Resolucién INV N° 10 - E/2017

VISTO el Expediente N2 $93:0011755/2016 del Registro del INSTITUTO NACIONAL DE
VITIVINICULTURA, la Ley General de Vinos N2 14.878 y la Resolucion N2 C.23 de fecha 23 de
octubre de 2006, y

CONSIDERANDO:

Que mediante el expediente citado en el Visto, se tramita la oficializacidn del Método de
Determinacion de Materias Colorantes no permitidas en Vino, por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC) y Deteccidn Ultravioleta-Visible.

Que la industria de los alimentos emplea colorantes grado alimentario, con el objeto de
reestablecer, modificar y favorecer las preferencias del consumidor, en virtud que el color es uno
de los principales atributos de un alimento.

Que estos colorantes se encuentran disponibles en el mercado y son potencialmente
comercializables en la industria vitivinicola para aumentar la intensidad de color de los vinos
tintos.

Que la adicién de estos compuestos a los vinos no estd permitida por la Ley General de Vinos N2
14.878, Articulo 20, inciso a).

Que el INSTITUTO NACIONAL DE VITIVINICULTURA (INV), como organismo oficial, procedié a
realizar un estudio para obtener una metodologia analitica que permita determinar la adulteracion
de vinos tintos con colorantes.

Que dicha determinacion posibilita el control de la autenticidad de los vinos, en relacion a la
presencia de materias colorantes no permitidas que le proporcionan color.

Que para la aplicacion metodoldgica se ha utilizado como base la “Determinacién por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) y Deteccion Ultravioleta-Visible de NUEVE (9)
Antocianos Principales En Vinos Tintos y Rosados” oficializada por la Resolucién N2 C.23 de fecha
23 de octubre de 2006 de este Organismo.

Que la Subgerencia de Asuntos Juridicos de este Instituto, ha tomado la intervencion de su
competencia.

Por ello, y en uso de las facultades conferidas por las Leyes Nros. 14.878 y 24.566 y el Decreto N2



155/16,
EL PRESIDENTE DEL INSTITUTO NACIONAL DE VITIVINICULTURA
RESUELVE:

ARTICULO 1° — Oficializase el método “DETERMINACION DE MATERIAS COLORANTES NO
PERMITIDAS EN VINO, POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC) Y DETECCION
ULTRAVIOLETA-VISIBLE”, que obra como Anexo N2 IF-2016-04809345-APN- SIF#INV, que forma
parte integrante de la presente resolucion.

ARTICULO 2° — La adopcidn del presente método, entrard en vigencia a partir del dia siguiente al
de su publicacién en el Boletin Oficial de la REPUBLICA ARGENTINA.

ARTICULO 3° — A los productos que se detecte presencia de colorantes no permitidos, serdn
clasificados como producto “NO GENUINO - ADULTERADO” de conformidad con lo establecido por
el Articulo 23, inciso a) de la Ley General de Vinos N2 14.878.

ARTICULO 4° — Registrese, comuniquese, publiquese, dese a la Direccién Nacional del Registro
Oficial para su publicaciéon y cumplido, archivese. — Carlos Raul Tizio Mayer.

NOTA: El/los Anexo/s que integra/n este(a) Resolucion no se publica/n. El/los mismo/s podra/n ser
consultado/s en www.inv.gov.ar

e. 16/01/2017 N° 2001/17 v. 16/01/2017
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Anexo

Niimero: [F-2016-04809345-APN-SIF#INV

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Martes 20 de Diciembre de 2016

Referencia: MATERIAS COLORANTES NO PERMITIDAS EN VINO POR HPLC

DETERMINACION DE MATERIAS COLORANTES NO PERMITIDAS EN VINO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA Y DETECCION ULTRAVIOLETA-VISIBLE
(UV-VIS)

1. CAMPO DE APLICACION

El método analitico concierne a la determinacién de presencia de materlas colorantes no
permitidas en vinos fintos y rosados.

2. PRINCIPIO

La separacion de los compuestos naturales del vino (antociancs} y los colorantes agregados, es
realizada por HPLC, con una columna de fase reversa y deteccion UV-VIS, mediante elucion por
gradiente de agua/acido férmico/acetonitrilo y deteccién a una longitud de onda de 518 nm.

~

3. REACTIVOS Y MATERIALES
- Acido férmico (P.A. 98%) (CAS 64-18-6)
- Acetonitrile pureza HPLC (CAS 75-08-8)

- Agua tridestilada o calidad superior
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Caudal: 0,8 ml/ min
Temperatura: 40 °C

- Solventes HPLC:

" Solvente A: Agua/ Acido férmico/ Acetonitrilo 87:10:3 (viv/v)

Solvente B: Agua/ Acido férmico/ Acetonitrilo 40:10:50 (viviv)
- Membrana filirante para desgasificar los solventes HPLC
- Filtros jeringa de acetato de celulosa de poro 0,22 um.

- Jeringas descartables de volumen variable

4. APARATOS
Un sistema de HPLC con:

a. Una bomba binaria a gradiente, un sistema de inyeccién para volimenes de muestra'para 1a
200 pl. : : :

b. Un detector con arreglo de diodos, que permife leer en todo el rango UV-VIS.

c. Un integrador o un ordenador con un programa informatico de adquisicion de datos.
d. Un horno que permita calentar las columnas a 40°C.

e. Un sistema de desgasificacion de solventes.

f. Una columna analitica: LiChrospher 100 RP18 (5 um) en LiChroCart 250-4.

g. Una precolumna: RP18 (30-40 um) en cartucho de 2mm de diametro por 20 mm de largo.

5. PROCEDIMIENTO
5.1 Preparacién de las muestras

Las muestras son filtradas por filtro jeringa de 0,22 uym y se colocan en viales que luego son
ubicados en el inyector automatico del equipo.

El volumen de inyeccién es de 20 ul.

5.2 Analisis

Condiciones del HPLC:

Volumen de inyeccién: ' 20yl

Tiempo del analisis: 45 minutos




i|Deteccic'>n: _ ﬂ51 8 nm ' ||

-Gradiente de elucion:

Tiempo Solvente A - Solvente B

(min) % (V/v) | % (VIv)
0 94 6
15 70 30
30 50 50.
35 40 60
41 o4 6

6. ESTUDIO DE DOS COLORANTES.
6.1 Primer caso de estudio: colorante carmin E-120

Uno de los colorantes no naturales del vino detectados por esia técnica, se corresponde con el
tiempo de retencion del colorante rojo carmin, identificado por el Cédigo Alimentario Argentino
como E-120, que se obtiene del acido carminico. Es una sal aluminica del acido carminico
(CooH2q043) producida por cochinillas, mayormente de la especie Dactylopius coccus, que se

crian sobre los nopales o tunas (cactus del género Opuntia). Este producto se utiliza en pintura
artistica, tintoreria, confiteria y cosmeética.
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Figura N°1: Cromatograma de un vino testigo sin adicién de colorantes



En la figura N°1 se pueden observar los aniocianos naturales contenidos en el vino. Los hueve
picos marcados corresponden a los siguientes antocianos:

1- Delfinidina 3 —gl_ucésido

2- Cianidina 3-glucosido

3- Petunidina 3-glucésido - |

4- Pecnidina 3-glucéside

5- Malvidina 3-glucésido

8- Peonidina 3-glucésido acetilado
7- Malvidina 3-glucésido acetilado
8- Peonidina 3-glucésido cumarilado

9- Malvidina 3-glucésido cumarilado
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Figura N“Z: Cromatograma de un vino testigo con adicion de colorante Carmin E-120

En la figura N°2 se puede observar que la presencia de este colorante se evidencia facilmente, ya
que aparece come un pico entre la Petunidina y Peonidina 3-glucésido, tiempo de elucion donde
no aparece ninglin antociane natural del vino. '

6.2 Segundo caso de estudio: colorante no identificado
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Figura N°3: Cromatograma de un vino testigo sin adicion de colorante no identificado

La figura N°3 representa un vino testigo sin agregado de colorante. Se observa un pico alos
20.31 min que corresponde a un antociano natural del vino de area muy pequena.
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Figura N°4: Cromatograma del vino testige con adicidn de colorante no identificado
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La figura N°4 representa al vino testigo mas la adicién de colorante no identificade, cuyo tiempo
de retencion es similar al del antociano nafural. Si bien ambos picos se superponen, el espectro
se modifica profundamente cuando hay presencia de este colorante presente en la muestra.



I

T T T T T T T T
400 450 500 560 800 059 700 750 nm

Figura N°5: Espectro del antociano natural que eluyé a los 20.31minutos

Se observa en la figura N°5 que el pico del antociano natural tiene un solo maximo de
Absorbancia a 520 nm asemejando a una curva gaussiana.
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Figura N°6: Espectro del colorante no identificado que eluyé a los 20.41 minutos -

Se observa en la figura N°6 que el pico de la materia colorante no identificada tiene dos maximos
de absorbancia; a 525 nm y a 563 nm y un minimo a 548 nm .

Por lo tanto la presencia de este colorante no identificado se confirma
mediante el espectro caracteristico de esta materia colorante.

6.2.1 Parametros de validacion interna
6.2.1.1 Linealidad

Para el calculo de la linealidad se realizaron medidas de las 4reas de pico de 5 concentraciones
distintas del colorante no identificado en solucién hidroalcohdlica al 12% y pH 3,5, siendo estas, 0



ml/L; 0,5 ml/l; 1 mifL, 1,5'mh’L; 2 mliL, con las cuales se calculd, la ordenada al origen, la
pendiente y el coeficiente de correlacion.

Figura 7: Rango dinamico de colorante en solucién hidroalcohélica hasta 2ml/L

El siguiente grafico muestra el andlisis. de residuales, los cuales se encuentran distribuidos
regularmente alrededor de la linea x = 0. -

Figura 8: Andlisis de residuales

6.2.1.2 Repetibilidad
La repetibilidad del método para este colorante, se estuc_lic') para I_a concentracion de 1mil/L.

Los resultados obtenidos para la repetibilidad fueron Ios.siguientes:

“Desviacién estandar de repetibilidad Sr= 0,012 ml/L

Repetibilidad r= 0,034 ml/L

El resultado confirma que a un nivel de confianza del 25%, el colorante en cuestion tendra una
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repetibilidad inferior a 0,034 ml/L. Siendo la desviacién estandar de repetibilidad de 0,012 mIlL.
6.2.1.3 Reproducibilidad

La reproducibilidad del método se estudié para la concentracion de 1ml/L.

Los resultados obtenidos para la reproducibilidad fueron los siguientes:

Desviacién estandar de reproducibilidad SR = 0,051 ml/L

Reproducibilidad R= 0,143 ml/L

El resultado confirma que a un nivel de confianza del 95%, el colorante en cuestién tendra una
reproducibilidad inferior a 0,051 ml/L. Siendo la desviacién estandar de reproducibilidad de 0,143
ml/L.

6.2.1.4 Limite de Deteccidn

El limite de Deteccion para este colorante es de 0,10 mi/L en vino tinto.

6.2.1.5 Limite de Cuantificacién

El limite de Cuantificacion para este colorante es de 0,25 ml/L en vino tinto.

Nota:

1°- Los puntos 3, 4 y 5 se han detallade a modo de ejemplo, los que podran modificarse
dependiendo del sistema analitico con el que cuente el laboratorio.

2°- Este método podra utilizarse para otras materias colorantes que se puedan separar
adecuadamente de los antocianos naturales del vino.
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