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RESUMEN

El vino es una bebida conocida a nivel mundial
con mas de 500 diferentes tipos de compuestos, algunos
relacionados con efectos adversos a la salud tales como la
ocratoxina A (OTA) y el etil carbamato (EC). El objetivo de este
trabajo fue estudiar la produccién de ambos téxicos durante
el proceso de fermentacién de uva Carignane. Se monitoreé
la disminucién de la concentracion de azUcares fermentables
por medio de un hidrémetro de gravedad especifica, la con-
centracién de OTA'y EC por medio de HPLC y la identificacién
de hongos por microcultivo. Se encontré que el tiempo de
fermentacién esta directamente relacionado con la tempera-
tura de fermentacién y presentan un comportamiento loga-
ritmico. La concentracion de OTA méxima fue de 3.423+0.332
ppm; esta no se ve afectada por tiempo ni temperatura de
fermentacién, por lo que la presencia de esta micotoxina
se debe a su producciéon por Aspergillus niger en campo; en
cuanto al EC, este no se gener6 bajo las condiciones exper-
imentales utilizadas. Este estudio demuestra que EC y OTA
no representan un riesgo a la salud del consumidor bajo las
condiciones utilizadas, y para disminuir el riesgo de OTA, se
deben tener consideraciones en el campo vitivinicola.
Palabras Clave: Ocratoxina A, Etil Carbamato, Vino.

ABSTRACT

Wine is a worldwide known beverage, which posses-
ses more than 500 different compounds, some related with
adverse health effects such as Ochratoxin A (OTA) and Ethyl
Carbamate (EC). The aim of this research was to study OTA
and EC production during Carignane grape fermentation.
Sugar concentration was monitored with a specific gravity
hydrometer; OTA and EC were measured by HPLC and fungi
identification was performed by microculture. Fermentation
time directly related with fermentation temperature, with
a logarithmic behavior. The highest OTA concentration
obtained was 3.423+0.332 ppm, which is not affected by
fermentation time nor temperature; therefore, the mycotoxin
is due to the presence of Aspergillus niger in the vineyard. On
the other hand, EC was not produced under these fermen-
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tation conditions. This study demonstrates that EC nor OTA
represent a consumer health risk under the conditions used,
nevertheless, to ensure OTA does not represent a real risk,
good agricultural practices should be used in the vineyard.
Keywords. Ochratoxin A, Ethyl Carbamate, Wine.

INTRODUCCION

El vino es una bebida conocida a nivel mundial, solo
en el 2016 se reportd que su consumo excedio los 267 mil-
lones de hectolitros (OIV, 2017). El vino es el producto de
la fermentacién alcohdlica de uva por diferentes especies
de levaduras, principalmente de Saccaromices cerevisiae; en
este proceso, la glucosa y fructosa presentes en la uva son
transformadas, principalmente, en etanol y diéxido de car-
bono, sin embargo, este es un proceso mucho mas complejo
(Moreno-Arrivas y Polo, 2009).

La presencia de mas de 500 diferentes tipos de
compuestos ha sido reportada en vinos, la mayoria de ellos
se encuentran de manera natural en la uva, sin embargo,
algunos son generados durante el proceso de vinificacion
(Leighton y Urquiaga, 2000).

Como es bien conocido, una parte estos compuestos
se han relacionado con efectos en la salud humana, tanto
benéficos como perjudiciales, pero el efecto real es aun en
nuestros tiempos un tépico de discusion (Irity y Varoni, 2014);
por ejemplo, el consumo moderado de vino tinto se asocia
con la reduccién de enfermedades cardiacas y un mayor
tiempo de vida (Xiang, et al., 2014).

Por otra parte estd la presencia de substancias que, en
ciertas concentraciones, pueden ser consideradas como téx-
icas, tales como arsénico y metales pesados (Hu, 2002), me-
tabolitos no alcohdlicos (Delfini y Formica, 2001), alcoholes y
micotoxinas. Las ocratoxinas son metabolitos secundarios de
las especies de Penicilliumy Aspergillus cuya presencia ha sido
reportada en vinos (Gil-Serna, et al., 2018); de toda la familia
de ocratoxinas, la ocratoxina A (OTA) es la que presenta un
mayor efecto toxico, y en concentraciones elevadas se ha rel-
acionado con el desarrollo de glomerulonefritis (Bui-Klimke y
Wu, 2015), ademas, esta micotoxina ha sido clasificado den-
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tro del grupo 2A de la Agencia Internacional de Investigacion
en Cancer (IARC) debido a su posible carcinogenicidad para
humanos (IARC, 1993). Quimicamente OTA se describe como
una isocumarina clorada (Gil-Serna, et al., 2018).

Por otra parte, también se ha reportado la presencia
de etil carbamato (EC) en vino, también llamado uretano,
quimicamente es un etil éster del acido carbamico. El EC se
ha reportado principalmente en productos alimentarios y
bebidas fermentados tales como el queso, pan, yogurt, vino,
whisky, salsa de soya, entre otros (Gowd, et al., 2018). Se ha
detectado que este compuesto puede ejercer efectos toxicos
significativos en el ser humano; la exposicién aguda provoca
dano en rifones e higado, depresién del sistema nervioso
central, y los efectos crénicos pueden provocar anormal-
idades y mortalidad fetal (Schlatter, et al., 2010), ademas la
IARC ha clasificado a este compuesto también dentro del
grupo 2B (IARC, 2010).

Debido a la importancia del consumo mundial del
vino, esimportante conocer no solo los efectos benéficos que
conlleva el consumo de la bebida, sino también los posibles
efectos toxicoldgicos que puede ejercer su consumo; es por
lo anterior que el objetivo del presente estudio fue estudiar la
presencia de OTAy EC en el vino, asi como su destino durante
el proceso de fermentacion de uva Carignane.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

La uva Carignane (Vitis vinifera) fue obtenida de un
vinedo local de Hermosillo, Sonora, México y transportado al
laboratorio. Se tomaron muestras de 20 Kg para cada expe-
rimento. Las uvas fueron limpiadas y molidas en un equipo
disefado y construido para este propdsito. Se tomé una
alicuota de 200 mL del jugo de uva y se le afadieron 0.16 mg
de levadura comercial (Sacharomices cerevisiae) y 0.40 mg de
fosfato de sodio (para llegar a una concentracion final de 20
ng/Kg), a lo cual se le denomind caldo iniciador y se reservéd
hasta que se activara la cepa de la levadura.

El caldo iniciador y la uva molida fueron combinados
después de 4 horas y mezclados por dos minutos para homo-
genizar. La uva fue prensada en un equipo de laboratorio, di-
sefadoy construido con este fin, de esta manera se separaron
las fases liquida y solida. El jugo de uva fue filtrado (mosto) y
colocado en un fermentador. Una vez que la uva fue filtrada,
se inicio la fermentacidn a distintas temperaturas (20,30 y 35
°C). En ese momento se tomd una muestra de cada uno de
los tratamientos para iniciar el analisis (t = 0 min).

Diseno del Fermentador

Los fermentadores fueron construidos con acero
inoxidable, material recomendado para realizar fermentacio-
nes (Vine, 2002). Las medidas de los equipos fueron de 35
cm de altura, con un didmetro interno de 28 cm. Las tapas de
los contenedores eran adaptables a los mismos y se cerraban
con tuercas para simular las caracteristicas de un tanque. La
tapa contaba con un agitador eléctrico operando a 80 rpm
para homogenizacién de las muestras. En la tapa el fermen-

tador contaba con una ventila disefada para expulsar los
gases de fermentacion; asi mismo se instalé un termopar con
la finalidad de monitorear la temperatura durante el proceso.

Azucares Fermentables

Se monitored el consumo de azucares fermentables
mediante la determinacién de los grados brix de la solu-
cién; esta fue monitoreada peridodicamente de acuerdo a la
temperatura de fermentacion. Se utilizé un hidrémetro de
gravedad especifica: las mediciones se realizaron a 20 °C y
se hicieron correcciones si la temperatura de la muestra se
encontraba fuera de esta temperatura con la ayuda de tablas
de ICUMSA (2015).

Cuantificacion de Ocratoxina A

La micotoxina fue determinada de acuerdo a la metod-
ologia descrita por (Bezzo, et al., 2002). Se extrajo y concentr6
la micotoxina por medio de una columna de inmunoafinidad
Ochraprep © (R-biopharm, Darmstadt, Alemania). El pH de las
muestras se ajusté a 7.4 con la ayuda de una solucién 1 N
de NaOH asi como una solucion 2 N de H,PO,. Se hicieron
pasar 30 mL de la muestra a través del cartucho, y después se
enjuago con 5 mL de agua destilada y finalmente se eluy6 la
ocratoxina con 6 mL de una solucién metanol: acido acético
(98:2 v/v). Una vez que la OTA fue recuperada, se evaporé el
solvente en un bafio de agua y la muestra fue disuelta en 3
mL de la fase movil.

Se utilizé un equipo de cromatografia liquida ProStar
215 de alta presiéon con una columna Hypersil (Thermo) de
2.1 mm de didmetro interno y 25 cm de longitud; las fases
moviles fueron acetato de sodio 4mM-acido acético (19:1) y
acetonitrilo con flujo isocratico de 0.4 mL/min y una propor-
cion de fases de 48:52 (v/v). Se utilizdé un detector de fluo-
rescencia con longitudes de onda de excitacion y emisién de
230y 458 nm, respectivamente.

Identificacion de Hongos

Se realizé una siembra en agar PDA a 22 °C por 5
dias de acuerdo a la NOM-111-SSA1-1994 y se identificaron
colonias de Aspergillus. Después se realizé una resiembra en
agar Czapeck para identificacion de la especie productora
de micotoxina de acuerdo a la metodologia descrita por
(Klich, 2004). Brevemente, la técnica consiste en una siembra
en superficie, incubacion por 5 dias a 22 °C y finalmente un
frotis y tincion para observar las caracteristicas morfoldgicas
del hongo. Ademas de esto se realizé6 un microcultivo para
observar las estructuras morfoldgicas en los primeros estadi-
os de desarrollo.

Cuantificacion de Etil Carbamato

La determinacién del EC se realizé por la técnica modi-
ficada propuesta por Herbert, et al. (2002). Para la preparacién
de la inyeccion al equipo cromatogréfico, se tomaron 500 pL
de muestra tomada directamente de la fermentacidn, se adi-
cionaron 100 pL de 9-xantidrol como agente derivatizante, y
50 uL de acido clorhidrico y se dejaron reaccionar por cinco
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minutos en obscuridad. Una vez obtenida la solucion, se hizo
pasar a través de un acrodisco de 4.5 nm y la muestra filtrada
fue inyectada al HPLC.

Se utiliz6 un equipo de cromatografia liquida ProStar
215 de alta presién con una columna HP Hypersil ODS de 250
mm de longitud de y 2.1 mm de didmetro interno. El detector
utilizado fue de fluorescencia (HPLC-3) con longitud de onda
de excitacion 233 nmy longitud de onda de emisién 600 nm,
las fases moviles utilizadas fueron acetonitrilo y acetato de
sodio 0.02 mol/L. La temperatura de la columna se mantuvo
a 40°C. Las sefales se compararon contra una curva de cali-
bracién realizada con un estandar comercial (Sigma-Aldrich).

Disefio Experimental

Serealizé un disefio completamente al azar, utilizando
como variable independiente la temperatura y tiempo de
fermentacion y como variable respuesta la concentracion de
OTAy EC. Los resultados son el promedio de tres repeticiones
y dos réplicas; los datos fueron expresados como promedio +
desviacion estandar. Se realiz6 una comparacién de medias
por medio de la prueba de Tukey, con un nivel de significan-
cia de =0.05. Para realizar los célculos se utilizé el paquete
estadistico JMP 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION
Consumo de Aztcares Fermentables

Se obtuvieron valores iniciales de contenido de azu-
cares fermentables de 17.4 + 0.4; estos valores se encuentran
dentro del rango de °Bx recomendados para fermentacion,
los cuales, de acuerdo a Vine (2002) se encuentran en un
rango de 14 a 23°Bx.

Serealizaron ajustes para descubrir matematicamente
el comportamiento de la variaciéon de los °Bx durante el
proceso de fermentacién a diferentes temperaturas; los com-
portamientos pueden ser descritos a través de un modelo
logaritmico (Tabla 1). Se observé un claro efecto de la tem-
peratura en el tiempo de fermentacién, siendo la velocidad
mas alta a 35°C (Figura 1); esto se debe a la actividad de la
levadura Saccharomyces cerevisiae, la cual se ve afectada por
la temperatura. Mensonides (2002) reporté que la tempera-
tura éptima para el crecimiento de esta especie es a 37°Cy
en temperaturas mayores y menores su actividad disminuye.

Tabla 1. Regresiones matematicas para la disminucion de azucares fermen-
tables en uva Carignane a temperaturas de 20, 30 y 35°C.

Table 1. Mathematical regressions for sugar depletion of Carignane grape
at 20, 30 and 35°C.

Coeficiente de
determinacion (R?)

Temperatura (°C) Modelo Matematico*

20 °Bx,,=34.06-7.19In(t) 0.9888
30 °Bx,,;=40.59-10.95/n(t) 0.9980
35 °Bx*=36.15-10.93In(t) 0.9979

* Cada modelo matematico fue calculado con al menos 10 tiempos de
fermentacion y tres repeticiones por tratamiento
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Figura 1. Disminucion del contenido de azucares fermentables en fermen-
tacion de uva Carignane.
Figure 1. Sugar depletion in Carignane grape fermentation.

Ocratoxina A

Se determind el porcentaje de recuperacion de la
OTA a través de la contaminacién de una muestra con una
concentracion conocida; el porcentaje obtenido fue de 96%,
con el cual se realizaron los ajustes de los resultados a las
muestras.

La micotoxina fue detectada en todas las muestras
analizadas, de acuerdo a los resultados presentados en la
Tabla 2. No se presentaron diferencias con respecto al tiem-
po de fermentacién, lo que indica que su presencia en el
producto terminado solamente a la producciéon de OTA en
campo. Serra (2003) reporté que la sintesis de la micotoxina
por cualquiera de los hongos productores puede ocurrir en
las uvas, previo a la cosecha, y por tanto, se puede presentar
en el vino; en los resultados obtenidos en este estudio se
observo la presencia de la micotoxina desde el inicio de la
fermentacidn y se mantuvo la misma durante el proceso de
fermentacién; este comportamiento discrepa de aquello
reportado por (Ratola, et al., 2005) quien en su estudio ob-
servé una reduccion de la concentracion de la micotoxina
en un 92%. Los hongos del género Aspergillus son aerdbicas
y al someterlas a las condiciones anaerdbicas durante la
fermentacién, se afecta la actividad enzimatica provocando
una influencia en todo el metabolismo del microorganismo
(Haq, et al., 2005).

Tabla 2. Presencia de OTA durante la fermentacién a 20, 30y 35 °C.
Table 2. Presence of OTA during fermentation at 20, 30 and 35 °C.

Temperatura (°C) Tiempo (h) OTA (ng/mL)*

0 0.2832+0.0128°

20 57 0.2924 + 0.0240°

105 0.2904 +0.0188°

0 0.3423 £0.0332°

30 32 0.3069 £ 0.02352

42 0.3222 +0.0139*

0 0.2221 £0.0318¢

35 18 0.2004 £ 0.0224°

28 0.2195 £ 0.0272¢

* Cada valor es el promedio de dos repeticiones y dos lecturas
Valores con la misma letra no presentaron diferencias significativas
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Todos los valores de OTA en el estudio se encuentran
por debajo del limite maximo recomendado por la Organi-
zacién Internacional de la Vid y el Vino (OIV) quienes estab-
lecieron un maximo de 2 ng/mL (OIV, 2005); el valor mas alto
cuantificado en este estudio fue de 0.3243 ng/mL. Valores
similares fueron reportados en otros estudios (Belli, et al.,
2004; Lopez de Cerain, et al., 2002; Blesa, et al., 2004).

De acuerdo a los resultados de este estudio, la
concentracion de OTA en el producto terminado se debe
Unicamente a la cantidad de micotoxina presente al inicio de
la fermentacion, es decir, a la concentracién presente en las
uvas, por lo tanto, se deben tomar las medidas adecuados
en campo; Belly (2004) reporté que entre mayor sea la per-
manencia del fruto en el campo se presenta un mayor crec-
imiento de hongos micotoxigénicos del género Aspergillus.

Las cantidades de OTA en el mosto y el vino se ve
influenciada fuertemente por las condiciones pre-y post- co-
secha y las técnicas de vinificacién. Las condiciones pre-co-
secha que afectan los niveles de OTA son factores climaticos,
locacién del vifledo y variedad de uva (Rotaruy, et al., 2002).
Durante la época de cosecha en este estudio se obtuvieron
en campo temperaturas de hasta 43 °C y una alta humedad
relativa debido a las lluvias que se presentaron, de hasta 42
mm; estas condiciones pudieron provocar el crecimiento del
hongoy la produccién de la micotoxina. Las condiciones 6p-
timas de crecimiento de las especies de Aspergillus respons-
ables de la produccion de la micotoxina en uva son de 24 a
37 °Ccon actividad de agua entre 0.95y 0.98 y con niveles de
pH entre 5y 6.5 (Passamani, et al., 2014).

No existe diferencia significativa en la concentracion
de OTA en el transcurso de la fermentacién, por lo que, si se
desean incrementar la prevencion, se deben tomar medidas
en campo a través de las buenas practicas de agricultura
(Sage, etal., 2002).

Identificacion de Hongo

Se llevé a cabo la cuenta en placa de hongos y levadu-
ras del jugo de uva, se realizé el conteo por triplicado y se
obtuvo un promedio de 5400 + 150 UFC/mL de jugo; este
conteo estaba integrado por levaduras silvestres y hongos.
De acuerdo ala NOM-093-SSA1-1994, este valor se encuentra
por debajo del limite maximo permitido para alimentos, el
cual estd normado en 150,000 UFC/qg.

Para llevar a cabo la identificacién de la especie
productora de la micotoxina se llevé a cabo un aislamiento
por medio de un microcultivo donde se identificé al género
Aspergillus. Después se llevé a cabo un cultivo por medio de
siembra en superficie en agar Czapek para caracterizar las
colonias de Aspergillus presentes en el jugo de uva.

En el cultivo se observé un micelio blanco con cabe-
zas conidiales de color obscuro, ambas caracteristicas de las
especies A. carbonarius y A. niger de acuerdo a (Klich, 2004),
ademas de esto se llevaron a cabo observaciones microscopi-
cas de frotis tefiidos con azul de metileno y se observé clara-
mente la cabeza conidial y las esporas, las dimensiones se
muestran en la figura 2.

Figura 2. Observaciéon microscopica
de las estructuras reproductoras de
Aspergillus niger. (A) Cabeza conidial (B)
Conidiosporas.

Figure 2. Microscopic observation of
Aspergillus niger reproductive structures.
(A) Conidial head (B) Conidiospores.

De acuerdo a las observaciones se puede decir que A.
niger es el hongo productor de la micotoxina presente en el
vino de este estudio, ya que el tamafio de las conidias se en-
cuentra en el rango especificado por (Klich, 2004) de 3.5a 4.5
umy la vesicula de 30 a 75 um; en el caso de A. carbonarius se
describen conidias muy grandes de 7 a 10 um de didmetro y
vesiculas de 65 a 90 um.

A pesar de que A. carbonarius es la especie que ha sido
reportada como el mayor productor de OTA, A. niger también
ha sido identificada como productor en uva (Tjamos, et al.,
2004), y de todas las especies productoras de la micotoxina,
A. niger es el que resiste las condiciones climatolégicas mas
extremas de hasta 45-47 °C , temperaturas similares a las
reportadas para el drea de la zona vitivinicola (Benford, et al.,
2001).

Carbamato de Etilo

El limite de cuantificacién para esta prueba fue de 30
ng/mL, el cual es el limite maximo recomendado para vinos
de uva segun la Asociacion de Bienestar y Salud de Canadd
(Lau, etal., 1987).

Al momento de que las muestras de vino fueron
analizadas, no se encontré presencia de este metabolito por
arriba del limite de deteccién establecido para la técnica;

-
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esto nos indica que, de acuerdo a las temperaturas y condi-
ciones de fermentacién presentadas en este estudio, el EC
no se genera en el proceso de elaboraciéon de vino. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Bluhm (1988)
quienes en 114 muestras analizadas para EU no se detecté
presencia de EC en un nivel mayor de 30 ng/mL (nivel 1), dos
de ellas mostraron un valor dentro de 20-30 ng/mL (nivel 2),
y para menos de 20 ng/mL (nivel 3) se observé un porcentaje
de 1.75% de las muestras en este rango. Dado lo anterior,
podemos sugerir que el EC en los vinos analizados en este
estudio se encuentra por debajo del limite maximo estable-
cido como méaximo permitido por Canada.

Es importante sefalar que, de acuerdo a investiga-
ciones recientes, se ha encontrado que el contenido de EC
incrementa de manera lineal durante el tiempo de almace-
namiento, por lo que se recomienda el tratamiento de los vi-
nos con ureasa para prevenir la formacion de este metabolito
durante el almacenamiento de vinos (Cerreti, et al., 2016).

CONCLUSIONES

En las condiciones a las que se llevéd a cabo esta
investigacion, no se produce etil carbamato durante la fer-
mentacion, por lo que no representa un riesgo su consumo.
El proceso de fermentacion de uva Carignane no provoca la
produccion de ocratoxina A, sino que el contenido de esta
micotoxina se debe a su produccién en el campo, en este
caso por la especie A. niger.
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