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Abstract

Must and wine are beverages of great worldwide consumption subject to regulations on pesticide
residues which may get to them as a result of applying pesticides for plague control in vineyards. The
organophosphorus insecticides are of common used in Venezuela due to their high efficiency,
nevertheless, their toxicity may affect human beings that drink the contaminated beverages. That is why,
the analysis of the residues and knowledge of the persistence of these substances in must and wine, is of
main interest. This work measured the persistence of the organophosphorus insecticides monocrotophos,
dimethoate, malathion and parathion throughout their course from grapes of the Malvasia Istria
vineyards treated with the mentioned insecticides, up to the derived drinks of must and wine. Analyses of
the residues of insecticides in the must and wine were carried out using liquid-solid extraction with
graphitized carbon black and capillary gas chromatography. Degradation of the four insecticides,
measured in the must, followed a first order kinetics with a half-lives ranging from 0.50 to 3.83 days. The
transformation of must into wine, caused a considerable diminution (>75%) in the insecticides
concentration.
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Resumen

El mosto y el vino son bebidas de gran consumo mundial sujetas a regulaciones de residuos de
plaguicidas que puedan llegar a ellas como consecuencia de su aplicacion contra plagas que atacan los
vinedos. Los insecticidas organofosforados son muy usados en Venezuela por su alta eficiencia, sin
embargo debido a su toxicidad pueden afectar al humano que ingiere las bebidas contaminadas. De aqui
que el analisis de residuos y el conocimiento de su persistencia en mosto y vino sea de fundamental
interés. En este trabajo se evalu6 la persistencia de los insecticidas organofosforados monocrotophos,
dimethoate, malathion y parathion en su trayectoria desde las uvas de plantas de la variedad Malvasia
Istria, tratadas con los insecticidas, hasta las bebidas derivadas mosto y vino. Los analisis de residuos en
el mosto y vino se realizaron utilizando extraccién liquido-sélido con carbén grafitado y cromatografia
gaseosa capilar. La degradacion de los cuatro insecticidas, medidos en el mosto, siguié una cinética de
primer orden, con tiempos de vida media entre 0.50 y 3.83 dias. La transformacion de mosto a vino, causo6
una considerable disminucion (>75 %) en la concentracion de los insecticidas.
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Introduccidon

En los altimos anos la produccién agricola
se ha tecnificado, logrando notables aumentos
en la calidad y rendimiento de los cultivos. Entre
esos adelantos que la tecnologia ha aportado, se
encuentra el uso de insecticidas, los que han per-
mitido controlar las plagas e incrementar la pro-
ductividad agricola [1].

Los insecticidas organofosforados son ac-
tualmente muy usados en Venezuela a raiz de la
prohibicion de uso de los insecticidas organoclo-
rados que tienen una alta persistencia en el am-
biente y son altamente toxicos. Los organofosfo-
rados han resultado ser muy eficientes en el con-
trol de plagas con un costo relativamente bajo,
pero igualmente son sustancias téxicas, es por
ello que su uso debe ser moderado, no so6lo como
control ambiental sino también para proteger la
salud del hombre.

Los insecticidas organofosforados actuan
inhibiendo la accion de la acetilcolinesterasa, en-
zima que cataliza la hidrélisis de la acetilcolina,
la cual se acumula y produce sintomas toéxicos.
Cuando la acumulacién de la acetilcolina sobre-
pasa los niveles letales tolerados por los organis-
mos, se produce desde asfixia hasta la muerte
12].

Uno de los principales cultivos fruticolas
del Estado Zulia es la uva, con una superficie de
produccion de uvas que supera las 400 hectareas
[3]. Actualmente la viticultura zuliana esta en ex-
pansion, diversificando su produccién con la in-
troduccion de variedades de uvas para vino, pero
los problemas por plagas y enfermedades son
factores limitantes ya que disminuyen el vigor de
la planta y reducen o destruyen la produccion,
constituyéndose la aplicacién de insecticidas or-
ganofosforados en una actividad rutinaria en
gran cantidad de granjas viticolas [4]. Esta activi-
dad puede traer como consecuencia que altos ni-
veles de insecticidas organofosforados puedan
presentarse en las uvas al momento de la cose-
cha, especialmente cuando los ingredientes acti-
vos poseen altas estabilidades. Por otra parte re-
siduos de éstos insecticidas pueden persistir en
los mostos y vinos obtenidos a partir de dichas
uvas, lo que se traduce en un riesgo de contami-
nacion para los consumidores de mosto y vino de
uvas [5].

En este trabajo se determinaron los resi-
duos de cuatro insecticidas organofosforados
(monocrotophos, dimethoate, malathion y pa-
rathion) en muestras de mosto y vino preparadas
a partir de uvas de la variedad Malvasia Istria que
fueron tratadas en el campo de cultivo con una
dosis de los citados insecticidas. También se des-
cribe la cinética de persistencia de los cuatro in-
secticidas en las muestras de mosto.

Materiales y Métodos

Reactivos

Se utilizaron estandares de insecticidas de
alta pureza (Dr. Ehrenstorfer) , para preparar so-
luciones madres de 1000 pg/mL de cada insecti-
cida en acetato de etilo grado HPLC (Baker). Las
soluciones patron de calibracién se prepararon
por dilucion de las soluciones madres en acetato
de etilo. Las soluciones patrén de los insecticidas
empleados en el salpicado se prepararon en me-
tanol grado HPLC (Baker). La acetona empleada
fue grado HPLC (Fisher). El sulfato de sodio anhi-
dro y el trifenilfosfato fueron grado analisis (Rie-
del de Haén). El acido acético glacial empleado en
la extraccion fue grado analisis (BDH). La bento-
nita sodica fue empleada como clarificante (Litto-
rale Oenologic, S.A.), el metabisulfito de sodio
empleado como antiséptico fue grado analisis.
En el procedimiento de extraccion se emplearon
cartuchos de 250 mg de carbon grafitado (Supel-
co).

Equipos

Los analisis efectuados en este trabajo se
realizaron en un cromatografo gaseoso, Auto
System Perkin Elmer, equipado con un detector
nitrégeno-fosforo, un muestreador automatico
Perkin Elmer, una columna capilar de 30 m x
0.53 mm x 1.2 ym de espesor de pelicula de 5%
fenil metil silicona AT-5 (Alitech). El registro de
los cromatogramas y la integracion del area de
los picos se realizo con un computador personal,
equipado con un software Nelson 2000. El inyec-
tor y el detector se operaron a 250 y 280°C res-
pectivamente. Las muestras se inyectaron en el
modo split less. El programa de temperatura del
horno fue 60°C por 0.80 min; rampa 1: 40
°C/min hasta 100°C; rampa 2: 3.5 °C/min hasta
230°C; rampa 3: 8 °C/min hasta 280°C sostenido
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por 1 min. Se empled helio como gas de arrastre a
10 mL/min e hidrégeno y aire como gases del de-
tector a 1.70 y 100 mL/min, respectivamente. El
umbral de trabajo del detector fue 0.75 mV.

Estudio de Persistencia

El estudio fue realizado sobre plantas de
uva de la variedad Malvasia Istria cultivadas en el
Centro Viticola del Estado Zulia. Se emple6 un di-
seno experimental fotalmente al azar con cuatro
repeticiones y un control. El area total de cultivo
para el estudio fue de 288 m?. Cada repeticion
abarco un grupo de cinco plantas de uvas. La
aplicaciéon de los insecticidas fue realizada en
Marzo de 1996. Los insecticidas se aplicaron por
aspersion de sus formulaciones comerciales a las
dosis recomendadas por el fabricante: Inisan 60
(conteniendo 55% de Monocrotophos como in-
grediente activo) a 1.3 L/ha (715 g/ha de ingre-
diente activo), Sistemin 40 (40% de Dimethoate)
a 1.6 L/ha (640 g/ha de i.a), Malathion 57 (57%
de Malathion) a 1.8 L/ha (1026 g/ha de i.a), Pa-
rathion 50 (50% de Parathion Etilico) a 1.3 L/ha
(624 g/ha de i.a). El muestreo de las uvas se efec-
tué tomando del control y de cada repeticion un
peso aproximado de 2 Kg de uvas. El primer
muestreo se realizo una hora después de la apli-
cacion de los insecticidas (cuando estaban secas
las plantas). Se repitieron los muestreos los dias
1,3,5,7, 12, 16, 21 y 26 después de la aplica-
cién. Las muestras de uvas se guardaron en bol-
sas de polietileno y se trasladaron al laboratorio
para su inmediato procesamiento.

Para la preparacién del mosto y el vino las
uvas se estrujaron y prensaron. Obtenido el mos-
to se le adicioné metabisulfito de sodio a una do-
sis de 200 mg/L y bentonita a 1.5 g/L. El mosto
se dejo en reposo durante 30 minutos, posterior-
mente 20 mL se centrifugaron a 2000 r.p.m, du-
rante 20 minutos. Se tomaron 10 mL de este
mosto claro y se sometieron al analisis de resi-
duos de insecticidas. El mosto restante se dejo en
reposo durante 24 horas a 18°C. Cumplido este
tiempo fue desfangado y seguidamente se reali-
zaron mediciones de Grados Brix (Sélidos Solu-
bles) con la finalidad de realizar la correccion de
azucar (Chaptalizacion). Obtenidos los valores de
Grados Brix se corrigi6 la relacion 17 gramos de
azucar producen 1° de alcohol. Se adicioné la le-
vadura (Saccharomyces cerevisiae) a una dosis

de 0.15 g/L para el inicio de la fermentacioén, un
mes después los vinos se filtraron y porciones de
10 mL se sometieron al analisis de residuos de In-
secticidas.

Procedimiento de Extraccidn

La extraccion liquido-sélido se realizo se-
gun la metodologia de Prieto y colaboradores [6].
El cartucho fue acondicionado con 5 mL de ace-
tato de etilo/acetona (80:20), 1 mL de acetona y
14 mL de acido acético 2% p/v. Seguidamente se
pasaron a través del cartucho 50 mL de las mues-
tras diluidas con agua desionizada de mosto o
vino relacion (10:40) a un flujo de 5 mL/ min. El
cartucho se seco al vacio por 5 minutos y luego se
eluyeron los insecticidas con 2 porciones de 0.5
mL de acetona y 3 porciones de 2.5 mL de acetato
de etilo/acetona (80:20). Los extractos se reco-
gieron en viales conteniendo 1 gramo de sulfato
de sodio anhidro. Se evaporo el extracto hasta
1 mL, con una corriente de nitrégeno a 35°C. Se
salpic6 con trifenil fosfato (Estandar Interno) y se
inyect6 por duplicade 1 pL en el cromatégrafo ga-
SE€0so.

Ensayo de Recuperacién

La eficiencia del método de extraccion se
determiné calculando los porcentajes de recupe-
racion. Para ello, muestras de mosto y vino co-
merciales se salpicaron con una solucién meta-
noélica de los insecticidas y se sometieron al pro-
cedimiento de extraccion liquido-sélido con car-
bén grafitado, antes descrito. Las recuperaciones
se realizaron para niveles de 0.01, 0.05 y
0.5 pg/mL.,

Resultados y Discusion

El estudio de recuperacion de los cuatro in-
secticidas mostro eficiencia entre 78 y 106% para
los tres niveles de concentracion evaluados con
un coeficiente de variacion promedio de 4%. Es-
tos valores reflejan una adecuada exactitud y
precisién para la metodologia de analisis utili-
zando la extraccion liquido-sélido con cartuchos
de carbén grafitado y cromatografia gaseosa ca-
pilar. La Figura 1 muestra un cromatograma tipi-
co de un extracto de vino.

Los datos obtenidos para las concentracio-
nes (pg/mL) de los residuos de insecticidas obte-
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Figura 1. Cromatograma tipico de la determinacién de los insecticidas organofosforados de un
extracto de vino. (1) Monocrotophos, (2) Dimethoate, (3) Malathion, (4) Parathion y (5) Trifenilfosfato.

nidos en las muestras de mosto y vino de uvas
son mosirados en la Tabla 1.

Persistencia de Monocrotophos

La concentracion de monocrotophos entre
los dias uno y cinco se incrementé con respecto a
la concentraciéon inicial, este comportamiento
puede deberse a la adhesion de monocrotophos a
las uvas, seguido de permeacion del insecticida
en el fruto, lo que permitié que estos residuos
persistieran en el mosto [7]. El dia siete después
de la aplicacion la concentracion disminuyo en
un 23 % con respecto a la concentracién inicial.
El dia doce se observé un nuevo incremento en la
concentraciéon de monocrotophos. Este compor-
tamiento no ideal pudiera ser el resultado de la
competencia entre los factores antagénicos: la
degradacion quimica del insecticida (que dismi-
nuye la concentracion) y la permeacion del fruto
por el insecticida (que aumenta su concentra-
cion). A partir del dia dieciséis las concentracio-
nes de monocrotophos disminuyeron rapida-
mente. En la Figura 2 se observa la disminucién
de las concentraciones residuales de monocro-
tophos con respecto al tiempo.

La tasa de disminucién de los residuos de
monocrotophos en el mosto mostré una cinética

de primer orden (Figura 3) con un tiempo de vida
media de 3.83 dias. La ecuacion de regresion li-
neal para la dosis aplicada fue:

Y = - 0,721 - 0.181t.

El coeficiente de correlacion fue: r=- 0.835,
con probabilidad de significancia estadistica
P < 0.01 indicando una alta correlacion negativa
entre los residuos de monocrotophos con respec-
to al tiempo. La transformacién de los mostos a
vino caus6 una reduccién considerable de los re-
siduos de monocrotophos de un 92% de su con-
centracion promedio en el mosto de origen.

Persistencia de Dimethoate

La concentracion de dimethoate en el mosto
del dia cero fue de 0.239 pg/mL, un incremento
se observo al dia siguiente de la aplicacion, este
comportamiento puede deberse a la penetracion
de dimethoate a la uva, lo que es caracteristico de
los insecticidas sistémicos [7]. Una rapida disipa-
cion de los residuos fue observada a partir del dia
dieciséis (Figura 2). Las concentraciones de di-
methoate estudiadas en el mosto mostraron altas
tasas de disminucion con una cinética de primer
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Tabla 1
Residuos de insecticidas (pg/mL) en mosto y vino de uvas
Dias después de Insecticidas
la aplicacion
Monoc_rotophos Dim_ethoate Malathion Parathion
X+S X+S X+S X+8
00 0.171+0.083  0.239:£0.063  1.098+0.195  0.425£0.177
01 0.224+0.110  0.332£0.110  0.389+0.060  0.091+0.014
03 0.582+0.447 0.093+0.053 0.006+0.005 ND
05 0.386+0.280 0.198+0.052 ND
Mosto 07 0.131x0.042 0.100+0.022
12 0.259+0.068 0.041x0.017
16 0.013+0.001 0.011+0.008
21 0.006+0.006 ND
- 26 ND
00 0.018+0.010 0.042+0.054 0.469+0.256 0.003+0.001
01 ND 0.036+0.023 0.054£0.041 ND
03 0.010+0.01 0.046+0.012 0.003+0.001
05 ND 0.028+0.001 ND
Vino 07 0.005+0.003 0.029+0.012
12 0.007+0.002 0.011+0.001
16 ND ND
21
26

orden (Figura 3) y un tiempo de vida media de
3.17 dias. La ecuacioén de regresion lineal fue

Y=-1.048-0.219t

Con unr = - 0.965, con probabilidad estadistica
P < 0.01. La conversion de mosto a vino causo
una reduccion de los residuos de dimethoate de
un 92 % de su concentracion promedio en el mos-
to de origen.

Persistencia de Malathion

La concentracion de residuos de malathion
en el mosto del dia cero fue de 1.098 pg/mL. En-
tre los dias 1 y 7 después de la aplicacion se ob-
servd una rapida disminuciéon en la concentra-
cién de los residuos de malathion (Figura 2). Re-
sultados similares se observaron en un estudio
de persistencia de malathion en tomates cultiva-
dos en granja (8].

La tasa de disipacién de malathion en mos-
to sigui6 una cinética de primer orden (Figura 3) y
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Figura 2. Tendencia en la disminucion de la concentracion de residuos de plaguicidas en mosto.
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Figura 3. Demostracion de una cinética de primer orden en la degradaciéon de plaguicidas en mosto.
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Tabla 2
Efecto del tipo de insecticida sobre las concentraciones en mosto y vino (pg/mL)

Insecticida
Sistémico Contacto
Mosto 0.162% + 0.018 0.114° £ 0.018
Vino 0.013% £ 0.007 0.029° £ 0.007

* Medias asociadas con letras distintas (a, b) son significativamente diferentes (P < 0.05).

un tiempo de vida media de 0.50 dias . La ecua-
cion de regresion lineal para la dosis aplicada fue:

Y =-0.105 - 1.401t

con un r = -0.983, con probabilidades de signifi-
cancia estadistica P < 0.01. El procedimiento de
conversion de mostos en vino produjo una reduc-
cion de los residuos de malathion enun 75 % res-
pecto a la concentracion promedio en el mosto.

Persistencia de Parathion

La concentracion de parathion en el mosto
del dia cero fue de 0.425 pg/mL. El dia siguiente
a la aplicacion se observo una rapida disipacion
en la concentracion residual del insecticida en un
79 % (Figura 2), este comportamiento, al igual
que en el caso de malathion, puede asociarse a
procesos de volatilizacién por accién de las con-
diciones ambientales [7] y a la accién no sistémi-
ca o de contacto del insecticida [1]. El analisis de
los residuos de parathion en mosto presentd una
alta tasa de disminucion después de la aplicacién
del insecticida, con una cinética de primer orden
(Figura 3) y un tiempo de vida media de 0.76 dias.
La ecuacion de regresion lineal para la dosis apli-
cada fue:

Y=-1,772 - 0.918t

con un r =-0.898, con una probabilidad de signi-
ficancia estadistica P < 0.01.

La transformacion de mosto a vino causd
una significativa reduccién de los residuos de Pa-
rathién en un 75% respecto a la concentracion
media en el mosto.

El analisis de los valores encontrados para
la vida media de los insecticidas en el mosto de

uvas, muestra que los insecticidas sistémicos
monocrotophos y dimethoate persisten durante
mayor tiempo que los insecticidas de contacto
malathion y parathion. La prueba de Tukey, apli-
cada a las concentraciones medias de los insecti-
cidas sistémicos y de contacto encontrados en el
mosto muestra que existen diferencias significa-
tivas P < 0.05 (Tabla 2).

Este comportamiento se justifica en base a
que los insecticidas sistémicos al penetrar en el
fruto, sufren en menor magnitud los efectos de-
gradativos del ambiente externo que rodea la
planta de uva y de alli que persistan por ma-
yor tiempo. El comportamiento degradativo de
los residuos de los insecticidas monocrotophos,
dimethoate, malathion y parathion en su trayec-
toria desde la uva en planta hasta la obtencion
del vino es similar a la observada por Cabrasy co-
laboradores para otros insecticidas organofosfo-
rados en un estudio realizado en Italia [5].

Conclusiones

1.- La degradacién de los cuatro insectici-
das estudiados, medidos en el mosto siguié una
cinética de primer orden. Para una sola aplica-
cion de los insecticidas sobre las uvas, el tiempo
de vida media de éstos fue de 3.83 dias para mo-
nocrotophos, 3.17 dias para dimethoate, 0.50
dias para malathion y 0.76 dias para parathion.

2.- La transformacion del mosto en vino,
mediante el proceso de fermentacion, causé una
considerable disminucién (>75%) de la concen-
tracién inicial de Monocrotophos, Dimethoate,
Malathion y Parathion.
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