medida. Los porcentajes de reducción medios totales encontrados para 

piraclostrobin y boscalid fueron del 99% y del 80%, respectivamente.   

• A partir de los resultados obtenidos para el estudio de la evolución de la 

fermentación alcohólica y maloláctica, se deduce que la presencia de 

piraclostrobin con una concentración máxima de 2 mg L-1 y la presencia de 

boscalid con 4 mg L-1 no afecta al curso de ambas fermentaciones. 

PARÁMETROS ENOLÓGICOS 

• El vino control presenta durante los tres años de estudio valores más bajos 

de IPT, antocianos y flavanoles y los valores más altos para los ácidos 

hidroxicinámicos y flavonoles en comparación con los vinos elaborados 

con uvas tratadas con los fungicidas objeto de estudio. 
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• El análisis sensorial (test dúo-trío) realizado con los vinos elaborados, 

testigo y tratamientos con piraclostrobin y/o boscalid, los diferentes años 

no reveló diferencias significativas.  

PROCESOS DE DEGRADACIÓN 

• El proceso de hidrólisis produce una degradación de piraclostrobin en los 

experimentos con pH básico y temperatura alta. Sin embargo boscalid 

permanece estable en el tiempo incluso en condiciones extremas. 

• Ambos fungicidas se degradan totalmente (>95%) mediante fotólisis 

siendo la velocidad de degradación de piraclostrobin mayor que la de 

boscalid. Se identifican los metabolitos de ambos y se proponen 

mecanismos de degradación. 

• Se consigue también una degradación total de ambos fungicidas, 

piraclostrobin y boscalid, mediante fotocatálisis utilizando TiO2 como 

catalizador.  Los tiempos de vida media se reducen considerablemente con 

respecto la degradación fotolítica. 

• Factores como el pH, la concentración de oxígeno, la cantidad de fotones y 

la presencia de sales parecieron tener influencia en el proceso fotocatalítico 

de boscalid, así como el pH para piraclostrobin. Se identificaron los 

metabolitos correspondientes y se establecieron los mecanismos de 

degradación. 
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