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RESUMEN

El cultivo de la vid tiene gran relevancia econdémica y social
a nivel mundial. Sin embargo, plagas y enfermedades como
el oidio, el mildiu y la podredumbre afectan su produccion,
requiriendo el uso de fungicidas. Este estudio evalia la eli-
minacién de residuos de dos fungicidas (mepanipirim y
tetraconazol) durante el proceso fermentativo de vinos
blancos elaborados con uva de la variedad airén. Se realiza-
ron tres ensayos (control y dos con adicion de fungicidas)
utilizando el método QUEChERS y analisis por HPLC-MS/MS
QQQ para cuantificar los residuos en distintas etapas del
proceso enotécnico. Aunque los residuos generan diferen-
cias analiticas, no impactan significativamente en la calidad
organoléptica del vino. Ademas, etapas como la macera-
cion, el desfangado y el trasiego eliminan hasta un 85% de
los residuos, dejando solo un 15% en el vino final. En con-
clusion, los procesos enoldgicos son eficaces para reducir
los residuos de fungicidas sin comprometer la calidad del
vino.

PALABRAS CLAVES

Fungicidas, vinificacién, mepanipirim, tetraconazol, eli-
minacién de residuos, método QUEChERS, variedad
airén.

SUMMARY

Grape cultivation holds significant economic and social
importance worldwide. However, pests and diseases
such as powdery mildew, downy mildew, and botrytis
negatively impact production, necessitating the use of
fungicides. This study evaluates the removal of residues
from two fungicides (mepanipyrim and tetraconazole)
during the fermentation process of white wines made
from airén grapes. Three trials (control and two with
added fungicides) were conducted, using the QUEChERS
method and HPLC-MS/MS QQQ analysis to quantify resi-
dues at different stages of the winemaking process.
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Results show that stages such as maceration, clarifica-
tion, and racking remove up to 85% of residues, leaving
only 15% in the final wine. In conclusion, enological prac-
tices are effective in reducing fungicide residues while
preserving wine quality.

KEYWORDS
Fungicides, winemaking, mepanipyrim, tetraconazole,
residue removal, QUEChERS method, airén variety.

INTRODUCCION

El cultivo de la vid tiene una gran importancia a nivel mun-
dial ademds de una influencia directa tanto en la economia
como en la sociedad. La vid se puede ver afectada por dife-
rentes plagas y enfermedades (oidio y botritis). Para com-
batir y repeler dichas enfermedades, en la actualidad se
emplean productos fitosanitarios. Residuos de estos pro-
ductos pueden quedar en la uva recolectada y ser transfe-
ridos al mosto y al vino, incluso pudiendo alterar la fer-
mentacién y la calidad organoléptica del vino [1, 2, 3].

La vitivinicultura, sector clave en paises como Espafia,
representa la mayor extension de vifiedos del mundo,
siendo el cuarto productor global con 7 millones de tone-
ladas en 2018 segun la FAO [4]. No obstante, enfermeda-
des criptogdmicas como el oidio, el mildiu y la podre-
dumbre amenazan los vifiedos, requiriendo tratamientos
fitosanitarios para garantizar una produccién adecuada.
Estos productos, si bien eficaces para controlar plagas,
generan residuos en la uva que pueden transferirse al
mosto y afectar la fermentacion alcohdlica, causando
retrasos o incluso paradas fermentativas[5].

El Reglamento (CE) n.2 396/2005, actualizado por el Regla-
mento (UE) 2023/466 de la Comision de 3 de marzo de 2023,
regula los limites maximos de residuos (LMR) permitidos en
alimentos, estableciendo valores de hasta 2 mg/kg para
mepanipirim y 0,5 mg/kg para tetraconazol [6]. La transfe-
rencia de estos residuos durante la vinificacion depende de
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Figura 1. Esquema del proceso de vinificacion.

sus propiedades fisicoquimicas, como el coeficiente de parti-
cion Octanol/Agua (Log Kow), y las etapas del proceso eno-
técnico [7, 8]. Estudios previos sugieren que los plaguicidas
con Log Kow de 2,5 a 4,0 se transfieren hasta en un 10% al
vino, mientras que aquellos con valores entre 0,5y 2,0 pre-
sentan una transferencia de entre 20% y 50% [9,10].

En este trabajo, se evalta la disipacion de residuos de
mepanipirim y tetraconazol en cada etapa del proceso
enoldgico, destacando el impacto de técnicas como el
desfangado, la fermentacién y la clarificacién en la elimi-
nacion de residuos. Estos resultados aportan datos rele-
vantes sobre la capacidad de los procesos de vinificacion
para reducir los riesgos asociados al consumo de resi-
duos de fungicidas en vinos blancos de la variedad airén.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevé a cabo utilizando uva de la variedad
airén, conocida por ser la uva blanca mas plantada en
Espafa debido a su resistencia a condiciones extremas
de calor y sequia. En Castilla-La Mancha, es la variedad
de uva principal, aunque también se encuentra en comu-
nidades como Murcia, Valencia o Andalucia. Esta varie-
dad se caracteriza por tener racimos grandes y sueltos,
un intenso color amarillo, piel de grosor medio, pulpa
blanda y producir un mosto incoloro.

Para este estudio, la uva fue recolectada en una parcela
de la Denominacion de Origen Yecla, garantizando su tra-
zabilidad y calidad enoldgica. Se utilizaron 100 kg de uva

por ensayo, asegurando una cantidad suficiente para
evaluar la disipacion de los fungicidas en las diferentes
etapas de la vinificacion. La vinificacion se llevo a cabo en
septiembre de 2023, en la bodega experimental de la
Universidad de Murcia en el departamento de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos (CyTA), siguiendo un proce-
so controlado en depdsitos de acero inoxidable.

Un ensayo sirvié como control, sin adicién de fungicidas,
mientras que en los otros dos se afladieron fungicidas en
concentraciones iguales a sus limites maximos de residuos
(LMR): mepanipirim (2 ppm) y tetraconazol (0,5 ppm).

El proceso de vinificacién comenzé con el estrujado de la
uva y la adicién de levaduras y fungicidas seleccionados.
La aplicacion de los fungicidas se realizd en este momen-
to, asegurando su incorporaciéon homogénea en el mosto
antes del inicio de la fermentacién [11]. La maceracidn
tuvo lugar durante dos horas, tras lo cual se realizé el
prensado para obtener el mosto sin desfangar. Posterior-
mente, se afiadieron enzimas pectoliticas en una dosis de
3 ml/HI, y el mosto fue sometido a un desfangado de 24
horas antes de ser trasegado. Durante esta etapa, se
ajusto el sulfitado (40 mg/L) y la acidez total (hasta 6 g/L),
y se incorporaron nutrientes en una dosis de 25 g/Hl para
favorecer el desarrollo de la fermentacion. La fermenta-
cién alcohdlica se desarrollé durante 11 dias en condicio-
nes controladas, seguida de un trasiego del vino obteni-
do. El esquema del proceso seguido se presenta en la
Figura 1, donde se detallan todas las etapas descritas
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Eliminacion de dos fungicidas durante el proceso fermentativo de vinos blancos de la variedad airén

Proceso Mepanipirim (mg/L) | Tetraconazol (mg/L)
Uva 2,000 £ 0,000 0,500 + 0,000
Mosto sin desfangar | 1,868 += 0,161 0,441 + 0,047
Orujo 0,871 £0,271 0,237 +£ 0,046
Mosto desfangado 0,744 + 0,103 0,208 £ 0,013
Fangos 3,623+ 0,329 1,050 + 0,056
Fermentacion 1 0,356 + 0,053 0,089 + 0,006
Fermentacion 2 0,373 +£ 0,064 0,103+ 0,011
Fermentacion 3 0,352 £ 0,026 0,086 + 0,007
Vino trasegado 0,368 + 0,009 0,096 + 0,006
Lias 0,993 £ 0,037 0,347 +£ 0,200
Vino clarificado 0,394 + 0,046 0,081 £ 0,005
Vino final 0,300+ 0,010 0,081 + 0,003

Tabla 1. Concentracion media de los fungicidas durante el proceso de vinificacion (media + desviacion estandar).

El vino trasegado fue clarificado con un clarificante en
una dosis de 50 g/HI durante siete dias y estabilizado en
camara frigorifica a 5 °C durante el mismo periodo. Este
procedimiento garantizd6 un manejo adecuado en todas
las etapas enoldgicas, reduciendo al maximo la presencia
de residuos de fungicidas en el producto final.

Para determinar los niveles residuales de fungicidas a lo
largo de las distintas etapas de vinificacién, se empled el
método QUEChERS, un método ampliamente utilizado
en la extraccidon de plaguicidas en matrices alimentarias.
En este estudio, el protocolo se adaptd para optimizar la
extraccién en matrices complejas como el vino, teniendo
en cuenta su composicién quimica y las propiedades fisi-
coquimicas de los fungicidas evaluados[12].

Las muestras homogeneizadas (10 g o 10 ml) fueron tra-
tadas con 10 ml de acetonitrilo (ACN) y una mezcla de
sales tampdn para separar las fases. Tras centrifugacion
a 3,500 rpm durante cinco minutos, el sobrenadante fue
extraido y acidificado para su posterior analisis.

La cuantificacion de los residuos se llevd a cabo
mediante un cromatoégrafo de liquidos (HPLC) modelo
Infinity 1260, acoplado a un detector de masas triple
cuadrupolo (Triple Quad LC/MS 6410B) de Agilent
Technologies. La separacion se realizé en una columna
Poroshell 120 EC-C18 (3 x 100 mm, 2,7 um) termostata-
da a 40 °C, con un flujo de 0,6 ml/min. Las fases moviles
utilizadas fueron ACN con 0,1% de acido férmico (A) y
agua con 0,1% de 4cido férmico y 2 mM de formiato
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amonico (B). El tiempo total de analisis fue de 12 minu-
tos, con un volumen de inyeccion de 5 pl de muestra
diluida en fase movil.

La adaptacién del método permitié mejorar la recupera-
ciéon de los fungicidas en una matriz liquida compleja
como el vino, garantizando una cuantificacién precisa de
los residuos a lo largo del proceso de vinificacién. Este
enfoque permitié evaluar con precision la eliminacién de
los residuos de fungicidas a lo largo de las distintas eta-
pas del proceso de vinificacion.

RESULTADOS

Durante el proceso de vinificacidn, se cuantificaron los
residuos de los fungicidas seleccionados en cada una de
las etapas del proceso enoldgico. La Tabla 1 muestra los
valores promedio de concentracién de los mismos a lo
largo del proceso, lo que permite observar su disipacion
y degradacion.

La eliminacion de los residuos de fungicidas durante la vini-
ficacién alcanza un 85% de los valores afiadidos inicialmen-
te a la uva para ambas materias activas. Este proceso inclu-
ye tanto la eliminacidn fisica de residuos en etapas como el
prensado, desfangado y trasiego (ligados a orujo, fangos y
lias) como la degradacién quimica en etapas como la
maceracion, estabilizacién en frio y trasiego [13].

A continuacion, se detallan los resultados de cada etapa
enoldgica, ilustrados mediante figuras que muestran la
cantidad de residuos eliminados o degradados.
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Figura 2. Eliminacién de los fungicidas en el proceso de macera-
cién y prensado.

Figura 3. Eliminacion de fungicidas en el proceso de desfangado.
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Figura 4. Evolucion de la degradacién de fungicidas durante la fer-
mentacion.

Maceracion y prensado

El proceso de maceracion y prensado, donde se consi-
dera el 100% de los fungicidas afiadidos a la uva estruja-
da, genera una pérdida inicial de residuos. En esta
etapa, aproximadamente un 25% de los residuos que-
dan ligados al orujo, mientras que alrededor del 35% se
degrada en el mosto sin desfangar, como se observa en
la Figura 2.

Desfangado

Durante el desfangado, se separan el mosto y los fangos.
En esta etapa, la eliminacidn se debe tanto a la unién de
residuos a los fangos como a su degradacién quimica. La
Figura 3 muestra cdmo tetraconazol presenta una mayor
eliminacién unida a los fangos en comparaciéon con
mepanipirim, aunque este Ultimo sufre una degradacién
mayor. Estas diferencias se deben a las distintas caracte-
risticas fisico-quimicas de los fungicidas estudiados. En el

Figura 5. Eliminacion de fungicidas en el proceso de trasiego.

mosto desfangado queda un remanente entre el 30-40%
de la cantidad que tenia el mosto sin desfangar.

Fermentacion

Durante la fermentacidn se tomaron tres muestras en
diferentes momentos para evaluar la degradacion de los
residuos de fungicidas. Como se ilustra en la Figura 4,
ambos fungicidas experimentaron una rapida degrada-
cién durante los primeros dias de fermentacion, seguida
de una estabilizacion en niveles bajos. La degradacién
fue ligeramente superior para tetraconazol.

Trasiego

El trasiego del vino tras la fermentacion genera un repar-
to de residuos entre el vino trasegado vy las lias, sin
observarse degradacion adicional. Segun la Figura 5,
mepanipirim presenta una distribucién de dos tercios en
el vino y un tercio en las lias, mientras que tetraconazol
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Figura 6. Remanente de fungicidas en el vino clarificado.

se reparte en una proporcion de 60/40.Por lo tanto, la
mayor eliminacién unido a las lias se produce para los
ensayos con tetraconazol.

Clarificacion

En esta etapa, se observé una eliminacion adicional de
residuos de tetraconazol gracias a la accion del clarifi-
cante utilizado, mientras que mepanipirim no mostré
variacion respecto al vino trasegado. Esto se refleja en
la Figura 6, donde se evidencia una pérdida de alrede-
dor del 20% para tetraconazol. Lo que indica que el cla-
rificante utilizado es mas eficiente en la eliminacién de
residuos para el tetraconazol [14,15].

Estabilizacion en frio

Durante la estabilizacién a 5 °C, mepanipirim experimen-
td una degradacidn adicional del 20%, mientras que el
tetraconazol permanecidé sin cambios en comparaciéon
con el vino clarificado, como se observa en la Figura 7.

CONCLUSIONES

La vinificacién de uvas de la variedad airén demuestra ser
un proceso altamente eficaz para la eliminacién de resi-
duos de fungicidas, alcanzando una reduccidon cercana al
85% de los valores iniciales de mepanipirim y tetracona-
zol. Esta eliminacion se logra a través de una combinacion
de procesos enotécnicos que incluyen tanto la eliminacion
fisica como la degradacion quimica de los residuos.
Etapas como la maceracidn, el desfangado y el trasiego
son determinantes, ya que permiten la eliminaciéon de
residuos mediante su unién al orujo, fangos y lias, respec-
tivamente. Adicionalmente, la maceracidn, el trasiego y la
estabilizacion en frio contribuyen a la degradacién de
aquellos residuos que no se eliminan durante los procesos
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Figura 7. Degradacion de fungicidas en el vino final tras la estabi-
lizacién en frio.

anteriores. Al final del proceso de vinificacién, la cantidad
remanente de residuos en los vinos es del 15% del valor
inicial para ambas materias activas. Este resultado eviden-
cia que, incluso si la uva llega con residuos a la bodega, la
mayoria de estos se eliminan durante las etapas enoldgi-
cas, lo que reduce significativamente el riesgo para el con-
sumidor y garantiza la seguridad del producto final.
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