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RESUMEN

La ocratoxina A es una toxina producida por hongos de los géneros Aspergillus y
Penicillium. Estas micotoxinas presentan propiedades toxicas que afectarian a los rifiones,
el higado, sistema inmune y desarrollo embrionario. Estas toxinas poseen una alta
capacidad para producir cancer y son producidas por algunas contaminaciones fungosas en
uvas destinadas a la produccion de vino. Aungue, en algunos paises importadores de vino
se han definido normas de aceptabilidad del contenido de ocratoxina A para el vino,
actualmente existe limitada informacién acerca de  métodos apropiados para la
identificacion de ocratoxinas en vinos.

El objetivo de este estudio fue desarrollar un método de cromatografia liquida de alto
rendimiento para la identificacion y cuantificacién de ocratoxina A (OTA) y evaluar su
aplicabilidad en vinos tintos. Para la implementacion del método se elabord una fase mévil
y diversas curvas de calibracion con estandares puros y con vino fortificado. Se evalud la
estabilidad, especificidad, recuperabilidad, variabilidad y reproducibilidad del método.

Las curvas de calibracion con el estandar puro y con vino fortificado presentaron un valor
de R? igual a 0,99, un limite de cuantificacién de 0,088 ng/mL y un limite de deteccién de
0,043 ng/mL de OTA. Ademas se observd que no existe interferencia en el tiempo de
retencion de OTA al adicionar elementos propios del vino y un porcentaje de
recuperabilidad de un 95% en sus resultados. A partir de lo se concluye que el método
propuesto es reproducible, facil de aplicar y confiable en la deteccién y cuantificacion de
OTA en vinos tintos.

Palabras claves: Micotoxinas, HPLC, toxinas.



ABSTRACT

Ochratoxin A is a toxin which is produced by fungi of the genera Aspergillus and
Penicillium. The micro toxins have properties that affect kidneys, liver, immune system,
embryonic development. These toxins have a high capacity to cause cancer. It has been
observed that these toxins are synthesized in the presence of some fungal contamination of
grapes for wine production. In some countries that are importers of wine they have defined
standards that accept wine containing Ocratoxin. Currently there is limited information
about new methods of identifying ochratoxin wine.

The aim of this study was to develop a method of chromatography high performance liquid
to identify and quantity of Ochratoxin A (OTA) and its appropriateness in red wines. To
implement the new method of calculation a mobile phase was created with various
standards of calibration curves, pure and fortified wine were used. Stability, specification,
recovery, changes and production of the method were evaluated.

The curves of alignment of the standard pure and fortified wine showed that they presented
an R2 value equal to 0.99, a limit of quantification of 0.088 ng / mL and a detection limit of
0.043 ng / mL of OTA. It was also observed that there is no interference in the retention
time of OTA by adding elements of the wine and a recoverability rate of 95% in its results.
Since it is concluded that the proposed method is reproducible, easy to apply and reliable
detection and quantification of OTA in red wines.

Key words: Mycotoxin, HPLC, toxins.



INTRODUCCION

Los hongos fitopatdgenos producen distintos metabolitos que pueden ser toxicos, afectando
la salud humana y animal. Los metabolitos fungicos secundarios son compuestos organicos
y se les denomina micotoxinas. Estas micotoxinas no participan del metabolismo primario
del hongo y son producidas por especies toxigénicas en ciertas condiciones de humedad,
temperatura y nutrientes. Entre los hongos productores de micotoxinas, se encuentran
Fusarium, Aspergillus y Penicillium (De la Vega, 1986).

La Ocratoxina A (OTA) es un metabolito fungico con propiedades tdxicas que es producido
por las especies Aspergillus y Penicillium. Los responsables de la presencia de OTA en
vinos son principalmente cepas de Aspergillus de la seccion Nigri que crecen sobre la uva
de vinificacion (Marin et al., 2008).

La Ocratoxina A es una sustancia nefrotxica que provoca alteraciones irreversibles. El
Centro Internacional de Investigacion contra el Cancer considera que esta toxina es
cancerigena (clase 2B) y que tiene efectos inmunodepresivos y neurotoxicos. La dosis
diaria tolerable, muy baja, varia entre 0,30 y 0,89 pg por dia para una persona con un peso
de 60 kg (Rousseau, 2005).

A mediados de los afios 90 se detectd la presencia de Ocratoxina A (OTA) en vinos, jugos
de uva y pasas de uva. Los analisis realizados en Dinamarca y Finlandia durante 1997 y
1998 demostraron que los vinos, jugos de uva y vinos dulces naturales pueden contener
hasta 10 ug/L de OTA (Rousseau, 2005). Actualmente, la resolucion CST 1/2002 de la
Organizacion Internacional de la Vid y el Vino (O1V) fija en 2,0 ug/L el contenido maximo
de OTA en los vinos (O1V, 2005).

Hoy en dia, se utilizan numerosos métodos para la determinacion de OTA, tales como,
cromatografia de capa fina, ensayo inmunoenzimatico, cromatografia liquida de alto
rendimiento con deteccion por fluorescencia (HPLC-FL) y cromatografia liquida de alto
rendimiento con espectroscopia de masas (HPLC-MS). En los altimos afios, el uso de
columnas de inmunoafinidad y multifuncionales para la extraccion y aislamiento de OTA
se ha incrementado. Sin embargo, existe poca informacion sobre el uso de columnas
multifuncionales de limpieza para OTA en diferentes matrices bioldgicas (Sugita-Konishi
et al., 2005). Asimismo las condiciones cromatogréaficas descritas para la cuantificacion de
ocratoxina son diversas (Kumagai et al., 2008; Serra et al., 2004; Sugita-Konishi et al.,
2006) por lo que presumiblemente los resultados también lo sean. Ambos antecedentes
demuestran la importancia de generar una metodologia de cuantificacion precisa de
ocratoxinas, mas aun, considerando los peligros que presentan aln concentraciones bajas de
esta micotoxina, como contaminante natural de los productos alimenticios (Naccha et al.,
2005).



Por otra parte, las exportaciones de vino embotellado en Chile en el periodo de Enero a
Diciembre 2011, aumentaron 10,8% en valor (US$ 1.415 millones), 7,7% en precio
promedio (US$ 29,03/Caja) y 3% en volumen (439 millones de litros), convirtiéndose en el
quinto exportador mundial de vino (Vinos de Chile A.G., 2011).

No obstante lo anterior, en Chile existe limitada informacion sobre métodos para la
identificacion y cuantificacion de OTA en vino. Esto representa un riesgo para la industria
nacional, ya que el destino de este producto son paises que tienen una rigurosa legislacion
de inocuidad en los alimentos.

Objetivo

Desarrollar un método de identificacion y cuantificacion de ocratoxina A y evaluar su
aplicabilidad en dos vinos tintos de las variedades Carménére y Cabernet Sauvignon.



MATERIALES Y METODO

Lugar del estudio

Los analisis de OTA se realizaron en el laboratorio de Toxicologia del Instituto de
Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Materiales

Vinos. En este estudio se utilizaron vinos varietales del afio 2010 de los cultivares
Carménere y Cabernet Sauvignon provenientes del Valle del Maule, Séptima region, Chile.
Estos vinos provienen de plantas establecidas el afio 2003 y estan dispuestos en un sistema
de conduccion en espaldera simple, con orientacion de este-oeste y un marco de plantacion
de 2 m entre hileras y 1 m sobre hilera. Ambos cultivares estuvieron sometidos a las misma
condiciones ambientales y similares manejos agronémicos y enolégicos.

Equipamiento. Se utiliz6 un equipo de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC-
FL) Shimadzu constituido por un detector de fluorescencia RF-10AxI, una bomba isocrética
Prominence Liquid Chromatograph LC-20AT, un muestreador automatico termoregulado
Prominence SIL-20AC. Ademas, se utiliz6 una columna analitica marca Phenomenex Luna
5u Cyg 100 (250 x 4,6) y columnas de extraccion fase sélida de Bakerbond spe ™ Octadecyl
(C18) 500 mg fase reserva unida a gel de silica.

De la misma manera, se utiliz6 un Vortex Vx100 Labnet, un sistema Manifold para
columnas SPE y un sonicador 2510 Branson (Bu-02).

Reactivos y material general. Los estandares de (+)-catequina, acido galico y ocratoxina
A de Aspergillus ochraceus, pureza mayor al 98%, PM 403 fueron adquiridos en Sigma (St.
Louis, U.S.A.). Acetonitrilo, metanol, acido acético glacial y el agua desionizada todo
grado HPLC adquiridos en J.T. Baker (U.S.A.). Se utilizaron matraces aforados ambar de
distintos volimenes, viales ambar, micropipetas de 200 y 1000 pL, matraces de aforo
ambar de distintos volimenes y viales de 2 mL de capacidad.
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Método

Tratamientos y Disefio Experimental

En el presente estudio se analizaron 12 muestras de un vino varietal Cabernet Sauvignon y
otro Carménere. La unidad experimental correspondi6 a 750 mL de vino.

Procedimientos

Método de cuantificacion. Para la implementacién del método de cuantificacion de OTA
se revisaron diversos procedimientos segun antecedentes bibliograficos (Kumagai et al.,
2008; Serra et al., 2004; Sugita-Konishi et al., 2006). Asi, se seleccionaron los siguientes
parametros:

Fase movil. Se utilizaron los solventes acetonitrilo, agua y acido acético, (56/43/1 v/v) que
fueron aplicados con la ayuda de una bomba HPLC de gradientes. Se determing el flujo en
0,28 mL/min, condicion que permite obtener el mejor tiempo de retencién de OTA.

Curva de calibracion. Se realizaron curvas de calibracion con 8 concentraciones (0,0;
0,675; 1,0; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0 y 20,0 ng/mL) con un estandar OTA.

Curvas de calibracion en vino fortificado. Para realizar la curva de calibracién en vino, se
uso una muestra de Cabernet Sauvignon, la cual fue fortificada con 4 pg/L de OTA. Este
vino fortificado fue diluido con vino sin fortificar para obtener concentraciones de 0,0;
0,25; 0,5; 1,0y 2,0 ng/mL de OTA.

Estabilidad. Se realizaron ensayos para determinar el efecto del almacenamiento sobre la
cuantificacion de OTA. Para ello, se utilizé una solucién de 5,0 ng/mL de OTA almacenada
a diferentes temperaturas. Se evallo el efecto del tiempo de almacenamiento sobre los
porcentajes de recuperacion de OTA.

Especificidad. En este ensayo se evalud la interferencia de 3,5 ng/mL de (+)-catequina y
acido gélico sobre la cuantificacion de OTA en un vino enriquecido con 2,0 ng OTA/mL de
vino.

Recuperabilidad. Se determiné el porcentaje de recuperacion de la toxina incorporada al
vino fortificado durante el periodo del estudio, y durante la toma de muestras.

Variabilidad. Se realizaron estudios de la variacion de los resultados, durante el dia,
semanas, mes y entre los analistas durante el periodo de estudio de 6 meses, se realizaron
evaluaciones durante el dia con repeticiones.
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Reproducibilidad. EI método fue reproducido por dos integrantes del laboratorio con
muestras de vino fortificado durante el periodo de estudio de 6 meses, se analizaron los
porcentajes de recuperacion de ambos analistas del laboratorio.

Procedimiento de extraccion. Para la determinacion de OTA en vino, se utilizaron 4
soluciones: acetonitrilo/agua/acido acético (69,3/29,7/1 vi/v) (Solucion 1); metanol/agua
(30/70 v/v) (Solucion 2); metanol/acido acético (99,5/0,5 v/v) (Solucion 3) vy
acetonitrilo/agua/acido acético (29,7/69,3/1 v/v) (Solucion 4). Las fases del procedimiento
fueron las siguientes:

Preparacion de la muestra. 10 mL de vino fueron mezclados con 10 mL de la Solucién 1
en un tubo de ensayo de 30 mL de capacidad. Esta solucion fue mezclada durante 15
minutos con agitacion vortex, con reposo intermitente.

Activacion de la columna de extraccion. Se aplicaron en forma continua 3 mL de agua
desionizada a la columna de extraccion, seguido de 3 mL de metanol. El flujo de elucion
fue de 20 a 25 gotas/minuto. Se velé que la columna permaneciera himeda en todo
momento.

Colocacion de la muestra. En la columna se aplicaron 3 mL de la muestra de vino con la
Solucién 1.

Lavado de la columna de extraccion. Inmediatamente después de haber colocado la
muestra en la columna, se aplicaron 2,5 mL de la Solucion 2. Una vez que la solucion ha
eluido totalmente, la columna fue secada manualmente con presién de aire utilizando una
jeringa.

Elucién del analito. Luego de lavar la columna, se agregaron 2,5 mL de la Solucién 3, para
obtener el analito de estudio. Las primeras 5 gotas se colocaron en tubo &mbar de 8 mL de
volumen, para luego de 2 minutos a presion atmosférica, aplicar presién manual y eluir la
totalidad de volumen aplicado de Solucion 3 (10-12 gotas/minuto).

Secado de la muestra. El secado fue realizado a bafio-maria (45°C aproximadamente) bajo
una corriente de nitrégeno. La muestra se reconstituyé con 1 mL de la Solucion 4.

Analisis quimicos generales de los vinos. Los vinos utilizados en este estudio se
caracterizaron mediante analisis generales y espectrofotométricos.

Fenoles totales. Por espectrofotometria a longitud de onda de 280 nm (Garcia-Barcelo,
1990).
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Taninos totales. Por reaccion con metilcelulosa (Mercurio et al., 2007).
Antocianos totales. Por el método de decoloracion por bisulfito (Garcia-Barceld, 1990).

Intensidad colorante. Mediante la suma de las longitudes de ondas de 420, 520 y 620 nm
(Glories, 1984).

pH. Por potenciometria (Garcia-Barcelo, 1990).

Acidez total. Por titulacién con NaOH (Garcia-Barceld, 1990).

Alcohol probable. Por destilacion y densimetria (Garcia-Barcelo, 1990).
Azlcares reductores. Por titulacion con licor de Fehling (Garcia-Barceld, 1990).

Anhidrido sulfuroso libre y total. Mediante titulacion con yodo (Garcia-Barceld, 1990).

Analisis estadistico

Se utiliz6 el programa estadistico MINITAB 16 para obtener valores de promedio,
varianza y coeficiente de variacion. Ademas, se aplico el test t de Student para la
evaluacion de la reproducibilidad del método.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis quimicos generales de los vinos

En el Cuadro 1 se muestran los distintos pardmetros analizados en los vinos. Es interesante
notar que el vino Carménere presentd valores mayores de fenoles y antocianos totales,
coincidente con estudios previos (Gruettner et al., 2005). En general, los resultados
obtenidos coinciden con los valores observados en otros estudios (Gonzalez et al., 2004;
Gruettner et al., 2005).

Cuadro 1. Analisis quimicos a los vinos

Parametro Cabernet Sauvignon Carménere
pH 3,52+ 0,00 3,58 +0,01
Acidez total” 4,90 + 0,00 4,80 + 0,00
Anhidrido sulfuroso libre™ 19,67 +0,57 27,67+ 2,88
Anhidrido sulfuroso total 60,00 + 3,46 72,33 + 4,04
Az(cares reductores 1,24 +0,20 1,42 + 0,02
Alcohol probable’ 12,77 +0,05 12,63 + 0,05
Intensidad colorante* 11,67 + 1,63 13,403 + 0,10
Polifenoles totales” 943,67 + 95,65 1156,33 + 97,07
Antocianos totales * 600,33+ 12,01 754,67 + 2,51
Taninos totales 148,67 +0,57 150,00 + 14,42

" g equivalentes de é4cido tartarico/L, ~ mg de anhidro sulfuroso/L, g equivalentes de
glucosa/L, © % de alcohol v/v, ¥ Unidades de absorbancia, * mg equivalentes de é&cido

galico/L, ™

catequina/L.

mg equivalentes de malvidina-3-glucosido/L,

fizzzed

mg equivalentes de
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Curvas de Calibracion

Solucion de estdndares. La Figura 1 muestra la curva de calibracion realizada con las
diferentes concentraciones de estdndar de OTA en acetonitrilo. Se utilizaron 8
concentraciones de OTA (0,0; 0,675; 1,0; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0 y 20,0 ng/mL) preparadas a
partir de una solucion patrén, segun lo descrito por el método de la AOAC (AOAC
International, 1996). La curva obtenida obtuvo un valor R?= 0,999, lo que indicaria una
alta linealidad entre las concentraciones y las areas correspondientes (AOAC International,
1996).

1400

1200 -

y=57,92x+ 7,251
1000 = RZ = 0‘999

800

600 -

Area del peack de OTA

400 -

200 -

I

0 5 10 15 20 25

I

Concentracién de OTA ng/mL

Figura 1. Curva de Calibracion con estandar de OTA.

Curva de calibracion de vino fortificado. En la Figura 2, se muestra la curva de
calibracion de un vino fortificado con OTA. Al igual que la curva de calibracion del
estandar, la curva de calibracién de OTA en vino presenté valor R?= 0,999, lo que indicarfa
una alta linealidad del método entre las concentraciones y las areas correspondientes
(AOAC International, 1996).
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Figura 2. Curva de Calibracién de Ocratoxina A en vino

A partir de los resultados de la Figura 2, se obtuvieron los limites de deteccion y
cuantificacion que se resumen en el Cuadro 2. La metodologia se resume en el Anexo 1.
Como se muestra en el cuadro resumen, los valores estdn muy por debajo de las cantidades
de OTA encontradas por distintos autores en diferentes vinos. Estas concentraciones
pueden alcanzar niveles de hasta 10 ng/mL (Mateo et al., 2007; Pacin et al., 2005; Ratola et
al., 2004). Asimismo, los valores de los limites deteccion y cuantificacién observados son
menores que los indicados en otros estudios que utilizan otras metodologias de anélisis
(Muhoz et al., 2006; Pacin et al., 2005; Sugita-Konishi et al., 2006).

Cuadro 2. Datos de la curva de calibracién de OTA en vino

Coeficiente de Correlacion (r) 0,9995
Coeficiente de determinacién (R?) 0,9989
Limite de Deteccion (LD) 0,043 ng/mL

Limite de Cuantificacion (LC) 0,088 ng/mL




Estabilidad

El Cuadro 3 muestra los resultados del efecto del tiempo y temperatura sobre la
cuantificacion en estandares de OTA. La concentracion original en todas las muestras fue
de 5 ng/mL. Se pudo observar que diferentes temperaturas (4-6 y 19-24 °C) no afectaron la
medicion del contenido de OTA. De la misma manera, el analisis cuantitativo durante 6
meses demostro una concentracion invariable del analito. Estas observaciones demostrarian
que OTA es estable en el tiempo y que la temperatura no afecta la identificacion y

cuantificacion de OTA.
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Cuadro 3. Estudio de estabilidad de OTA

Meses Temperatura 4-6 °C Temperatura 19-24 °C

Contenido  Variacion (%)  Contenido  Variacion (%)
(ng/mL) (ng/mL)

1 5,16 3,14 5,19 3,82

2 5,16 3,16 5,16 3,21

3 5,16 3,27 5,16 3,14

4 5,16 3,25 5,16 3,29

5 5,14 2,77 5,16 3,12

6 5,16 3,29 5,17 3,35

Promedio 5,16 + 0,01 3,15+0,19 5,17+ 0,01 3,32 +0,26

* Variacion porcentual con respecto al contenido tedrico (5 ng/mL)

Especificidad

La Figura 4 muestra los cromatogramas representativos obtenidos luego de que un vino
base (Figura 3) fuera enriquecido con OTA (2,0 ng/mL) (Figura 4) y ademas se le aplicara
3,5 ng/mL de (+)-catequina y acido galico (Figura 5).
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Figura 3. Cromatograma representativo de un vino base.
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Figura 4. Cromatograma representativo de un vino fortificado con OTA (2,0 ng/mL).



18

mUF ;o0

75

8442

25

0

0.0 25 50 75 10.0 12.5 150 17.5 20.0
mirl

Figura 5. Cromatograma representativo de un vino fortificado con OTA (2,0 ng/mL) y 3,5
ng/mL de (+)-catequina y acido galico.

De acuerdo a la Figuras 4, a los 8,4 minutos se observa la presencia de un pico de alta
resolucion correspondiente a la micotoxina OTA. De la misma manera, al agregar una
cantidad fija de de (+)-catequina y acido galico, se observé que OTA mantiene el valor de
tiempo de retencion del analito (Figura 5). Esto demostraria la inexistencia de interferencia
del extracto de polifenoles sobre el tiempo de retencion de OTA. Esta observacién indica
que el método de andlisis, tiene una gran especificidad, lo cual permitiria evaluar distintos
tipos y variedades de vino que posean concentraciones diferenciales de estos compuestos
bioactivos.

Recuperabilidad

La recuperabilidad de OTA fue evaluada mediante el uso de un vino fortificado con 1,0; 2,0
y 4,0 ng/mL de OTA. En los tres casos el porcentaje promedio de recuperacion fue mayor a
95% (Cuadro 4). Este valor estaria dentro de los rangos de recuperabilidad propuestos por
la Food and Drug Administration (FDA, 2001) que recomienda limites entre 80 y 100%.
Esta observacion demostraria que bajo las condiciones metodoldgicas aplicadas se logra
una alta recuperabilidad de OTA.

Cuadro 4. Estudio de Recuperabilidad

Valor Teorico (ng/mL) Recuperacion (%)
4,0 95,25 + 0,08
2,0 99,00 £ 0,14

1,0 95,00 + 0,03




19

Variabilidad

En este ensayo se evalud la variabilidad del método de cuantificacion durante el dia e inter-
dias. Para la evaluacion del efecto del dia, se realizaron evaluaciones a las 9.00, 12.00 y
16.00 hrs, cada una con dos repeticiones. El vino fue enriquecido con cantidades de 1,0; 2,0
y 4,0 ng/mL de OTA. Segun el Cuadro 5, la recuperabilidad alcanz6 un promedio de
95,08% con un coeficiente de variacion bajo 1,5%.

Cuadro 5. Estudio de variabilidad intra-dia

Va(lr?é /tr(;,*](l)_r)lco Rec(l:%imtﬁ')udad RECUp%;)?'“dad' Coeficiente de Variacion (%)
4.0 3.628 + 0,018 90.71 0.506
2.0 1.948 + 0,055 97.40 2.808
1.0 0.971 + 0, 007 97.14 0.684
Promedio 95.08 + 1,333

*Promedio n=6

Para el caso de la evaluacion del efecto entre dias, se realizaron evaluaciones a las 9.00 hrs.
De la misma manera, el vino fue enriquecido con cantidades de 1,0; 2,0 y 4,0 ng/mL de
OTA. Segun el Cuadro 6, la recuperabilidad alcanzé un promedio de 95,12% con un
coeficiente de variacion bajo 2,5%.

Los resultados anteriormente expuestos muestran que los valores de recuperabilidad
obtenidos, coinciden con lo recomendado por la FDA (1996), mientras que los porcentajes
de la variabilidad estan por debajo de lo observado con otros métodos (Chan et al., 2004;
Miller y Miller, 2002).

Cuadro 6. Estudio de la variabilidad inter-dias

Valor Recuperabilida inter-dia
tedrico peran! Recuperabilidad. (%) Coeficiente de Variacion. (%)
promedio (ng/mL)
(ng/mL)
4,0 3,648 + 0,084** 91,20 2,297
2,0 1,940 + 0,063* 96,98 3,264
1,0 0,972 +£0,014 * 97,21 1,437
Promedio 95,12 2,332

* promedio n=12 en 46 dias
** promedio n=25 en 46 dias
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Reproducibilidad del método

La reproducibilidad del método se evalud analizando muestras de vino fortificado con 1,0;
2,0 y 4,0 ng/mL de OTA. El analisis fue realizado por dos integrantes del laboratorio en
forma independiente. Al evaluar los resultados de reproducibilidad, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los analistas (p > 0.05, test de t Student)
(Cuadro 7), lo que indicaria que los resultados obtenidos mediante el método aplicado son
independientes del operador.

Cuadro 7. Estudio de Reproducibilidad del metodo

Analista 1 Analista 2
Valor - . Desviacién
tedrico Valor real Recup?Or/a)b Hlidad Valor real Recupz:or/a)b Hlidad estandar (s)
(ng/mL)  (ng/mL)* ° (ng/mL)* 0 entre analistas
4,0 3,643 91,07 3,752 93,80 1,928
2,0 1,852 92,60 1,884 94,22 1,140
1,0 0,972 97,21 0,956 95,62 1,128
Promedio 93,63+3,20 a 94,55+ 0,95 a

*Promedio n=8

Contenido de OTA en vinos Cabernet Sauvignon y Carménére

En el Cuadro 9 se presentan los valores de concentraciones de OTA encontradas en vinos
Cabernet Sauvignon y Carménere. Cada muestra fue analizada en duplicado. Cabe sefialar
que en el caso de Cabernet Sauvignon solo se pudo identificar la presencia de OTA, pero
no fue posible cuantificarla debido a que se encontraba bajo el limite de cuantificacién. Por
otra parte, el vino Carménere presentd una concentracién promedio de 0,100 ng/mL de
OTA.
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Cuadro 9. Contenido de OTA (ng/ml) en vinos Cabernet Sauvignon y Carméneére.

Muestra Cabernet Sauvignon ~ Carménére
1 BLC* 0,101 + 0,004
2 BLC 0,099 + 0,005
3 BLC 0,107 £ 0,001
4 BLC 0,095 + 0,001
5 BLC 0,091 + 0,004
6 BLC 0,093 + 0,002
7 BLC 0,090 + 0,003
8 BLC 0,131 + 0,003
9 BLC 0,095 + 0,005
10 BLC 0,088 + 0,001
11 BLC 0,105 + 0,008
12 BLC 0,108 + 0,013
Promedio - 0,100 + 0,012

*BLC: bajo el limite de cuantificacion

Se ha observado que el contenido de OTA en los vinos depende de diversos factores, tales
como condiciones agroclimatolégicas y de vinificacion (Gambuti et al. 2005; Majerus et
al., 2000; OIV, 2005). En este estudio se observo que el vino Carménere analizado presento
concentraciones cuantificables de OTA, en cambio Cabernet Sauvignon se encontré bajo el
limite de cuantificacion. Esta observacién sugeriria que el vino Carménere se produjo en
condiciones favorables para el desarrollo de microrganismos productores de micotoxinas.
Estas condiciones podrian estar relacionadas con la maduracion més tardia de esta variedad
lo que facilitaria el desarrollo de estos hongos fitopatogenos.

Los valores de OTA detectados en los vino Carménere son similares a los encontrados en
vinos de distintos lugares del mundo (Majerus et al., 2000; Mateo et al., 2007; Miraglia y
Brera, 2002; Ospital et al., 1998). No obstante lo anterior, el contenido de OTA detectado
en este estudio, se encuentra muy por debajo de lo permitido por organismos
internacionales, que fijan el contenido maximo de OTA en 2,0 ug/L (Resolucion CST
1/2002) (OIV, 2005). Es interesante sefialar que los valores encontrados en este estudio
estan por sobre los niveles encontrados en trabajos previos realizados en vinos chilenos
(Mateo et al., 2007; Pacin et al., 2005), esta discrepancia podria estar relacionada con
diferentes factores entre los que caben incluso, particularidades de las metodologias
utilizadas por otros autores que bien pudieron resultar en una subvaloracion de los niveles
de esta toxina, lo que podria representar que el método propuesto tiene ventajas
comparativas con respecto a otros métodos de cuantificacion de OTA .
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones metodologicas propuestas en este estudio el método analitico
propuesto es reproducible y confiable para la deteccion y cuantificacion de OTA en vinos
tintos.
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ANEXQOS

Anexo |

La linealidad del método se evalué tomando como referencia el libro Statistical
Method in Analitical Chemistry, (Meier-Zind. 2000). Con los resultados obtenidos

se realizo el estudio de regresion lineal.
e Coeficiente de correlacion (r):

Ecuacion 1.

Sxy

T“ - —
 ————
Sxx=5Syy

Donde:
Sxy = sumatoria del eje XY
Sxx = sumatoria del eje X (concentraciones)

Syy =sumatoria del eje Y (areas)
e Limite de deteccion (LD):

Ecuacidén 2
M— 2
2’

P

Donde:
t = constante 2.77
Sy = desviacion estandar de Y

3 x? = sumatoria del eje X?
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n = nimero de mediciones
Sxx = sumatoria del eje X (concentraciones)

b = pendiente

Limite de cuantificacion (LC):

Ecuacion 3
| e e
| xe 1 LD — x)*
“qné S:cx+ﬁ+ [ Sxx :]
LC=1t* Sy=
b
Donde:

t = constante 2.77

Sy = desviacidn estandar de Y

3 x? = sumatoria del eje X?

n = ndmero de mediciones

Sxx = sumatoria del eje X (concentraciones)
LD = limite de deteccion

X = media de X

b = pendiente



