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PROPOSITO.

Por lo expuesto en los péarrafos precedentes, como bien lo ha reconocido el Servicio
Agricola y Ganadero, incluyendo esta tematica en el marco del presente concurso, es
prioritario abordarla.

Propdsito principal

» EIl propésito principal del proyecto es, tal como se estableciera en las bases, realizar
mediante métodos analiticos debidamente validados y reconocidos por los organismos
pertinentes, un analisis diagnoéstico de los niveles de OTA en vinos producidos en Chile,
tanto aquellos destinados al mercado externo, preferente - pero no exclusivamente -
hacia la Uniébn Europea, como aquellos destinados al consumo interno, con el fin de
contribuir asi a la seguridad alimentaria de los consumidores nacionales.

Propdsitos complementarios
En la bdsqueda de una solucién mas integral de la problematica de la OTA en el vino
producido en Chile, los proponentes contemplan los siguientes propoésitos complementarios:

» Recopilacién, analisis critico, actualizacion periddica y difusion mediante talleres y
manuales entre los productores nacionales del estado del arte a nivel internacional y la
informacioén disponible a nivel nacional sobre las medidas prioritarias para minimizar la
presencia de OTA en vinos y productos afines. En este udltimo aspecto también
confluiran, a medida que se generen, los resultados de investigaciones complementarias
al presente proyecto a nivel nacional, especialmente aquella que sobre hongos y
micotoxinas se esta llevando a cabo en el marco del Consorcio VINNOVA en la UC, en el
cual se realizara un diagnostico de los hongos productores de toxinas dafinas y se
desarrollaran estrategias para el control de estos microorganismos.

» Fortalecimiento de la posicion de Chile como pais exportador de vino, demostrando ser
un socio comercial confiable y responsable que hace uso de las buenas practicas
vitivinicolas en las distintas etapas de produccion y que aborda la teméatica de la OTA en
vinos en forma integral y con ello de paso fortalece su rol como interlocutor cientifico-
técnico ante los organismos internacionales pertinentes (OlV, Codex Alimentarius, Union
Europea, FDA), tanto en aspectos analiticos como de minimizacion de OTA en vinos.

RESULTADOS ESPERADOS

Al término de la presente propuesta se tiene previsto contar con:

1. Metodologia de determinacion de OTA en vinos debidamente implementada y
validada, considerando criterios preestablecidos de Ilimites de deteccion y
cuantificacion, precisién exactitud y rango lineal, sometidos a validacion externa,
reconocidos internacionalmente, de acuerdo a los canones de la OIlV, el Codex
Alimentarius, la Unibn Europea y otros organismos pertinentes. Ello involucra tanto
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a la metodologia analitica actualmente reconocida por la OIV, con columnas de
inmunoafinidad como otras posibles alternativas de menor costo que surjan del
presente proyecto y/o sean presentados por estados miembros a los organismos
pertinentes de la OlV.

2. a) Un diagnéstico de la situacion nacional en cuanto a niveles de OTA en vinos
destinados al consumo interno, siguiendo los lineamientos de la Unidon Europea
para un muestreo representativo del mercado nacional.

b) Un diagnéstico de los niveles de OTA en vinos destinados a la exportacion,
considerando afio de cosecha, variedad y las zonas vitivinicolas mas importantes.

¢) Una focalizacién estratégica de areas geograficas, variedades y/o segmentos del
sector productivo que, en base a los niveles detectados de OTA, requieran una
atencion prioritaria para la minimizacion de los niveles en vino y productos
derivados.

3. a) Manuales de divulgacion que expliquen en forma didactica las medidas prioritarias
de minimizacién de los niveles de OTA en vinos y productos derivados.

b) Productores y procesadores capacitados en las zonas mas afectadas por niveles
relevantes de OTA en las estrategias prioritarias para reducirlos.

FECHA DE INICIO Y DURACION DEL PROYECTO (EN MESES).

FECHA DE INICIO 1 de Abril de 2007

FECHA DE TERMINO 31 de Diciembre de 2010

DURACION DEL PROYECTO (MESES) 45

BENEFICIOS DEL PROYECTO

» Un andlisis diagnéstico de los niveles de OTA en vinos producidos en Chile contribuira a
fortalecer la seguridad alimentaria de los consumidores extranjeros y nacionales,
mejorando asi la competitividad y prestigio de los productos vitivinicolas chilenos en los
distintos mercados de destino fortaleciendo la posicién de Chile como pais exportador de
vino, demostrando ser un socio comercial confiable y responsable que hace uso de las
buenas précticas vitivinicolas en las distintas etapas de produccién y que aborda la
tematica de la OTA en vinos en forma integral y con ello de paso fortalece su rol como
interlocutor cientifico-técnico ante los organismos internacionales pertinentes (OIV,
Codex Alimentarius, Unién Europea, FDA), tanto en aspectos analiticos como de
minimizacion de OTA en vinos.

» Dicho diagnéstico permitira ademas focalizar en caso el esfuerzo para minimizar los
niveles de OTA en aquellas zonas y segmentos de productos que puedan requerir de
atencion prioritaria para ello.
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> Este esfuerzo de minimizacion se vera reforzado con medidas de difusién y capacitacion
apropiada a productores.

» Como en el proyecto, en su etapa final se contempla la intercalibarciéon con laboratorios
nacionales, se establecer4 una red de laboratorios confiables para la deteccion y
cuantificacion de OTA en vinos, extensible a otros alimentos, lo que reforzara la
confiabilidad de Chile frente a la probleméatica OTA a nivel internacional.

» Permitira validar los protocolos de analisis para la deteccidon cuantitativa de ocratoxina A
en vino y establecer los procedimientos para el muestro, procesamiento de muestras y
analisis de vinos comerciales, particularmente de aquellos destinados al mercado
internacional. Esto sera en directo beneficio de la industria vitivinicola nacional.

> Permitira la formacion profesional (pre y postgrado) en materias de micotoxinas, en este
caso ocratoxinas en vino, lo que es actualmente una necesidad para poder responder a la
seguridad alimentaria que el pais demanda en la actualidad.

> Permitira fortalecer los lazos de colaboracién interinstitucionales entre la Universidad de
Concepcion y la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, al alero del Vinnova como
entidad corrdinadora.

» La experiencia que derive del desarrollo de este proyecto en vino eventualmente
permitird extenderla a otros alimentos de origen vegetal susceptibles también de
contaminacion con esta y otras micotoxinas.

BENEFICIARIOS(AS) DIRECTOS(AS) DEL PROYECTO

Seran beneficiarias directas del presente proyecto las 55 vifias asociadas a Vifias de Chile AG, las
cuales representan el 90% de las ventas de productos vitivinicolas en el mercado interno y el 85 % de
las exportaciones. Indirectamente los beneficios irradiardn al resto del sector vitivinicola nacional,
potenciando sus exportaciones.

Otros beneficiarios directos seran el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) y el Instituto de Salud Publica
(ISP), porque contaran con un diagnéstico y con una metodologia analitica validada e
internacionalmente reconocida que permitiran establecer en el pais, normativas y limites para una
micotoxina de creciente interés en los mercados internacionales por su comprobada toxicidad.

Indirectamente los resultados obtenidos permitirdn ademas controlar OTA en otros alimentos e insumos
para alimentos destinados a alimentacion humana y animal.

Este proyecto contribuird en el segmento vitivinicola a consolidar la imagen de Chile como exportador de
alimentos sanos y bioseguros, ayudando a transformar a Chile en una potencia alimentaria, como lo
sefalara recientemente el Ministro de Agricultura, Dr. Alvaro Rojas.

Por ultimo no hay que olvidar que una eventual contaminacion con no detectada oportunamente puede
poner en riesgo la emergente y creciente actividad vitivinicola nacional, poniendo en serio riesgo una
actividad econ6mica sustentada en un nimero muy significativo de trabajadores y productores, muchos
de los cuales sélo cultivan superficies pequefias, como lo demuestra el catasro vitivinicola del SAG,
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especialmente para la Zona Vitivinicola del Sur (Valles del Itata y Bio-Bio), expuestos a una mayor
pluviometria durante la época de cosecha y por tanta mayor riesgo de formacion de OTA.

DESCRIPCION Y ANALISIS DE LA METODOLOGIA

METODOLOGIA ANALITICA

Para la determinacién de OTA en vino, se implementara la metodologia actualmente vigente en

la OlV, la que dispone el uso de columnas de inmunoafinidad para la extracciéon de OTA y su

determinacion mediante HPLC de fase inversa y deteccion fluorimétrica. Para la validacion, se

seguird el protocolo minimo de aceptabilidad de métodos para el analisis de contaminantes en

alimentos, descrito en el anexo Il del la Directiva EC 882/2004 de la Comunidad Europea.

Segun esta Directiva, todos los métodos de andlisis deberan regirse por los siguientes

criterios:

a) Exactitud

b) Aplicabilidad (Tipo de matriz y rango de concentracion): La metodologia de la OlV dispone
el uso de las columnas de inmunoafinidad, pero no especifica algin o algunos proveedores
en particular. En Chile existe distribucion para las columnas Ochraprep® y Ochratest®. En
la fase de implementacién se evaluara la eficiencia de ambas columnas de acuerdo a las
caracteristicas de la matriz en estudio, considerando también otros posibles proveedores
que puedan surgir.

c) Limite de Detecciéon

d) Limite de Determinacion

e) Precision

f) Repetibilidad

g) Recuperacion: En este caso el rango aceptable dependera de la concentracion de trabajo,
que especifica un rango de recuperacion de 50 a 120%, si la concentracion es menor a 1
ppb (ng/L) y un rango de 70 a 110% de recuperacion para rangos de trabajo de 1 a 10
ppb. Las sobrecargas se realizaran a los niveles de 70%, 100% y 120% de los maximos de
tolerancia de la Comunidad Europea, que fija en 2 ppb (ug/L) el méximo de tolerancia.

Con el fin de verificar los porcentajes de recuperacion, las validaciones internas se realizaran
usando muestras FAPAS® (Food Analysis Performance Assesment Scheme) u otras
disponibles que pueden servir como referencia.

h) Sensibilidad

i) Selectividad

Todos estos criterios seran adecuados a las especificaciones que se aplican para Ocratoxina A
en alimentos y en particular para vinos, detalladas en la Directiva EC 401/2006. El tiempo de
trabajo estimado para la validacion de la metodologia OIV es de 8 meses. (Pasarlo a Plan de
Trabajo)

Para la validacion interna, se procedera al analisis de muestras certificadas FAPAS®, mientras
que para la validacion externa se contempla la participacion en las rondas de FAPAS, ademas
de intercomparaciones con otros laboratorios acreditados, los cuales seran minuciosamente
seleccionados, siguiendo como criterio la correcta aplicabilidad de esta metodologia. Dentro de
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las etapas de puesta a punto de la metodologia, también se contempla un ejercicio de
intercomparacion con los laboratorios nacionales que realicen analisis de OTA en vino y deseen
participar, el que sera organizado por la unidad ejecutora con la asesoria de la Divisién de
Metrologia del Instituto Nacional de Normalizacion (INN). Se realizara un catastro con los
laboratorios que estén realizando andlisis de OTA y se les invitara a participar, siguiendo un
protocolo previo de intercomparacion de laboratorios. Para el ensayo de intercomparacion se
optara por la utilizacion de muestras FAPAS o la preparacion de muestras naturales o
contaminadas artificialmente, cuya homogeneidad haya sido evaluada, las que posteriormente
se distribuirdn a los laboratorios participantes. Se considera clave este aspecto, pues
contribuird no sélo a asegurar la calidad de resultados del presente proyecto, sino también la
de aquellos que certifiquen vinos destinados a la exportacion.

En forma paralela se evaluaran métodos alternativos a las columnas de inmunoafinidad para la
preparacion de muestras, descritos en la literatura cientifica internacional, que impliquen un
menor costo por analisis, el que se deriva principalmente del reemplazo de las columnas de
inmunoafinidad. Especificamente se propone implementar métodos utilizando cartuchos para
extraccion en fase C18, los cuales han sido evaluados previamente con resultados
satisfactorios, pero que aun no han sido aprobados por la OIV. Se buscara validar dicho
método alternativo, considerando también la normativa del anexo Ill del la Directiva EC
882/2004 de la Unién Europea, con el objeto de verificar si los resultados son estadisticamente
comparables con los obtenidos usando el método actualmente vigente de la OIV para
determinacion de OTA en vinos.

Ademas de la evaluacion y validacion de este método alternativo de purificacion, se
implementara el uso de un método de confirmacién, también descrito en la literatura cientifica,
que es especifico para OTA y que involucra una sencilla reaccion de derivacion y determinacion
mediante HPLC y deteccion de fluorescencia. En este contexto. Como otra alternativa, y para
verificar resultados, se evaluard el uso de GC-MS previa derivacion con Bis[trimetilsilil]
trifluoroacetamida en acetato de etilo como método confirmatorio.

METODOLOGIA DE MUESTREO

El muestreo tiene por objetivo, analizar la situacion nacional respecto a OTA en los vinos, tanto
para el mercado interno como para la exportaciéon. Respecto a los productos destinados a la
Unidon Europea, este organismo ha instaurado una serie de medidas que deberan asumir los
terceros paises con el fin de cumplir de forma satisfactoria con el articulo V de la directiva EC
882/2004. Con este objetivo, durante el primer afio se disefiard y aplicara un plan de
muestreo exploratorio, para evaluar en forma preliminar la situacion y disefiar en base a
dichos resultados los muestreos de los afios siguientes. En el disefio de los planes de muestreo
se tendran en cuenta los criterios de muestreo establecidos en el Reglamento N° 401/2006 por el
que se establecen los métodos de muestreo y de andlisis para el control oficial del contenido de
micotoxinas en los productos alimenticios, en particular lo referente a OTA en vino.

El muestreo exploratorio comprende analizar en forma simultanea el mercado interno y el
mercado de las exportaciones. Dentro de los criterios de selecciéon de muestra se considerara:

a) Zona de cultivo: De acuerdo a este criterio se evaluara la situacion de los valles de la
Zona Norte, Valle Central y Zona Sur, con el fin de establecer posibles relaciones geograficas
entre la presencia-ausencia de OTA y las condiciones agroclimaticas y ambientales.
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b) Afo de cosecha: Esta evaluacion se llevara a cabo afio a afio, con el fin de establecer
posibles variaciones interanuales sobre los niveles de OTA, derivadas de la influencia de
factores meteoroldgicos.

c) Tipo de vino: Una primera evaluacion de los tipos de vino comprende el estudio de los
vinos blancos, tintos y rosados. Esta evaluacion tiene por objetivo verificar en Chile si aqui
también se cumple lo que sefialado para otros paises, si existe una mayor frecuencia y/o nivel
de contaminacion con OTA, inherente al procesamiento, la variedad o el origen geogréafico o
época de cosecha, en donde se prestara especial atenciéon a los vinos de postre o de cosecha
tardia (Late harvest), ya que la literatura los sefiala como los vinos con mayores niveles de
OTA.

d) Tipo de envase: se consideraran en el muestreo no solamente aquellos vinos que se
expenden en botellas de vidrio, sino que también aquellos generalmente de menor, que se
comercializan en otro tipo de envase como asi mismo los vinos que se exportan a granel.

En los muestreos posteriores se realizara una focalizacion del muestreo, ponderando tanto los
resultados del muestreo exploratorio como los volimenes de produccion involucrados en cada
caso

METODOLOGIA DE ANALISIS DE RESULTADOS

En un primer andlisis de los resultados se aplicardn métodos estadisticos descriptivos para
observar las tendencias generales de los datos y agrupar las muestras de acuerdo a los
resultados encontrados, con el objeto de detectar los factores que podrian favorecer la
presencia de OTA en vinos. Para ello se evaluaran los niveles de concentracion de OTA
encontrados en vinos, respecto a zona de origen, afio de produccién, variedad, tipo de vino
(blanco, tinto, rosado, cosecha tardia), y también respecto a si es vino embotellado, en
tetrapak o a granel, y si corresponde a vinos de exportaciéon o vinos de consumo interno.

Asi mismo, se aplicaran herramientas estadisticas mas complejas, como métodos
multivariantes, analisis de componentes principales y otros que seran evaluados a la luz de los
resultados obtenidos. Los analisis quimiométricos se llevaran a cabo usando el Software
Pirouette® y/o Statistica®.

Recopilacion de informacion en cuanto a situacion y condiciones de produccion de
OTA

Efecto de factores ambientales (temperatura y humedad) sobre poblaciones de especies de
Aspergillus. Se propone focalizar los trabajos de este proyecto en el género Aspergillus,
algunas de cuyas especies son potencialmente productores de ocratoxina A. Especificamente
se espera estudiar: 1. La respuesta a la temperatura de especies del género Aspergillus en
condiciones controladas de laboratorio y en el campo.2. Estudiar la presencia epifita de
Aspergillus en el vifiedo a través del periodo comprendido entre el envero y la cosecha. 3.
Caracterizar  patolégicamente los principales aislados. 4. Determinar la capacidad de
produccidn de ocratoxina A. Para esto se obtendran aislados en al menos cinco vifiedos
ubicados en zonas geogréficas diferentes de la zona norte, central y sur del area de produccion
vitivinicola nacional.

Priorizacion de medidas para disminuir presencia de OTA Se propone:

1. Revisar las medidas propuesta previamente por OlV para reducir la incidencia de los hongos
productores de ocratoxina A en el vifiedo y en la bodega.

2. Estudiar el efecto de la época de cosecha sobre el desarrollo de Aspergillus, particularmente
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de especies y razas productores de ocratoxina A. Este fase del trabajo se realizara en dos
lugares geograficamente diferentes.

Preparacion de manual de medidas de prevencion de presencia de OTA.

Dicho manual incluira:

1. Aspectos generales de los hongos,

2. Micotoxinas, caracterizacion quimica y biolégica,

3. Especies y razas productoras de micotoxinas,

4. Estrategias de deteccion. y 5. Medidas para minimizar su presencia y reducir los riesgos de
contaminacion del mosto y del vino.

Talleres de difusiéon de resultados del proyecto a productores y personal relacionado
con elaboracion de vino.

En cada taller se preparara un conjunto de diapositivas en power point incluyendo entre otros
los siguientes aspectos:

1. Hongos,

2.Especies fungosas productoras de micotoxinas,

3. Micotoxinas aspectos fisicos quimicos y bioldgicos.

4. Deteccion y 5. Estrategias de control.




