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RESOLUCION 01V-OENO 728-2025

DETERMINACION DE LAS RELACIONES ISOTOPICAS “C/"C Y “N/"N
DEL QUITOSANO MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS DE
RELACIONES ISOTOPICAS

LA ASAMBLEA GENERAL,

VISTO el articulo 2, parrafo 2 iv del Acuerdo del 3 de abril de 2001 por el que se crea la
Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino,

CONSIDERANDO los trabajos del Grupo de expertos “Especificacion de los Productos
Enolégicos”,

DECIDE, a propuesta de la Comision II “Enologia”, modificar la monografia COEI-1-
CHITOS del capitulo I del Codex Enologico Internacional anadiendo la siguiente frase
en cursiva en el apartado 5.1.2, “Determinacion del origen™: El método descrito en el
anexo VIII y los limites indicados para las relaciones isotopicas permiten determinar el
origen del quitosano (crustdceo o fiingico).

DECIDE, a propuesta de la Comision II “Enologia”, incorporar el siguiente método
como anexo VIII a la monografia COEI-1-CHITOS del capitulo I del Codex Enologico
Internacional:

ANEXO Vil

DETERMINACION DE LAS RELACIONES ISOTOPICAS 13C/12C Y
15N/14N DEL QUITOSANO MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS
DE RELACIONES ISOTOPICAS

INTRODUCCION

El quitosano es un polisacarido lineal compuesto por unidades de D-glucosamina y N-
acetil-D-glucosamina unidas por enlaces n(1-4). Tiene diversos usos comerciales. En
enologia, se utiliza como antioxidante, clarificante, quelante de metales y para el
control microbiologico (permite reducir la utilizacion de sulfitos).

El quitosano se obtiene por desacetilacion de la quitina, que puede proceder del
exoesqueleto de crustaceos o del micelio de hongos. En enologia, solo puede
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emplearse el quitosano derivado de quitina de origen fangico.

Los datos de la literatura cientifica demuestran que las relaciones isotopicas “C/“Cy
N /"N del quitosano permiten distinguir los productos derivados del exoesqueleto de
crustaceos de los derivados del micelio de hongos.

El método aqui descrito y los limites indicados para las relaciones isotOpicas permiten
determinar el origen del quitosano (crustaceo o fingico).

ATENCION: Algunos de los reactivos que se utilizan en este procedimiento son
peligrosos, por lo que deben manipularse con especial cuidado. Se recomienda al
analista seguir las instrucciones de la etiqueta del producto y consultar la informacion
relativa a la peligrosidad de los reactivos y su eliminacion en las fichas de datos de
seguridad.

1. OBJETO Y AMBITO DE APLICACION

El objetivo del método es determinar las relaciones isotopicas *C/“C y "N /"N del
quitosano mediante técnicas de espectrometria de masas de relaciones isotopicas
(IRMS).

2. TERMINOS Y DEFINICIONES

Alos efectos del presente documento, se aplican las siguientes definiciones:

®C/"C: abundancia relativa del carbono 13 respecto del carbono 12 en una muestra
dada.

n°C: abundancia relativa del carbono 13 (°C) respecto del carbono 12 (“C) expresada en
o por mil (%o).

N /*N: abundancia relativa del nitrégeno 15 respecto del nitrogeno 14 en una muestra
dada.

0°N: abundancia relativa del nitrogeno 15 respecto del nitrogeno 14 expresada en o por
mil (%o).
V-PDB (Vienna Pee Dee Belemnite): patron de referencia internacional para el calculo

de o”C.

V-AIR (aire): patron de referencia internacional para el calculo de o°N.
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3. FUNDAMENTO

Se analiza el quitosano. Las relaciones isotopicas de los is6topos estables del Cy el N
se determinan mediante un espectrometro de masas de relaciones isotopicas (IRMS)
acoplado a un analizador elemental (EA). Se empieza midiendo la intensidad de las
corrientes ionicas:

e m/z=44 (12C160160) y m/z =45 (13C160160), debidas al didéxido de carbono
obtenido por combustién de la muestra en el analizador elemental,

e m/z =28 (14N2) y m/z =29 (15N14N), debidas al nitrégeno obtenido por
combustion de la muestra en el analizador elemental.

4. REACTIVOS Y MATERIALES

Los reactivos y el material fungible dependen del equipo que utilice el laboratorio.
Para la combustion de la muestra suelen utilizarse analizadores elementales. Algunos
de ellos estan equipados con sistemas automaticos de introduccién de muestras en
capsulas metalicas selladas.

El laboratorio puede emplear cualquier material de referencia certificado por
organismos internacionales, ademas de los que se indican en la tabla del apartado 4.3.

4.1. Material fungible

4.1.1. Alcohol etilico puro (n.” CAS 64-17-5).
4.1.2. Helio de calidad analitica (n.” CAS 07440-59-7).

4.1.3. Oxigeno de calidad analitica (n.” CAS 07782-44-7).
4.1.4. Reactivos de oxidacion y reduccion para el horno y el sistema de combustion, p.

ej. 6xido de cobre(Il) para analisis elemental (n.” CAS 1317-38-0).
4.1.5. Desecante para eliminar el agua producida en la combustion, por €j. anhidrona
(perclorato de magnesio) para analisis elemental (n.” CAS 10034-81-8). No es necesario

si el equipo estd dotado de un sistema de eliminacion de agua mediante trampa
criogénica o capilar de permeabilidad selectiva.

4.1.6. Capsulas desechables de estafio.
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4.2. Patrones de trabhajo

4.2.1. Dioxido de carbono (CO,) (n.” CAS 00124-38-9), con una pureza del 99,9980% o
superior, y nitrogeno (N,), con una pureza del 99,9990% o superior, utilizados como
gases patron para las mediciones.

4.2.2. Patrones de trabajo y de control con valores de 0°C y n®N, calibrados frente a
materiales de referencia internacionales.

4.3. Materiales de referencia mas habituales con valores certificados de 0°C y
0N

Denominacion Material 0°C vs V- 0°N vs AIRn%o
PDB0%o

USGS40 Acido glutamico -26,390+00,04 -4,520+00,06

USGS42 Polvo de cabello -21,090+00,10 +8,050+00,10
humano (Tibet)

USGS43 Polvo de cabello -21,280+00,10 +8,440+00,10
humano (India)

USGS54 Polvo de madera de | -24,430+00,02 -2,420+00,32
Pinus contorta de
Canada

USGS55 Polvo de madera de | -27,130+00,02 -0,30+00,4

siricote de México

USGS56 Polvo de madera de | —-24,340+00,01 +1,80+00,4
Berchemia zeyheri
de Sudafrica

USGS90 Harina de mijo -13,750+00,06 +8,840+00,17
de la Toscana
(Italia)
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IAEA-600 Cafeina —27,7710+00,043 +1,00+00,2

5. EQUIPO

Equipo habitual de laboratorio, en particular:

5.1.  Espectrometro de masas de relaciones isotopicas (IRMS)

El espectrometro de masas de relaciones isotopicas permite determinar la abundancia
relativa del isotopo pesado respecto del isotopo ligero en el dioxido de carbono y el
nitréogeno obtenidos por combustion, con una precision interna del 0,10%o, en el caso
del C, y del 0,20%o, en el caso del N. Por precision interna se entiende la diferencia
entre dos mediciones de la misma muestra gaseosa.

Suelen emplearse espectrometros de masas equipados con una serie de colectores
que permiten medir simultaneamente las corrientes idénicas m/z = 44, 45y 46, 0 28, 29
y 30.

Por ejemplo, la relacion isotopica °C/“C viene dada por la relacion de las intensidades
de m/zo=045 y m/zo=n044, previa correccion del efecto de la especie isobarica

2C"0"0, cuya contribucion puede calcularse a partir de la intensidad de la corriente

m/z = 46 y de la abundancia relativa de *O y "O (correccion de Craig).

El espectrometro de masas de relaciones isotopicas debe estar equipado con uno de
los sistemas siguientes:

e Un doble sistema de entrada, para medir alternativamente la muestra y un patron
de referencia, o

e Un sistema de flujo continuo, que transfiera cuantitativamente los gases producto
de la combustion de las muestras y los patrones de trabajo al espectrometro de
masas.

5.2. Analizador elemental (EA)

Equipo de combustion que permita transformar cuantitativamente la muestra en
dioxido de carbono (combustion), asi como separar los gases y eliminar el agua sin
ningtn fraccionamiento isotopico. El equipo puede ser un sistema de flujo continuo,
integrado en el espectrometro de masas, o un sistema de combustion independiente.
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En el segundo caso, los gases se recogen en recipientes especiales que,
posteriormente, se acoplan al IRMS.

5.3. Microbalanza analitica (intervalo de medida: 0-100omg, como minimo;
sensibilidad: 0,0lomg, como minimo)

5.4. Centrifuga
5.5. Liofilizador o desecador

6. PROCEDIMIENTO

6.1. Preparacion de la muestra de ensayo

Lavar 10og de quitosano tres veces con una solucion acuosa al 100% (v/v) de etanol de
alto grado de pureza. Centrifugar y liofilizar la muestra.

6.2. Determinacion de las relaciones isotopicas
Para efectuar las mediciones, seguir el procedimiento recomendado por el fabricante
en el manual de instrucciones del equipo.

A continuacion se describe el procedimiento habitual para la combustion o pirdlisis de
las muestras en sistemas de combustion automatizados comerciales. Pueden utilizarse
otros métodos que garanticen la transformacion cuantitativa de las muestras en
dioxido de carbono y nitrogeno sin pérdidas por evaporacion.

6.3. Introduccion de las muestras en las capsulas y analisis

e Utilizar capsulas, pinzas y una placa de preparacion limpias.
o Utilizar capsulas de estano para la combustion.
¢ Con las pinzas, tomar una capsula del tamafo adecuado.

¢ Con una espatula adecuada, introducir la cantidad necesaria de muestra en la
capsula.

Nota:

Es preciso determinar la cantidad correcta de muestra que hay que pesar, de modo
que la cantidad de CO, producida por la muestra y la del patron de trabajo (o del
material de referencia) no difieran en mas de un 500%. Para cumplir este requisito,
debe realizarse una medicion preliminar que proporcione la cantidad de muestra que

6 Certificado conforme Chisindu, 20 de junio de 2025
El Director General de la 01V

Secretario de la Asamblea General
©O0IV2025 John BARKER

olv



OIV OIV-0ENG 728-2025

@O
oo

debe pesarse (si se desconoce).

 Pesar en una microbalanza analitica.
e Cerrar la capsula con las pinzas.
¢ Preparar como minimo dos cdpsulas de cada muestra.

¢ Colocar convenientemente las capsulas en el tambor de muestras del analizador
elemental (segtn disponibilidad). Asignar un nimero a cada céapsula.

* Colocar las capsulas que contengan el patrén de trabajo al principio y al final de
la serie de muestras.

e Intercalar periddicamente muestras de control entre las muestras de ensayo (p.
ej., quitosano comercial previamente calibrado, v. apartado 4.2) para elaborar un
grafico de control.

6.3.1.  Control y ajuste del equipo para la determinacidn isotdpica

 Para una combustion optima de la muestra, ajustar la temperatura del horno del
analizador elemental y los flujos de didxido de carbono, helio y oxigeno segun las
instrucciones del fabricante.

o Comprobar que no existan fugas en el sistema de andlisis elemental/pirdlisis y
espectrometria de masas (p. €j., con la corriente iénica m/z = 40, que corresponde
al argén).

 Ajustar el espectrémetro de masas segun las instrucciones del fabricante.

¢ Antes de realizar las mediciones de las muestras, comprobar el funcionamiento
del sistema con muestras patrén de trabajo.

6.3.2.  Realizacion de las mediciones

« Introducir las muestras sucesivamente en el muestreador automatico del
analizador elemental. Los gases producto de la combustion de cada muestra son
conducidos sucesivamente al espectrometro de masas, que mide las corrientes
ionicas. Un ordenador conectado al equipo registra la intensidad de las corrientes
idnicas y calcula los valores 6 de cada muestra.
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7. CALCULOS

1.1.  Correccion y expresion de los valores isotopicos

Segin el protocolo de la IUPAC, los valores °C/*C y N /"N se expresan en la escala
delta (0%o) y referidos a los patrones internacionales V-PDB (Vienna-Pee Dee
Belemnite) y AIR (aire) segun la ecuacion 1:

i R('E JJE,sample)
(1)8,ef('E/E,sample) = RCE JEref)

donde refes el patron internacional de medida; sample es la muestra analizada; 'E/E
es la relacion isotopica entre los isotopos mas pesados y los mas ligeros. Los valores o
se multiplican por 1000 y se expresan en tanto por mil (%o).

El equipo proporciona los valores referidos a los gases patréon empleados en el analisis
(CO, y N,). Es preciso corregir y normalizar los valores obtenidos. Al principio y al final
de la serie analitica se deben situar como minimo dos materiales de referencia
internacionales (v. tabla 4.3), o patrones de trabajo (previamente calibrados), que
tengan valores certificados en los extremos del intervalo de medida, tanto en el caso
del carbono como en el del nitréogeno. Los dos puntos correspondientes a los
materiales de referencia (o patrones de trabajo) se utilizan para elaborar una recta de
interpolacion y calcular la ecuacion correspondiente, que se emplea para corregir
todos los valores obtenidos.

1.2.  Control de calidad de los analisis

¢ El valor medio obtenido para los patrones de trabajo o los patrones
internacionales empleados por el laboratorio debe estar dentro del intervalo de
validez establecido por el laboratorio durante la calibracion o indicado en el
certificado.

¢ La diferencia entre dos mediciones repetidas de la misma muestra debe ser
inferior al 0,3 %o en el caso del carbono y del nitrégeno.
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1.3. Evaluacion de la repetibilidad y la reproducibilidad del método

El estudio interlaboratorios, que se llevo a cabo entre junio y septiembre de 2024 y en
el que participaron nueve laboratorios internacionales distintos, ha permitido evaluar
la repetibilidad y la reproducibilidad del método. Los ensayos de repetibilidad y
reproducibilidad se llevaron a cabo con seis muestras doble ciego de quitosano (12
muestras en total), cuatro de origen fingico y dos de exoesqueleto de crustaceos, con

distintos valores de 7°Cy 0°N. Ademas, para corregir los datos con una recta de dos
puntos, los laboratorios recibieron dos patrones internacionales con valores
certificados: USGS40 (acido L-glutamico), con valores certificados de
1°Co=0-26,390%0 y 0°No=0-4,520%o0, y USGS89 (colageno porcino), con valores
certificados de 7°Co=0-18,130%o y 7°No=n+6,250%eo.

A partir de los resultados obtenidos (v. tablas 1y 2 del anexo 1) se pueden calcular los
siguientes parametros de validacion.

d13C / %0 vs V-

PDB

Descripcion dela  Quitosano Quitosano Quitosano Quitosano Quitosano Quitosano
muestra 1 2 3 4 5 6
Namero de

resultados validos 9 9 9 9 9 9
Namero de

réplicas 2 2 2 2 2 2
Media -20,81 -25,36 -13,03 -25,73 -21,32 -14,04
S, 0,04 0,07 0,09 0,07 0,07 0,08
Sg 0,14 0,09 0,23 0,10 0,16 0,21
d°N / %o vs AIR

Descripcion dela  Quitosano Quitosano Quitosano Quitosano Quitosano Quitosano
muestra 1 2 3 4 5 6
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Numero de

resultados validos 9 9 9 9 9 9
Numero de

réplicas 2 2 2 2 2 2
Media -5,39 5,05 -5.41 2,92 -4.55 -7,15
S, 0,08 0,12 0,09 0,08 0,13 0,15
Sk 0,11 0,19 0,11 0,14 0,23 0,15

1.4. Repetibilidad y reproducibilidad

Repetibilidad

La diferencia absoluta entre dos resultados independientes obtenidos a partir de
muestras idénticas, por un mismo operador, con el mismo equipo y en el intervalo de

tiempo mas corto posible superara el limite de repetibilidad (r) en, como maximo, el
50% de los casos.

Los valores aceptados de la desviacion estandar relativa de la repetibilidad (RSDr) son
0,090%e, en el caso de 0°C, y 0,150%o, en el caso de #°N.

Reproducibilidad

La diferencia absoluta entre dos resultados independientes obtenidos a partir de la
misma muestra por dos laboratorios distintos sera superior a la reproducibilidad (R)
en el 50% de los casos, como maximo.

Los valores aceptados de la desviacion estandar relativa de la reproducibilidad (RSDR)

son 0,230%o, en el caso de 7°C, y 0,230%eo, en el caso de o°N.

8.  DISCRIMINACION DEL QUITOSANO DE ORIGEN FUNGICO
FRENTE AL QUITOSANO DE EXOESQUELETO DE CRUSTACEOS

8.1.  Valores limite al 950% del 013C y del 015N para concluir que la muestra
es auténtico quitosano de origen fiingico

Segun la literatura cientifica (Perini y otros, 2020; Claverie y otros, 2023), los valores

de 0°C del auténtico quitosano de origen fungico son superiores a —14,20%o €
inferiores a —24,90%o (datos disponibles en la revista de acceso libre citada). Si el valor
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de 0°C de un quitosano estd comprendido entre —24,90%o y —25,10%o, se debe

determinar #°N para confirmar su origen fingico. En ese caso, el valor de 7°N debe
ser superior a +2,70%eo.

8.2. Interpretacion de los datos isotopicos

Se considera que no son de origen fungico las muestras con un valor isotopico de #°C

y 0°N superior o inferior al valor limite al 950% para el quitosano de origen fangico,
definido en el apartado 8.1, mas (para el limite superior) o menos (para el limite
inferior) la incertidumbre, calculada como 2o0xoS; (v. apartado 7.4).
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ANEXO VIIL1

En la tabla 1 se muestran los resultados de #°C notificados por los laboratorios y el z-
score.

Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
Lab. 7 12 z-score 6 11 z-score 1 9 Z-score
1 -20,75 -20,69 0,63 -25,38 -25,43 -0,54 -13,04 -13,10 -0,19
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2 -20,74  -20,74 048 -2526  -25,30 0,86 -12,77 -12,87 0,92
3 -20,65 -20,76 0,73 -25,30  -25,32 0,52 -13,30 -13,21 -1,01
4 -20,84 -20,78 -0,02 -25,30  -2528 0,75 -12,79 -12,92 0,76
5 -21,16 -21,05 -2,12 -25,14 -2540 0,97 -13,12 -13,26 -0,72
6 -20,71 -20,68 0,81 -25,37 -25,50 -0,88 -13,34 -13,29 -1,27
7 -20,80 -20,82 -0,02 -25,37 -2537  -0,15 -12,60 -12,72 1,62
8 -20,72  -20,75 0,52 -25,38  -2540 -0,37 -13,08 -13,12 -0,32
9 -20,95 -20,95 -1,02 -2552 -2540 -1,16 -13,11 -12,85 0,21
Media -20,81 -25,36 -13,03

Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
Lab. 5 8 z-score 3 4 z-score 2 10 z-score
1 —25,77 -25,69 -0,02 -21,10 -21,19 1,07 -14,12 -14,13 -0,41
2 -25,61 -25,60 1,27 -21,49 -21,39 -0,72 -13,73 -13,86 1,17
3 -25,68 25,68 049 21,24 -21,30 0,31 -14,26 -14,30 -1,16
4 -25,65  -25,61 1,01 -21,33 -21,24 0,22 -13,89 -13,83 0,86
5 -25,81 -25,77 -0,64 -21,51 -21,72 -1,78 -14,19 -14.11 -0,53
6 -25,79 -25,88 -1 -21,17 -21,03 1,34 -14,20 -14,25 -0,89
7 -25,69  -25,67 0,49 -21,29 -21,25 0,31 -13,68 -13,75 1,55
8 -25,77 -25,81 -0,64 -21,39 -21,42 -0,51 -14,11 -14,19 -0,53
9 -25,68 -2594  -0,85 -21,38 -21,35 -0,26 -13,91 -14,19 -0,05
Media -25,73 -21,32 -14,04

En la tabla 2 se muestran los resultados de 5°N notificados por los laboratorios y el z-
score.
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Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
Lab. 7 12 z-score 6 11 z-score 1 9 z-score
1 -5,52 -549 -1,08 4,94 4,94 -0,59 -5,56 -5,50 -1,15
2 -5,30 -5,25 1,06 5,07 5,09 0,16 -5,36 -5,20 1,23
3 -5,40 -5,38 -0,01 5,01 5,01 -0,22 -5,41 -5,46 -0,24
4 -5,23 -5,41 0,64 511 4,79 -0,54 -5,29 -5,34 0,90
5 -5,43 -5,28 0,32 5,05 5,41 0,97 -5,33 -5,53 -0,20
6 -5,32 -5,19 1,24 4,73 4,79 -1,57 -5,39 -5,38 0,23
7 -5,55 -5,44 -0,99 5,12 5,01 0,08 -5,30 -5,57 -0,24
8 -5,50 -5,48 -0,94 5,08 5,10 0,22 -5,52 -5,50 -0,96
9 -5,39 -5,44 -0,24 5,30 5,35 1,49 -5,33 -5,40 0,42
Media -5,39 5,05 -5,41
Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
Lab. 5 8 z-score 3 4 z-score 2 10 z-score
1 2,77 2,85 -0,73 -4,70 -4,49 -0,21 -7,23 -7,21 -0,47
2 3,02 2,92 0,37 -4,46 -4,63 0,01 -7,04 -6,87 1,25
3 2,95 2,93 0,17 -4,50 -4,46 0,29 7,13 -7,11 0,18
4 2,76 2,64 -1,49 -5,07 -4,68 -1,41 -6,91 -7,39 -0,02
5 3,15 3,15 1,62 -4,46 4,32 0,68 -7,19 -7,42 -1,03
6 2,73 2,92 -0,63 -4,85 -4,66 -0,90 -6,99 -6,98 1,06
7 2,85 2,88 -0,35 4,65 -4,81 -0,79 -7,04 -7,28 -0,08
8 2,94 2,96 0,23 -4,31 -4,28 1,09 -7,22 -7,21 -0,44
9 3,14 2,93 0,82 -4,28 -4,24 1,24 -7,16 -7,27 -0,44
Media 2,92 -4,55 -7,15
13 Certificado conforme Chisindu, 20 de junio de 2025
El Director General de la OIV
Secretario de la Asamblea General
©0IvV2025 John BARKER
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