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RESUMO

As uvas (Vitis vinifera L.) estdo sujeitas a contaminagdo por fungos
filamentosos presentes na lavoura, colheita e na elaboracdo dos vinhos, sendo
Aspergillus o principal género produtor de ocratoxina A (OTA) em uvas. A
incidéncia de fungos e os niveis de toxina variam em fungdo da variedade das
uvas, da regido vitivinicola, das préaticas agricolas adotadas, das condi¢tes
climéticas, da safra e do processo de elaboracdo dos vinhos. Neste sentido, o
objetivo neste estudo foi avaliar a diversidade de fungos dos géneros Aspergillus
e Penicillium isolados das uvas e do solo de cultivo na regido vitivinicola do
Vale do Submédio S&o Francisco, bem como avaliar a presenca de OTA nos
vinhos experimentais e ainda, se existe uma correlagdo entre a ocorréncia de
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium e as caracteristicas fisico-quimicas
das uvas viniferas cultivadas na regido. As amostras de uvas e solos de videiras
foram coletadas na safra de 2014/2 e 2015/1. Para o isolamento de fungos
filamentosos das bagas foi utilizada a técnica de plaqueamento direto em meio
de cultura DRBC. Para as amostras de solo utilizou-se a técnica de
plagueamento em superficie em meio DG-18. As espécies dos géneros
Aspergillus e Penicillium foram identificadas através de caracteristicas
morfoldgicas. A presenca de OTA nos vinhos experimentais foi detectada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Também se realizou a caracterizagdo
fisico-quimica das uvas. A contaminacéo dos solos dos vinhedos variou de 2,34
x 108UFC/g a 4,35 x 10°UFC/g. As espécies encontradas nas uvas viniferas
foram Aspergillus niger, A. carbonarius, A. aculeatus, A. niger s, A. flavus, A.
sojae, Penicillium sclerotiorum, P. citrinum, P. glabrum, P. decumbens, P.
implicatum e P. solitum. Todos os isolados de A. carbonarius, 18,18% de A.
niger, 14,29% de A. niger Agregado e 60% de A. ochraceus foram produtores de
OTA. Todos os A. parasiticus foram produtores de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2,
enguanto que apenas 14% de A. flavus foram produtores de aflatoxina B1, B2.
Todos os P. citrinum foram produtores de citrinina. A maior concentracdo de
OTA foi encontrada em vinho tinto (0,29ug/L) e variou em vinhos brancos de
0,02 a 0,04pg/L. Todas as espécies identificadas neste estudo apresentaram uma
correlagdo positiva com pelo menos um parametro fisico-quimico avaliado,
destacando-se os teores de pectina, acUcares totais, acidez total e compostos
fendlicos. Foi possivel observar que a incidéncia de fungos e os niveis de OTA
variam em funcdo da variedade das uvas, da forma de cultivo, das condigdes
climaticas e da safra.

Palavras-chave: Compostos Fendlicos. Micotoxinas. Safra. Variedades.
Vitivinicultura.



ABSTRACT

Grapes (Vitis vinifera L.) are subject to contamination by filamentous
fungi present in crops, during harvest and winemaking, Aspergillus being the
main producing genus of ochratoxin A (OTA) in grapes. The incidence of fungi
and toxin levels vary depending on the variety of grapes, the winemaking region,
agricultural practices, weather conditions, harvest and the winemaking process.
Thus, this study aimed to evaluate the diversity of Aspergillus and Penicillium
fungi isolated from the grapes and the cultivation soil in the S8o Francisco
Submidle Valley winegrowing region, the presence of OTA in experimental
wines, as well as if there is a correlation between the occurrence of Aspergillus
and Penicillium fungi and the physicochemical characteristics of the wine grapes
grown in the region. Samples of grapes and soil from the vineyards were
collected from the 2/2014 and 1/2015 crops. For the isolation of filamentous
fungi from the grape berries, the direct plating technique in DRBC culture
medium was used. For soil samples the surface-spreading technique in DG-18
medium was used. The Aspergillus and Penicillium species were identified by
morphological characteristics and the presence of OTA in experimental wines
was detected by HPLC. The physicochemical characterization of the grapes was
also performed. Contamination of vineyard soil ranged from 2.34 x 103CFU/g to
4.35 x 10°CFU /g. The species found in the wine grapes were Aspergillus niger,
A. carbonarius, A. aculeatus, A. niger Aggregate, A. flavus, A. sojae, Penicillium
sclerotiorum, P. citrinum, P. glabrum, P. decumbens, P. implicatum and P.
solitum. All of A. carbonarius isolates, 18.18% of A. niger, 14.29% of A. niger
Aggregate and 60% of A. ochraceus were OTA-producing fungi. All A.
parasiticus were producers of B1, B2, G1 and G2 aflatoxins, whereas only 14%
of A. flavus were producers of B1, B2 aflatoxin. All P. citrinum were citrinin
producers. The highest OTA concentration was found in red wine (0.29ug / L)
and in white wines it ranged from 0.02 to 0.04ug / L. All identified species in
this study showed a positive correlation with at least one evaluated
physicochemical parameter, highlighting the pectin content, total sugar, total
acidity and phenolic compounds. It was observed that the fungi incidence and
OTA levels vary according to the variety of grapes, cultivation methods, weather
conditions and crop.

Keywords: Phenolic compounds. Mycotoxins. Viticulture. Crop. Varieties.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O cultivo de uvas viniferas e a elaboracdo de vinhos finos no Vale do
Submédio S&o Francisco tém sido intensificados nos ultimos anos devido ao
clima propicio da regido, obtendo frutos de excelente qualidade, sendo
responsavel por aproximadamente 15% da producdo de vinhos finos no Brasil
(LEAO; SOARES, 2009). Apesar do cenario favoravel, os vinhos brasileiros
possuem baixa competitividade, j& que a maior parte do vinho consumido no
pais é importada. Sendo assim, é necessario aumentar a visibilidade da regido,
para que esta seja reconhecida como regido polo de producdo de vinhos finos.
Para tal, é extremamente importante o desenvolvimento de pesquisas com o
objetivo de melhorar a qualidade microbioldgica e tipicidade dos vinhos da
regido através das indicacGes geograficas.

As uvas (Vitis vinifera L.) estdo sujeitas a contaminacdo por
microrganismos presentes no ambiente da lavoura, colheita e na elaboragdo dos
vinhos. Atualmente, dentre os microrganismos contaminantes, hd uma maior
preocupacdo com relagdo aos fungos produtores de micotoxinas, sendo
Aspergillus o principal género produtor destas toxinas em uvas (Vitis vinifera L.)
(ROUSSEAUX et al., 2014; SERRA et al., 2006). Dentre as micotoxinas, a
ocratoxina A (OTA) é a principal contaminante de uvas e vinhos, sendo
considerada uma das mais prejudiciais para a satde humana (LOMBAERT et
al., 2004; OTTENDER; MAJERUS, 2000; ROSA et al., 2004).

No entanto, tém-se observado que a incidéncia destes fungos e 0s niveis
desta toxina variam em funcgdo da variedade das uvas, da regido vitivinicola, das
praticas agricolas adotadas, das condic¢Ges climaticas, da safra e do processo de

elaboracdo dos vinhos. Além disto, ndo h& informacBes precisas sobre a
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influéncia das diferentes variedades de uvas na incidéncia de fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium e na produgdo de OTA. Sendo assim, o conhecimento
da micobiota das uvas da regido permitira que sejam realizadas alteracbes no
sistema de cultivo das uvas ou no processo de elaboragéo dos vinhos.

Neste sentido, o objetivo neste estudo foi avaliar a diversidade
micoldgica através de um estudo fenotipico de espécies dos géneros Aspergillus
e Penicillium isoladas a partir de uvas (Vitis vinifera L.) e solos de cultivo destas
uvas na regido vitivinicola do Vale do Submédio Sdo Francisco, bem como
avaliar a presenca de OTA nos vinhos experimentais elaborados a partir das uvas
e a correlagdo entre a ocorréncia de fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium e as caracteristicas fisico-quimicas de uvas viniferas cultivadas na
regido.

Os resultados deste trabalho estdo apresentados em dois capitulos. No
primeiro capitulo foi avaliado se existe diferenca no percentual de contaminacgao
por fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium dos solos de cultivo de uvas
viniferas e das bagas de diferentes variedades cultivadas no Vale do Submédio
Sdo Francisco, com énfase nas espécies toxigénicas. Analisou-se também o teor
de ocratoxina A em vinhos experimentais elaborados a partir das uvas (Vitis
vinifera L.) e a correlacdo com a presenca de espécies ocratoxigénicas nestas. No
segundo capitulo foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas das
diferentes variedades de uvas viniferas cultivadas na regido e a sua correlagéo
com a ocorréncia de espécies pertencentes aos géneros Aspergillus e

Penicillium.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Regido tropical semiarida do Brasil produtora de uvas viniferas

No Brasil, atualmente, ha cerca de 80 mil hectares de vinhedos, entre as
variedades de uvas de mesa (Vitis labrusca) e viniferas (Vitis vinifera L.)
localizados de Norte (05°S de latitude) ao Sul (31°S de latitude) do pais. As
regibes de vitivinicultura temperada, que possuem repouso hibernal, sdo as
regides da Fronteira, Serra do Sudeste, Serra Galcha, Campos de Cima da Serra,
regides central e norte do estado do Rio Grande do Sul; as regifes do Vale do
Rio do Peixe, Planalto Serrano, Planalto Norte e Carbonifera, no estado de Santa
Catarina; a regido sudeste do estado de S&o Paulo e; a regido sul do estado de
Minas Gerais. A regido norte do Parana é subtropical, com dois ciclos anuais, e
as regibes noroeste do estado de S&o Paulo, norte do estado de Minas Gerais e
Vale do Submédio Sdo Francisco (Pernambuco e Bahia), distinguem-se como
zonas tropicais, onde é possivel até dois ciclos e meio por ano (CAMARGO;
TONIETTO; HOFFMANN, 2011; LEAO; SOARES, 2009; PASTOR, 2012).

No Vale do Submédio S&o Francisco a vitivinicultura tem se
intensificado nos altimos anos, ja que possui um clima predominantemente
guente e seco e as temperaturas minimas nao sao suficientemente baixas para
induzir a videira a dorméncia (abaixo de 12°C). Também possui uma
infraestrutura de irrigacdo, que favorece a regularidade da produgdo, e méo de
obra disponivel, o que proporciona condi¢Bes favoraveis para o desenvolvimento
da cultura vitivinifera, obtendo frutos de excelente qualidade e competi¢do no
mercado internacional (CAMARGO; TONIETTO; HOFFMANN, 2011).

Localizado entre os paralelos 8 e 9°S a 320m de altitude, o clima tropical
semiarido proporciona temperatura média anual de 26 °C, umidade relativa de

50%, intensidade de luz solar elevada e pluviosidade de aproximadamente
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500mm, concentrada entre os meses de dezembro a abril, periodo de maior
incidéncia de doencas fungicas. E uma regido que produz uvas o ano todo, sendo
possivel obter até duas safras e meia, anualmente, dependendo da variedade
(FLORES; FLORES, 2012; LEAO; SOARES, 2009). Também é possivel
realizar o escalonamento da producdo ao longo do ano, o que reduz os
investimentos de infraestrutura e méo de obra, além de permitir a producdo em
épocas do ano mais favoraveis, obtendo uvas com maior sanidade e vinhos com
tipicidade (LEAO; SOARES, 2009; PASTOR, 2012).

A Vviticultura consolidou-se na regido devido & producdo de uvas de
mesa, iniciada no ano de 1960. Porém, a producdo de vinhos finos iniciou-se
apenas nos anos oitenta, na Vinicola Vale do Sdo Francisco no municipio de
Santa Maria da Boa Vista - PE com o cultivo de videiras europeias trazidas do
Sul do Brasil, sendo pioneiro nesta atividade em regides tropicais do mundo
(PROTAS; CAMARGO, 2011).

Atualmente, as vinicolas encontram-se nos municipios de Lagoa Grande
e Santa Maria da Boa Vista, em Pernambuco e Casa Nova na Bahia (FLORES;
FLORES, 2012), que juntas representam 15% da producdo nacional, sendo a
segunda maior regido produtora de vinhos finos do Brasil, atras apenas do Rio
Grande do Sul (PEREIRA; GUERRA; MANFROI, 2009).

Nos ultimos anos, tem-se intensificado os avangos tecnoldgicos tanto na
producdo das uvas quanto no processo industrial. Os vinhos vém sendo
diversificados, aumentando o portfélio de produtos da regido, tendo como foco
0s vinhos jovens e vinhos espumantes. Também estdo sendo produzidos brandy
e vinhos de mesa (PROTAS; CAMARGO, 2011). Estes avangos sdo
responsaveis pela evolugdo e reconhecimento nacional e internacional dos

vinhos finos da regido.
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2.2 Indicages geograficas de vinhos elaborados no Vale do Submédio Sao

Francisco

A vitivinicultura mundial demonstra que 0s paises que possuem maior
tradicdo (Franca, Italia, Espanha, Portugal) sdo aqueles consolidados com
indicacdes geograficas nas formas de indicacdo de procedéncia ou de
denominacdo de origem. Os vinhos produzidos nestes paises possuem
caracteristicas organolépticas que sdo a expressdo dos fatores naturais e
humanos influenciados pelos processos de producdo, elaboracdo e
envelhecimento do produto. Vinhos produzidos em diferentes regifes, mesmo
que elaborados com tecnologia semelhante, possuem caracteristicas distintas
justificando a importdncia das indicacbes geograficas (GOLLO, 2006;
TONIETTO, 2003).

Segundo o Instituto Nacional de Propriedade Industrial - INPI (2000), as
indicacOes geograficas consistem em dois estagios: a Indicagdo de Procedéncia e
a Denomina¢do de Origem. A Indica¢do de Procedéncia é “o0 nome geografico
de pais, cidade, regido ou localidade de seu territério, que se tenha tornado
conhecido como centro de extracdo, producdo ou fabricacdo de determinado
produto ou de prestacdo de determinado servi¢o”. J4 a Denominagdo de Origem
¢ o0 “nome geografico de pais, cidade, regido ou localidade de seu territorio, que
designe produto ou servico cujas qualidades ou caracteristicas se devam
exclusiva ou essencialmente ao meio geografico, incluidos fatores naturais e
humanos”.

Apo6s ser reconhecida, apenas membros daquela localidade, que
produzem de maneira homogénea, poderdo utilizar a indicacéo, tornando-se uma
estratégia para o desenvolvimento do territério (DULLIUS, 2009).

A diversificacdo das regiGes produtoras no pais, em busca de

qualificacdo da producdo de vinhos, amplia os ecossistemas viticolas criando
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potencial para gerar produtos diferenciados, com tipicidade. Observa-se um
direcionamento para potenciais indicacbes geogréaficas como a Serra Galcha,
Campanha; Serra do Sudeste e Vale do Submédio Sao Francisco (Figura 1).
Estas proporcionardo um fortalecimento e consolidacdo da identidade nacional e
regional do vinho brasileiro, com aumento de competitividade no mercado
interno e externo (TONIETTO, 2003).

INDICAGOES GEOGRAFICAS
VINHOS FINOS TRANQUILOS E ESPUMANTES DO BRASIL

4 g 245
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Figura 1 Regides potenciais para obtengdo de Indicacbes Geograficas no Brasil
Fonte: Embrapa Uva e Vinho (2013)

2.3 Uvas (Vitis vinifera L.) cultivadas na regido do Vale do Submédio Séo

Francisco

A uva é o fruto da videira, pertencente ao género Vitis, familia das
vitaceas. Dentre estas se destacam as americanas (Vitis labrusca, Vitis
bourquina), mais rasticas e resistentes a doengas; e as europeias (Vitis vinifera

L.) que se desenvolvem melhor em climas secos, com baixa umidade relativa e
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alta insolagéo, sendo utilizadas na producdo de vinhos finos (CARNEIRO;
COELHO, 2007). Em todo o mundo existe uma grande diversidade de videiras,
0 que resulta em grande variabilidade de caracteristicas fisico-quimicas das
uvas, e consequentemente dos vinhos produzidos (ABE et al., 2007).

Apesar de a videira ser uma planta originada de regides de clima
temperado, esta se adaptou muito bem as condic¢Ges tropicais do Vale do
Submédio Sdo Francisco. Os sistemas de cultivo utilizados na regido sdo de
conducdo latada (cultivo horizontal) e espaldeira (cultivo vertical), sendo o
sistema espaldeira mais utilizado devido a possibilidade de mecanizagdo das
préticas agricolas (PEREIRA; GUERRA; MANFROI, 2009).

Apbs a poda realizada em fevereiro-marco, as plantas se desenvolvem e
a colheita é realizada em junho-julho. Apds a colheita, as plantas sdo mantidas
em “dorméncia”, reduzindo-se o nivel de irrigacdo para 5 -10% Kc (coeficiente
de cultura) por 20-30 dias. Em seguida as plantas sdo podadas e aumenta-se o
nivel de irrigacdo. Neste novo ciclo as uvas sdo colhidas em novembro-
dezembro. O ciclo depende da cultivar utilizada, estando entre 100-140 dias
(PEREIRA et al., 2010).

No Vale do Submédio Sdo Francisco hd uma elevada incidéncia de
radiacdo solar, o que pode causar alteragdes na coloracdo das bagas. Porém, o
sombreamento excessivo pode aumentar a umidade relativa no interior do
vinhedo, criando um microclima que pode favorecer o desenvolvimento de
fungos (LEAO; SOARES, 2009).

As pragas que atacam a videira nesta regido sdo o acaro-branco, acaro-
rajado, broca-dos-ramos, mosca-branca, lagarta-das-folhas, mosca-das-frutas,
tripes, traca, traca-dos-cachos e as cochonilhas (LIMA et al., 2009). Em relacdo
as doengas fungicas, as principais, presentes nos vinhedos da regido séo o oidio,
mildio, antracnose e a morte descendente. Estas ocorrem com maior frequéncia

entre dezembro e abril devido a maior incidéncia de chuvas. As espécies
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causadoras destas doencas tém sido controladas com a utilizagdo de fungicidas,
porém tal acdo pode favorecer o desenvolvimento de outros microrganismos néo
afetados por estes tratamentos quimicos, como alguns fungos filamentosos
saprofitas oportunistas (NALLY et al., 2012; SERRA; BRAGA; VENANCIO,
2005).

Nesta regido, as principais variedades Vitis vinifera L. cultivadas séo
Cabernet Sauvignon, Tempranillo, Ruby Cabernet e Alicante Bouschet
utilizadas na elaborag&o de vinhos tintos; Syrah, utilizada tanto em vinhos tintos
guanto rosé, além de espumantes; Chenin Blanc, Moscato Canelli e Sauvignhon
Blanc, em vinhos brancos, e Mostaco Italia e Moscato Canelli na elaboracéo de
espumantes (PEREIRA, 2009).

2.3.1 Barbera

Variedade tinta, originaria da Italia, possui boas caracteristicas de
producdo, acucar, acidez, antocianinas e taninos, vigor moderado e boa
sanidade, ja que apresenta resisténcia ao mildio e ao oidio (CAMARGO et al.,
2007; LEAO; SOARES; RODRIGUES, 2009). Seus teores de sélidos soltveis
alcangam 20,5°Brix. Os vinhos tintos elaborados a partir desta variedade sdo
vibrantes, compactos e ligeiramente rasticos (MACNEIL, 2003), quando em

assemblagem, é responsavel por adicionar acidez aos vinhos (JACKSON, 2008).

2.3.2 Ruby Cabernet

Esta variedade tinta originou-se do cruzamento entre as variedades
Carignane e Cabernet Sauvignon na Califérnia. E cultivada principalmente no
Vale Central da Califérnia e em pequenas areas na Austrélia, Argentina, Chile,

Africa do Sul e no Vale do Submédio Sdo Francisco. E resistente & seca, com
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vigor de baixo a moderado, em solos pobres e arenosos, e vigor elevado, em
solos profundos e areno-argiloso. Possui cachos médios, conico-alongados, com
bagas medianas, redondas e ovaladas. E pobre em agucar, possui elevada acidez
e boa coloragdo (LEAO; SOARES; RODRIGUES, 2009).

2.3.3 Syrah

E uma das mais antigas variedades tintas cultivadas. Algumas
referéncias sugerem que esta seria originaria de Schiraz, na Pérsia, outras, da
Vila de Siracusa, na Sicilia (CAMARGO, 1994). E uma variedade muito
vigorosa e produtiva, porém altamente sensivel a podrides do cacho.
Entretanto, nas condi¢Ges semiaridas do Nordeste, tem mostrado 6timo
desempenho, destacando-se como a principal cultivar para vinhos tintos. Seus
cachos sdo medianos, cilindricos-cénicos, compactos, possui pedunculos longos,
bagas pequenas a medianas, ovaladas, negro-azuladas. Acumula até 25°Brix de
solidos sollveis, sendo estes diferentes para as safras do primeiro e segundo
semestre (LEAO; SOARES; RODRIGUES, 2009). O vinho elaborado a partir
desta variedade possui um bom potencial alc6olico, cor intensa, aromatico, fino,

complexo, ténico e estruturado com acidez moderada (MIELE; MIOLO, 2003).

2.3.4 Tempranillo

A variedade tinta Tempranillo é originéria da Espanha e € cultivada em
diversas regides do mundo, principalmente na Peninsula Ibérica (CHILE, 2006).
No Vale do Submédio S&o Francisco, apresenta médio a alto vigor, cachos
cheios e de tamanho médio. Seu ciclo produtivo é de apenas 113 dias, sendo
sensivel ao mildio. Destaca-se pela boa producdo, quantidade de agUcar
(22°Brix), acidez e antocianinas (CAMARGO et al., 2007).
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2.3.5 Touriga Nacional

Touriga Nacional é uma importante variedade tinta Vitis vinifera L.
originéria de Portugal utilizada na producédo de vinho do Porto, vinho de mesa e
em vinhos varietais. Apresenta maturacdo média a precoce, possui cachos
pequenos a médio, ligeiramente compacto, de tamanho nao uniforme, com bagas
pequenas e arredondadas com pelicula rigida. Porém apresenta alguns disturbios
fisiologicos na frutificacdo e sensibilidade a doengas fungicas (JAYASANKAR;
GRAY, 2000).

2.3.6 Chenin Blanc

Cultivada em diversas regides do mundo, € uma variedade originaria da
Franca, que devido a sua elevada acidez, torna-se a mais versatil cultivar
vinifera, ja que é possivel elaborar vinhos secos, suaves, de sobremesa e brandy.
Suas plantas sdo vigorosas e produtivas, os cachos sdo de medianos a grandes,
alongados e conicos, com bagas pequenas a médias, ovaladas, de coloracdo
verde-amareladas, porém seus cachos sdo extremamente susceptiveis a podridao.
No vale do Submédio Sdo Francisco esta variedade apresenta valores entre 18-
22°Brix de solidos soluveis e destaca-se como a principal cultivar utilizada na
elaboracgdo de vinhos brancos tranquilos e espumantes, responsavel pelo frescor
devido a boa acidez (LEAO; SOARES; RODRIGUES, 2009).

2.3.7 Moscato Canelli
Variedade procedente da Italia. Apresentou Otima adaptacdo as

condi¢des do Vale do Submeédio Sdo Francisco, sendo a segunda principal uva

branca cultivada, atualmente na regido, para elaboracdo de espumantes
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moscatéis. Além de utilizada na elaboracdo de vinhos de mesa varietais, também
tem sido usada na elaboracéo de vinhos espumantes do tipo moscatel (GUERRA
et al., 2009). As plantas apresentam vigor baixo a moderado e sdo pouco
produtivas nas condi¢cdes do semiarido brasileiro, além das bagas serem
susceptiveis ao apodrecimento no final do ciclo. Os cachos sdo medianos,
cilindricos-conicos e compactos, possuem bagas pequenas a medianas, redondas,
de coloracdo amarelada, levemente escura apds a maturagéo (LEAO; SOARES;
RODRIGUES, 2009). Os solidos soluveis podem alcancar até 27°Brix e a acidez
pode variar de 0,50% a 0,80% de acido tartarico (LIMA et al., 2004).

2.3.8 Moscato Italia

Variedade de pelicula branca, semelhante & Moscato Canelli, possui
sabor moscatel, aromética e alcanga cerca de 27°Brix (GIOVANINNI, 2008).
Foi obtida na Itdlia através do cruzamento entre Bicane e Moscatel de
Hamburgo. Possui cachos grandes, cilindro-conicos, alongados e muito
compactos. As bagas também sdo grandes, ovaladas, de cor verde-amarelada,
consisténcia carnosa e sabor moscatel. E a principal variedade utilizada na
elaboracdo de espumantes moscatéis e também como uva de mesa (LEAO;
SOARES; RODRIGUES, 2009).

2.3.9 Composicao fisica e quimica das uvas (Vitis vinifera L.)

As variedades de uvas possuem diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, o que esta diretamente relacionado a tipicidade do vinho. Na regido do
Vale do Submédio S&o Francisco, vinhos elaborados em diferentes épocas do
ano apresentam caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais diferentes devido a
variagdo climatica intra-anual da regido (TONIETTO; TEIXEIRA, 2004). Tais
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caracteristicas sdo adquiridas durante o desenvolvimento do fruto através de uma
série complexa de alteragdes fisicas e bioquimicas (COOMBE, 1992).

O cacho de uvas é composto pelo engaco que é rico em compostos
fenolicos e pobre em aglcares; e pelas bagas. Estas sdo formadas pela casca, rica
em compostos fendlicos; polpa, matéria principal para a vinificagdo composta
por agucares (glicose, frutose e sacarose), acidos minerais e organicos (&cido
malico e &cido tartarico), minerais, polifendis, pectina, aromas, vitaminas e
enzimas; e sementes, que sdo fontes de taninos. Estes compostos estdo presentes
em proporgdes que variam com o decorrer da maturacdo (FLANZY, 1998).

Durante a fase inicial de crescimento da baga, a divisdo celular é rapida
e todas as células sdo formadas nas duas primeiras semanas apos a floracao,
seguida por um aumento no tamanho das bagas devido a expansdo celular.
Durante esta fase sdo sintetizados os &cidos organicos, malico e tartérico,
atingindo concentragbes méaximas (CONDE et al., 2007). Também ocorre a
sintese de taninos e hidroxicinamato que sdo 0s principais precursores de
compostos volateis fendlicos. Os taninos encontram-se principalmente na casca
e nas sementes do fruto, e sdo percebidos como compostos adstringentes
importantes para a estabilidade do corpo do vinho (DELUC et al., 2007).

A segunda fase é a de retardamento, porém continua-se 0 aumento no
tamanho das bagas. Os processos biossintéticos ainda ndo sdo bem
caracterizados nesta fase, mas sabe-se que o acimulo de agUcar inicia-se durante
a fase imediatamente anterior ao inicio do amadurecimento (COOMBE, 1992).

A terceira fase caracteriza-se pelo inicio do amadurecimento, em que a
baga dobra de tamanho, inicio do desenvolvimento da cor (fase pintor), devido
ao acumulo de antocianinas em uvas tintas, e amaciamento da baga (DELUC et
al., 2007). Os agucares (principalmente glicose e frutose) continuam a acumular-
se, e as concentragdes de &cidos organicos a diminuir junto ao aumento do pH,

ocasionado pela formacéo de sais devido aos acidos livres (JACKSON, 2008).
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Um grande ndmero de aromas voléateis é sintetizado no final desta fase
(CONDE et al., 2007). Além disto, a disponibilidade de taninos na semente
diminui através de processos oxidativos reduzindo os componentes adstringentes
dentro da baga. Ja os taninos da casca comegcam a interagir com as antocianinas
€ uns aos outros, aumentando o tamanho e complexidade do polimero.

O estagio pintor se inicia quando desaparece a clorofila da casca e as
bagas tornam-se translicidas, amareladas nas variedades brancas e azuladas ou
negro-azuladas nas variedades tintas (MOTA et al., 2006). E um fator
determinante para definir a data da colheita, mas variagdes no amadurecimento
das bagas dentro de um mesmo vinhedo tornam dificil determinar quando uma
cultura estd no seu melhor estadio de maturacdo (DELUC et al., 2007). Porém
quando as uvas ndo sdo colhidas no estadio em que se atinge o maior acumulo
de acuUcar possivel e uma acidez fixa equilibrada com esse acUcar, as uvas
entram no periodo de sobrematuracdo. Este periodo caracteriza-se pela queima
de parte dos aglcares, murchamento das bagas e ataque de parasitas e saprofitas,
como fungos.

As caracteristicas fisico-quimicas das uvas também sdo influenciadas
pela variedade e porta-enxerto, forma de cultivo, tipo de solo, estresse hidrico,
irrigacdo, variabilidade climatica, insolacdo, pluviosidade, temperatura, umidade
relativa, demanda evaporativa, area foliar, carga de frutas e presenca de
patogenos (LEAO; SOARES, 2009).

2.4 Micobiota das uvas

O ecossistema microbiano da uva é composto por uma grande
diversidade de microrganismos, incluindo leveduras, bactérias e fungos,
saprofiticos, fitopatogénicos e toxigénicos. Os géneros de fungos filamentosos

comumente encontrados em uvas sdo: Alternaria, Acremonium, Aspergillus,
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Cladosporium, Fusarium, Penicillium e Rhizopus (ABRUNHOSA et al., 2001,
BELLI et al., 2006; MUNDY; CASONATO; MANNING, 2009; SERRA et al.,
2006).

Estes microrganismos podem ter influéncia direta nos vinhos, ja que
diferentes espécies tém sido encontradas em diferentes regides e variedades de
uvas e sdo responsaveis pela producdo de metabolitos especificos presentes no
vinho, o que gera uma identidade regional (BOKULICH et al., 2014; KNIGHT
et al., 2015). Apesar de tal influéncia, estes microrganismos também podem
afetar a salde das videiras e uvas, deteriorando-as e produzindo micotoxinas
(DUBOURDIEU et al., 2006; SWIEGERS et al., 2009).

Estudos tém relatado que na superficie de bagas sadias a maior parte da
micobiota é formada por leveduras. Sendo algumas espécies produtoras de
compostos antifangicos, inibindo o crescimento de fungos filamentosos na
superficie das bagas. Ja nas bagas injuriadas ocorre uma maior incidéncia de
fungos filamentosos (NALLY et al., 2012).

O principal fungo filamentoso responsavel pela podriddo da uva €
Botrytis cinerea, um patégeno que danifica as bagas e tem um efeito prejudicial
nas propriedades organolépticas das uvas e seus derivados. No entanto, a
maioria dos estudos sobre fungos filamentosos em uvas tem-se concentrado nos
géneros Aspergillus e Penicillium, os quais também causam podriddo nas uvas,
tornando-as secas e com aspecto enrugado e tém sido associados & deterioracao
de uvas e produgdo de micotoxinas (ROUSSEAUX et al., 2014; SERRA et al.,
2006).

O género Penicillium tem sido relatado como agente causador do mofo
verde, uma doenca secundaria em bagas maduras resultando em perda de mosto,
cor e uma diminuicdo na concentracdo de acguUcares (KASSEMEYER,;
BERKELMANN-LOHNERTZ, 2009). Este género é mais frequentemente

encontrado em vinhedos mais frios e secos em relacdo a vinhedos mais quentes e
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Umidos. Algumas espécies deste género tém sido relatadas como produtores de
micotoxinas em uvas, como a patulina, mas esta toxina tende a ser degradada no
processo de fermentacdo na elaboracdo de vinhos (ROUSSEAUX et al., 2014).

Penicillium chrysogenum foi a espécie mais comumente isolada na
Argentina (MAGNOLLI et al., 2003). J4 na Franca e Portugal a espécie de maior
incidéncia foi P. brevicompactum (SAGE et al., 2002; SERRA et al., 2006). No
entanto, outros estudos identificaram P. expansum como a espécie de maior
ocorréncia em vinhedos portugueses (ABRUNHOSA et al., 2001) e franceses
(BEJAOUI et al., 2006). Estes estudos demonstram que a incidéncia de
diferentes espécies do género varia ndo apenas com a localizagdo geogréfica,
mas também com a safra e condices climaticas. Por isso, é provavel gque seja
dificil generalizar a gestdo de controle de fungos filamentosos (ROUSSEAUX et
al., 2014).

Fungos pertencentes ao género Aspergillus estdo presentes na camada
superior do solo de cultivo das videiras. Este € levado para 0s cachos e se
desenvolve nas bagas (LEONG et al., 2006b). Estdo presentes nos cachos desde
o inicio do ciclo, porém sua ocorréncia aumenta significativamente nos estadios
posteriores de crescimento das uvas até a colheita, estddio em que a umidade
relativa e temperatura encontram-se mais elevadas (BATTILANI; GIORNI;
PIETRI, 2003).

Segundo Leong et al. (2006a) o periodo ap6s a maturagdo, quando a
pelicula da baga amacia, os agucares acumulam e ha reducéo da acidez, ocorre
uma maior suscetibilidade a infeccdo das bagas por fungos do género
Aspergillus. No entanto, antes da suscetibilidade, os fungos precisam sobreviver
no vinhedo, provavelmente, no solo. Fatores como a atividade de &gua e
temperatura afetam a sobrevivéncia dos esporos destes fungos, influenciando no
indculo inicial quando as uvas se tornam suscetiveis (BATTILANI et al., 2006;
BELLI et al., 2005; SERRA; BRAGAB; VENANCIO, 2005).
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A. carbonarius e A. niger, pertencentes & Secdo Nigri, sdo as espécies
mais isoladas, representando 50 a 98,5% de fungos do género Aspergillus
isolados de bagas de uvas (Vitis vinifera L.) (ROUSSEAUX et al., 2014).
Isolados de A. aculeatus, A. awamori, A.flavus, A. foetidus, A. fumigatus, A.
japonicus, A. melleus, A. niveus, A. ochraceus, A. parasiticus, A. tubingensis, A.
uvarum e A. wentii também tém sido encontrados, mas em baixas frequéncias
(BAU et al., 2005; BEJAOUI et al., 2006; LEONG et al., 2007; SAGE;
GARON; EIGLE-MURANDI, 2004; SERRA; BRAGAB; VENANCIO, 2005;
SOMMA; PERRONE; LOGRIECO, 2012; SPADARO et al., 2012).

Clarke et al. (2004) encontraram o solo como a principal fonte de
indculo de fungos do género Aspergillus Secdo Nigri nos vinhedos australianos.
Estes foram mais encontrados a partir de solo cultivado frequentemente.
Adicionalmente, a contagem de fungos foi maior no solo sob as videiras do que
no solo entre as linhas das videiras.

A incidéncia de fungos pertencentes ao género Aspergillus em uvas
aumenta quando ocorre irrigacdo excessiva durante o estagio de maturacdo ou
periodos de chuva durante a colheita, 0 que provoca o rompimento das bagas. Os
danos na superficie das bagas também podem ser causados por insetos, aves e
outros fungos. Além disto, tracas e insetos podem dispersar ou carregar esporos
para as bagas de uvas, facilitando assim a penetracdo rapida dos fungos na fruta
(LEONG et al., 2006b).

Diferentes condicGes climéaticas podem afetar o desenvolvimento dos
fungos (BATTILANI et al., 2006; BELLI et al., 2005, LEONG et al., 2006b).

Temperaturas mais elevadas no més que precede a colheita das uvas
favorece o desenvolvimento de fungos do género Aspergillus Secdo Nigri, que
devido aos seus esporos pretos, sdo altamente resistentes a luz solar e
sobrevivem a exposicdo ao sol, obtendo uma vantagem competitiva em clima

mais quente (BELLI et al., 2005). O aumento da umidade relativa entre 80 e
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100% também favorece o desenvolvimento, bem como a producgdo de toxinas
por esses fungos (BELLI et al., 2007).

Em um estudo realizado em Portugal, Aspergillus Secdo Nigri foram
isolados principalmente de vinhedos situados na parte Sul, caracterizada por
verdes quentes e secos, e quase nenhum foram encontrados em vinhedos
situados na parte Norte, onde as temperaturas sdo moderadas durante o verao
(ABRUNHOSA et al., 2001; SERRA et al., 2003).

A diversidade de fungos filamentosos também pode variar entre as
variedades das uvas e diferentes cores das bagas. A diversidade da populacédo de
fungos filamentosos isolados a partir de uvas Moscatel cultivadas na Espanha foi
menor do que a de variedades tintas, como Bobal, Tempranillo, Garnacha e
Monastrell (MEDINA et al., 2005), o que demonstra que a fenologia da planta e
as caracteristicas fisico-quimicas das uvas também irdo determinar a
contaminacgdo (BATTILANI et al., 2004).

2.5 Fungos filamentosos produtores de ocratoxina A em uvas e vinhos

Embora os estudos demostrem que a ocratoxina A €é produzida
principalmente em zonas tropicais, por Aspergillus carbonarius, A. niger e A.
ochraceus, e em zonas temperadas, por Penicillium verrucosum e P. nordicum
(ABRUNHOSA et al., 2001; O'CALLAGHAN; CADDICK; DOBSON, 2003;
PITT et al., 2000), estudos recentes demonstram que as espécies produtoras de
OTA mais frequentes nas uvas de diversas regides (temperadas, subtropicais e
tropicais) pertencem a Secdo Nigri, sendo A. niger e A. carbonarius 0s maiores
representantes (ABRUNHOSA et al., 2001; BAU et al., 2005; BELLI et al.,
2006; SERRA et al., 2006).

Os isolados de A. niger sdo mais comuns nas uvas que A. carbonarius,

entretanto, A. carbonarius é mais relevante devido & maior proporcdo de
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isolados produtores de OTA, e em niveis mais elevados que A. niger, sendo o
maior responsavel pela acumulacdo de OTA em uvas e vinhos (BATTILANI;
PIETRI, 2002; MAGNOLI et al., 2003; OLIVERI; TORTA; CATARA, 2008).

Abarca et al. (2003), ao avaliarem a presenca de fungos potencialmente
toxigénicos em uvas secas na Espanha, encontraram 98% das amostras
contaminadas por A. niger e apenas 58% por A. carbonarius. Destes, 96,7%
foram produtores de OTA e apenas 0,6 % de A. niger foram capazes de produzir
esta micotoxina. Porém, alguns autores afirmam que alguns isolados de A.
carbonarius podem néo produzir OTA (BAU et al., 2005).

Aspergillus carbonarius desenvolvem nas bagas, especialmente ap6s o
estagio pintor (BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO, 2006). O periodo entre o
inicio do pintor e a colheita é considerado o periodo critico para a producdo de
ocratoxina A e sua acumulacdo nas bagas de uva. Sendo que, o retardamento da
colheita pode aumentar o risco de contaminagdo com esta toxina (GAMBUTI et
al., 2005).

Apesar de incomum, Medina et al. (2005) observaram A. tubingensis
isolados de uvas produtores de OTA. Ja as espécies da Secdo Circumdati,
produtoras de OTA, ndo sdo relevantes devido a sua baixa ocorréncia em uvas
(BAU et al., 2005).

Os requisitos para a producdo da micotoxina sao mais especificos que os
exigidos para o crescimento do fungo (MITCHELL et al., 2004). Podem variar
largamente, mas, em geral, depende da disponibilidade de nutrientes, atividade
de 4gua, pH, temperatura, e da presenca ou auséncia de gases especificos.

Segundo Passamani et al. (2014) a melhor condigdo para produgéo de
OTA por A. niger e A. carbonarius, em meio semissintético de uva, foi a 15 °C,
0,99 aw e pH 5,35. Com relagdo ao crescimento destes isolados as condicGes
Otimas foram de 20 a 33 °C, 0,95 a 0,99aw e pH entre 5 e 6,5, para A.

carbonarius e de 24 a 37 °C, atividade de agua maior que 0,95 e pH entre 4 e
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6,5 para A. niger, 0 que demonstra que a presen¢a de fungos potencialmente
toxigénicos ndo implica a presenga de micotoxinas (FUNG; CLARK, 2004).
Porém, controlando a esporulacdo e o crescimento de espécies potencialmente
toxigénicas, a producdo de OTA em uvas pode ser afetada, garantindo a
comercializagdo de um produto que ndo apresente riscos a saude do consumidor
(DANTIGNY; NANGUY, 2009).

As uvas podem estar suscetiveis & infeccdo por fungos filamentosos
desde os estéagios iniciais da maturacdo (BAU et al., 2005). Portanto, a presenca
de OTA em mostos e vinhos € devido a contaminacdo das uvas por fungos que
se desenvolvem na pré-colheita, colheita ou durante as fases que antecedem a
vinificacdo. Este metabolito pode retardar o crescimento de levedura durante a
fermentacdo, causando falhas no processo de elaboragdo de vinhos, além de ser
um risco potencial a saide (DONECHE, 1993).

Cachos sem visivel desenvolvimento de fungos também podem conter
OTA, pois as espécies do género Aspergillus sdo invasivas, capazes de penetrar
nas bagas mesmo sem danos na casca, embora bagas com contaminacgao visivel
normalmente apresentem niveis mais altos de OTA, quando comparados as
bagas sadias (BATTILANI; PIETRI, 2002). No entanto, danos nas bagas nem
sempre levam a contaminagdo por OTA em vinho (BATTILANI et al., 2004;
DRUSCH; RAGAB, 2003).

Além dos fatores intrinsecos e ambientais, a micobiota competitiva
também €é um fator importante na contaminacdo das uvas por espécies
potencialmente toxigénicas e a producdo de OTA. A. japonicus, A. wentii, A.
versicolor, A. clavatus e algumas espécies de leveduras competem por espago e
nutrientes reduzindo a concentracdo de OTA em uvas e vinhos (ABRUNHOSA
et al., 2001; PONSONE et al., 2012).
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2.6 Ocratoxina A em uvas (Vitis vinifera L.) e vinhos

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios téxicos sintetizados, sob
condicBes especificas, por determinadas espécies de fungos filamentosos.
Algumas dessas toxinas permanecem restritas ao micélio fungico enquanto que a
maior parte é secretada no substrato (COPETTI et al., 2012).

A Ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por espécies de
fungos filamentosos do género Aspergillus e Penicillium. Estdo presentes em
diversos produtos agricolas como trigo (RIBA et al., 2008), milho (MAGNOLI
et al., 2007), café (LEONG et al., 2007), cacau (MOUNJOUENPOU et al.,
2008), cerveja (KAWSHIMA; VIEIRA; VALENTE SOARES, 2007), queijo
(DALL’ASTA et al., 2008), uva (LASRAM et al., 2007) e seus derivados, como
suco e vinho (BURDASPAL; LEGARDA, 2007; ZIMMERLI; DICK, 1996).
Sendo que, na Europa, o vinho é a segunda maior fonte de OTA para populagao,
representando 15% do consumo total, atras apenas dos cereais.

Esta ocorréncia de OTA em vinhos deve-se ao crescimento de fungos
filamentosos sobre as uvas e a producdo da micotoxina, sendo que, apesar dos
esporos fungicos serem destruidos por processos quimicos, fisicos ou alteragdes
ambientais, as micotoxinas sdo compostos estaveis, ndo sendo completamente
destruidos durante a maioria dos processos de alimentos (BRERA;
DEBEGNACH; SANTIS, 2011; CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION,
1998; COPETTI et al., 2012; IAMANAKA et al., 2005; MIRAGLIA; BRERA,
2002).

A OTA (7-(L-fenilalanil-B-carbonil)-carboxil-5-cloro-8-hidroxi-3,4-di-
hidro-3R-metilisocumarin) (Figura 2) é uma dihidroisocumarina ligada através
de 7 grupos carboxilicos por uma ponte amida a L-fenilalanina, com
propriedades fluorescentes que possui diversos efeitos toxicos (JOINT EXPERT
COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES - JECFA, 2001).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160509004140#bib37
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Figura 2 Estrutura quimica da ocratoxina A
Fonte: Vilatoro (2011)

Esta micotoxina foi associada a nefropatia endémica dos Balcés, doenca
renal degenerativa em humanos. Tem demonstrado efeitos neurotoxicos (SAVA
et al.,, 2006), genotoxicos (TOZLOVANU et al., 2006), carcinogénicos
(BROWN; ODELL; MANTLE, 2007), mutagénicos (PALMA et al., 2007),
teratogénicos (BALASAHEB et al., 2007) e imunossupressores (ROSSIELLO et
al., 2008) em animais. Devido a este risco potencial, a Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer classificou a ocratoxina A como grupo 2B, ou seja,
possivelmente carcinogénica para humanos (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER - 1ARC, 1993).

Os paises possuem diferentes limites de niveis toleraveis de OTA em
diferentes produtos alimentares. A Unido Europeia fixou 2ug/kg de OTA
maxima permitida em vinhos e sucos de uvas (CE, 2006). Este mesmo limite foi
fixado no Brasil em 2011 (BRASIL, 2011).

A OTA foi detectada pela primeira vez em vinhos por Zimmerli e Dick
(1996). A partir de entdo, a ocorréncia desta micotoxina tem sido relatada em
uvas, vinho e suco de uva na Europa, América do Sul e do Norte, Africa e
Australia (LOMBAERT et al., 2004; OTTENDER; MAJERUS, 2000; ROSA et
al., 2004) (Tabela 1), porém a contaminagdo de vinhos por OTA na Europa,
especialmente na regido Sul, é geralmente maior do que a contaminagdo em
outras regides vitivinicolas no mundo devido ao seu clima mais quente que
propicia uma maior ocorréncia e desenvolvimento fungico e a producéo de OTA
(OTTENEDER; MAJERUS, 2000; SHEPHARD et al., 2003; VEGA et al.,
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2012). Concomitantemente observa-se que os vinhos do Brasil possuem baixas
concentragdes quando comparados com os de origem europeia (SHUNDO et al.,
2006; TERRA et al., 2012).

Quintela et al. (2011), ao avaliarem vinhos da Espanha, detectaram que
0 nimero de amostras contendo OTA foi maior na area semiarida (71%) do que
na area seca (43%), e consideram que esta diferenga pode estar relacionada com
a baixa precipitacdo e temperaturas elevadas da regido semiérida, o que
favoreceria o desenvolvimento de espécies produtoras de OTA. Isso demonstra a
influéncia das condicfes climaticas na distribuicdo de espécies produtoras de
OTA e na producéo desta micotoxina (BATTILANI et al., 2006).

Tabela 1 Presenca de Ocratoxina A em uvas e vinhos de diversas regioes

Referéncia Origem Amostra Niveis de OTA
Filali et al. (2001) Marrocos Vinho 30-3240 ng/L
Hocking et al. (2003) Australia Vinho <20-1000 ng/L
g‘;‘gfﬁfpsa;“é%rg; Grécia Vinho  <20-3200 ng/L
Shephard et al. (2003) Africa do Sul Vinho 40-380 ng/L
Shundo et al. (2006) Brasil- Vale S8o Francisco Vinho 360-1330 ng/L
Shundo et al. (2006) Brasil - Rio Grande Do Sul ~ Vinho 100-1240 ng/L
Burdaspa| e Legarda (2007) ESpanha Vinho <10-4630 ng/L
Brera et al. (2008) Italia Vinho <10-7500 ng/L
Flajs et al. (2009) Croécia Vinho 0-21 ng/L
Ponsone et al. (2010) Argentina Vinho 0,02-4,82 ng/L
Terra et al. (2012) Brasil- Vale Séo Francisco Vinho < 30-620 ng/L
Sage et al. (2002) Franca Uva <10-461 ng/g
Battilani e Pietri (2002) Italia Uva 0,40-0,65ng/g

Chiotta et al. (2009) Argentina Uva 0,10-1,20 ng/g
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Blesa et al. (2006) consideram que a contaminacdo por OTA em uvas e
vinhos, varia dependendo diretamente das condi¢Bes climaticas e, indiretamente,
da safra e latitude, sendo, geralmente, superior em latitudes mais baixas.

A variedade também possui influéncia significativa na ocorréncia de
fungos potencialmente toxigénicos e na producdo da toxina. O vinho tinto tem
sido relatado com maiores concentracbes de OTA que 0s vinhos brancos ou
rosés (GRAZIOLI; FUMI; SILVA, 2006). Isto pode estar relacionado com o
processo de elaboragdo dos vinhos (LASRAM et al., 2008), ja que na produgao
do vinho branco as cascas separam-se do mosto logo apds o esmagamento,
havendo pouco contato entre eles. No vinho tinto, ap6s o esmagamento, as
cascas fermentam junto ao mosto, para potencializar a extragdo da cor,
ocorrendo também uma maior extracdo da micotoxina, caso esteja presente nas
uvas. Ja na fermentacdo de vinhos rosé, o tempo de contato entre a casca e 0
mosto é menor (FERNANDES et al., 2003).

Apesar dos frequentes estudos da presenca de OTA em uvas e vinhos,
ndo ha informagdes precisas do efeito das diferentes variedades de uvas na
producdo de OTA por fungos do género Aspergillus. Battilani et al. (2004)
sugerem que pesquisas devem ser realizadas a fim de selecionar uvas resistentes

ao ataque de fungos potencialmente toxigénicos e a producéo de OTA.
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CAPITULO 2

Fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium em uvas viniferas e solos de

videiras e ocratoxina A em vinhos do Vale do Submédio Sao Francisco

RESUMO

As uvas (Vitis vinifera L.) estdo sujeitas a contaminag¢do por fungos
filamentosos presentes na lavoura, colheita e na elaboragdo dos vinhos, sendo
Aspergillus o principal género produtor de ocratoxina A em uvas. Neste sentido,
0 objetivo neste estudo foi avaliar a diversidade micoldgica de espécies dos
géneros Aspergillus e Penicillium isoladas a partir de uvas e solo de cultivo
destas uvas na regido vitivinicola do Vale do Submédio Sdo Francisco, bem
como avaliar a presenca de ocratoxina A nos vinhos experimentais. Foram
avaliadas 14 amostras de uvas e solos de videiras coletadas na safra de 2014/2 e
2015/1 no Vale do Submédio Sdo Francisco. Para o isolamento de fungos
filamentosos das bagas foi utilizada a técnica de plagueamento direto em meio
de cultura DRBC. Para as amostras de solo utilizou-se a técnica de
plagueamento em superficie em meio DG-18. As espécies dos géneros
Aspergillus e Penicillium foram identificadas através de caracteristicas
morfol6gicas. As espécies pertencentes ao género Aspergillus foram testadas
guanto ao potencial toxigénico através de Cromatografia de Camada Delgada e
as espécies de Penicillium através do método Agar Creme de Coco. A presenca
de ocratoxina A nos vinhos experimentais foi detectada por CLAE. A
contaminagdo dos solos dos vinhedos variou de 2,34 x 103UFC/g a 4,35 x 10*
UFC/g. As espécies encontradas nas uvas viniferas foram Aspergillus niger, A.
carbonarius, A. aculeatus, A. niger Agregado, A. flavus, A. sojae, Penicillium
sclerotiorum, P. citrinum, P. glabrum, P. decumbens, P. implicatum e P.
solitum. Todos os isolados de A. carbonarius, 18,18% de A. niger, 14,29% de A.
niger Agregado e 60% de A. ochraceus foram produtores de OTA. Todos os A.
parasiticus foram produtores de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, enquanto que
apenas 14% de A. flavus foram produtores de aflatoxinas B1, B2. Todos os P.
citrinum foram produtores de citrinina. Apenas 14,28% das amostras de vinhos
tintos e 50% de vinhos brancos foram positivas para presenca de OTA. A maior
concentracdo de OTA foi encontrada em vinho tinto (0,29ug/L) e variou em
vinhos brancos de 0,02 a 0,04pg/L.

Palavras-chave: A. carbonarius. Micotoxinas. Safra. Variedades. Vitivinicultura.
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1 INTRODUCAO

O principal fungo filamentoso responsavel pela podriddo da uva é
Botrytis cinerea, um patégeno que danifica as bagas e tem um efeito prejudicial
nas propriedades organolépticas das uvas e seus derivados. No entanto, a
maioria dos estudos sobre fungos filamentosos em uvas tem se concentrado nos
géneros Aspergillus e Penicillium, os quais também causam deterioracdo das
uvas e tém sido associados a producdo de micotoxinas (ROUSSEAUX et al.,
2014; SERRA et al., 2006).

A incidéncia de diferentes espécies flngicas varia ndo apenas com a
localizagdo geogréfica, mas também com a safra e condi¢cBes climaticas
(BATTILANI et al., 2006; BELLI et al., 2005; LEONG et al., 2006).
Temperatura, umidade, aeracdo, periodo de infeccdo, e a interacdo entre
diferentes microrganismos sdo fatores que irdo influenciar no desenvolvimento
de fungos e consequentemente na produgdo de micotoxinas (FUNG; CLARK,
2004).

Dentre as micotoxinas, a ocratoxina A (OTA) € a principal contaminante
de uvas e vinhos, sendo considerada uma das mais prejudiciais para a sadude
humana. E produzida por espécies de fungos filamentosos do género Aspergillus
e Penicillium, e tem demonstrado efeitos neurotdxicos (SAVA et al., 2006),
genotoxicos (TOZLOVANU et al., 2006), carcinogénicos (BROWN; ODELL;
MANTLE, 2007), mutagénicos (PALMA et al.,, 2007), teratogénicos
(BALASAHEB et al., 2007) e imunossupressores (ROSSIELLO et al., 2008) em
animais. Sua ocorréncia em vinhos deve-se ao crescimento de fungos
filamentosos sobre as uvas e a producdo da micotoxina, sendo que esta
permanece ao longo do processo de vinificagdo, estando presente no produto
final (CODEX, 1998; MIRAGLIA; BRERA, 2002).

O cultivo de uvas viniferas e a elaboracdo de vinhos finos no Vale do

Submédio Sdo Francisco tém sido intensificados nos Ultimos anos devido ao
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clima propicio da regido (LEAO; SOARES, 2009). Apesar do cenario
favoravel, os vinhos brasileiros possuem baixa competitividade, j& que a maior
parte do vinho consumido no pais é importada. Sendo assim, € necessario
aumentar a visibilidade da regido, para que esta seja reconhecida como regido
polo de producéo de vinhos finos.

Neste sentido, o objetivo neste estudo foi avaliar a diversidade
micoldgica através de um estudo fenotipico de espécies do género Aspergillus e
Penicillium isoladas a partir de uvas (Vitis vinifera L.) e solos de cultivo destas
uvas na regido vitivinicola do Vale do Submédio Sdo Francisco, bem como
avaliar a presenca de OTA nos vinhos experimentais elaborados a partir das uvas
(Vitis vinifera L).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

As amostras foram coletadas em quatro vinicolas da regido vitivinicola
do Vale do Submédio S&o Francisco, localizadas nos municipios de Lagoa
Grande e Santa Maria da Boa Vista, em Pernambuco, e Casa Nova na Bahia
(Figura 1), as quais possuem a inten¢do de adquirir a Indicagdo Geogréfica para

0s vinhos elaborados a partir das variedades coletadas.

Figura 1 Regido Vitivinicola do Vale do Submédio S&o Francisco em que foram
coletadas as amostras de uvas (Vitis vinifera L.) e solos de videira
Fonte: Flores e Flores (2012)
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2.2 Amostragem das uvas (Vitis vinifera L.)

Foram coletadas cinco amostras de uvas brancas e sete amostras de uvas
tintas nos estagios finais de maturacdo das bagas (época de colheita), em duas
safras (julho/agosto/setembro e janeiro/fevereiro/mar¢o), nos anos de 2014 e
2015 (Tabela 1). Para isso, um transecto diagonal ao longo do vinhedo foi
tragado e trés cachos de uvas de trés plantas equidistantes foram coletadas (P1,
P2, P3), desprezando-se as extremidades (Figura 2A). As uvas foram
transportadas para o laboratério em sacos plasticos estéreis dentro de caixas

térmicas.

2.3 Amostragem dos solos de cultivo de uvas (Vitis vinifera L.)

As amostras de solo foram coletadas nos mesmos pontos em que foram
coletadas as uvas (P1, P2, P3). Quatro subamostras (pl, p2, p3, p4) foram
retiradas na profundidade de 10 cm, em um raio de 20 cm no entorno da planta
(Figura 2B). As subamostras foram homogeneizadas em sacos plasticos estéreis
formando uma amostra composta em cada ponto. As amostras foram

transportadas para o laborat6rio em caixas térmicas.
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pl+p2+p3+pd=P1

Figura 2 Transecto diagonal tragado ao longo do vinhedo para coleta das
amostras de uvas e solos (A); Amostragem do solo em cada ponto(B)

Tabela 1 Amostras coletadas e coordenadas geograficas da regido vitivinicola do
Vale do Submédio Sao Francisco (continua)

Coordenadas geograficas

Variedade Local Ponto Latitude Longitude Altitude
Vosoato Caca Nova L O 162050034°S 40°52'1840820°W 422
e o 2 9°16'1.44726"S  40°52'19.86256" W 422
3 9°15'57.75142"S  40°52'17.12385" W 422
1  0°162163262"S 40°52 6.01331"W 415
Voscalo Cam MOV 9°16'2143256"S  40°52°6.92956"W 414
3 9°16'21.46117"S  40°52'7.68322"W 414
1 9°16 17.10106"S  40°51' 54.85057" W 418
Syrah 1 C%SZ Nova 5 9o16'1841723"S  40°51'52.26939" W 418
B 3 9°16'16.24204"S  40°51'51.24231"W 420
1 9°16'13.37789"S 40°51'575173° W 418
Syrah 2 C"i;Z Nova 5 9o16'1145879"S 40°51'57.3106"W 418
B 3 9°16'0.67438"S  40°51'37.4808"W 419
Touiga  LAgoa 1  9°217.68761"S  40° 11 23.90578" W 369
Nagiod | Grande - 2 9°2'16.3678"S  40°11'9.22964"W 372
PE 3 9°2'1513419"S  40°11'8.14487"W 372
Lagoa 1 9°214.16059"S  40° 11' 27.30014" W _ 372
Syrah3  Grande — 2 9°2'14.99725"S  40°11'30.31585"W 371
PE 3 9°2'13.4313"S  40°11'31.32503"'W 370
Moscato L2008 1 9°36.2281"S 40° 11'53.80201" W 371
Camstiq Grande - 2 9°3'524963"S  40°11'54.35644"W 371
PE 3 9°3'4.17317"S  40°11'55.00788"W 371
Voscatg L2002 1 9°30.1268"S 40° 11' 47.95312° W 370
Canstiy  Grande - 2 9°3023067"S  40°11'46.05393"W 369
PE 3 9°3004101"S  40°11'44.31752"W 369
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Coordenadas geograficas

Variedade Local Ponto Latitude Longitude Altitude
Ruby Santa Maria 1  8°59'43.13479"S  39°59'45.17365"W 377
Cabernet da} Boa 2 8°59'41.08367"S 39°59'45.16805"W 377
Vista - PE 3 8°59'38.64594"S  39°59'43.65499"W 377
Chenin Santa Maria 1 8°59'32.36227"S 39°59'43.67057"W 375
Blanc dg Boa 2 8°59'31.29336" S 39°59'41.63731"W 374
Vista — PE 3 8°59'30.12668"S  39°59'39.63654" W 373
Lagoa 1 9°2'25.16715" S 40° 3'39.79076" W 364
Tempranillo Grande — 2 9°2'25.8461" S  40° 3'41.4303" W 364
PE 3 9° 2'25.80985" S 40° 3'42.70749" W 362
Lagoa 1 9°2'17.47204" S 40° 3'43.82935" W 366
Barbera Grande — 2 9°2'18.18449" S 40° 3'45.14147" W 367
PE 3 9°2'18.73453" S 40° 3'46.32212" W 367

Dados médios mensais de temperatura, precipitacdo e umidade relativa

durante o periodo de coleta foram obtidos através dos boletins climaticos das

estacdes agrometeoroldgicas de Mandacaru — Juazeiro - BA e de Bebedouro —
Petrolina - PE (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA -
EMBRAPA, 2014, 2015) (Tabela 2).
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Tabela 2 Amostras coletadas e dados meteorolégicos da regido vitivinicola do
Vale do Submédio Sao Francisco

Dados meteoroldgicos

Variedade Coleta  Temperatura Umidade Precipitagdo R?S%'Ia;rao
(QC) (%) (mm) (Iy/dla)
Moscato Italia 1 set/2014 26,3 56 5,2 553,9
Moscato Italia 2 jan/2015 27,7 59 15,5 552,6
Syrah 1 jul/2014 24,3 65 19,1 357,8
Syrah 2 jul/2014 24,3 65 19,1 357,8
Touriga Nacional  set/2014 26,4 56 15 559,1
Syrah 3 jul/2014 24,5 61 6,8 386,4
Moscato Canelli 1  jul/2014 24,5 61 6,8 386,4
Moscato Canelli 2 jul/2014 24,5 61 6,8 386,4
Ruby Cabernet jul/2014 24,5 61 6,8 386,4
. jul/i2014 24,5 61 6,8 386,4
Chenin Blanc
mar/2015 27,6 61 44,5 4717
. jul/i2014 24,5 61 6,8 386,4
Tempranillo
mar/2015 27,6 61 44,5 471,7
Barbera ago/2014 25 55 3,9 501,6

2.4 Andlise micoldgica das uvas (Vitis vinifera L.)

De cada ponto (P1, P2, P3) foram selecionadas 100 bagas, ao acaso, e
realizou-se a desinfecgdo superficial destas com Alcool a 70% (1 min) e
Hipoclorito de Sddio a 1% (30 seg) e, em seguida, trés lavagens com agua
destilada estéril. Apos a desinfeccgdo, as bagas foram plaqueadas diretamente na
superficie do meio DRBC- Dicloran Rosa Bengal Cloranfenicol (HIMEDIA®)
(Digestdo Péptica de tecido animal: 5,0g, Dextrose: 10,0g, Fosfato
Monopotéssico: 1,0g, Sulfato de Magnésio: 0,59, Rosa Bengala: 0,025g,
Dicloran: 0,002g, Agar: 15,0g, Cloranfenicol: 0,1g e Agua Destilada: 1L)
conforme descrito por Samson et al. (2000). As placas foram incubadas a 25 °C

por sete dias. Apds esse periodo, realizou-se a contagem das uvas contaminadas.
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Os resultados foram expressos em porcentagem de bagas contaminadas por
fungos filamentosos, conforme Pitt e Hocking (1997).

Em seguida, utilizando a técnica da raiz quadrada, apenas as colbnias
com caracteristicas morfolédgicas de Aspergillus e Penicillium foram transferidas
para 0 meio de cultura MA - Agar Extrato de Malte (ACUMEDIA) (Extrato de
Malte: 20g, Agar: 20g e Agua Destilada: 1L) e incubadas a 25 °C, por sete dias.

2.5 Analise micoldgica dos solos de cultivo de uvas (Vitis vinifera L.)

Para o plagueamento dos solos utilizou-se a técnica de dilui¢do seriada
em que 10g de cada ponto coletado (P1, P2, P3) foram homogeneizados com
90mL de &gua peptonada 0,1%. Utilizou-se as dilui¢cBes 1:10, 1:100, 1:1000,
1:10000 e 1:100000 para o plagueamento em meio de cultura DG-18 — Agar
Dicloran Glicerol a 18% (HIMEDIA®) (Digestdo Péptica de tecido animal:
5,09, Dextrose: 10,0g, Fosfato Monopotassico: 1,0g, Sulfato de Magnésio: 0,5g,
Dicloran: 0,002g, Agar: 15,0g, Cloranfenicol: 0,1g, Glicerol: 110g e Agua
Destilada: 1L). As placas foram incubadas a 25 °C por sete dias, e os resultados
foram expressos em unidades formadoras de colbnia de fungos filamentosos
(UFC/g), conforme Pitt e Hocking (1997).

Em seguida, utilizando a técnica da raiz quadrada, apenas as coldnias
com caracteristicas morfolédgicas de Aspergillus e Penicillium foram transferidas
para 0 meio de cultura MA - Agar Extrato de Malte (ACUMEDIA) (Extrato de
Malte: 20g, Agar: 20g e Agua Destilada: 1L) e incubadas a 25 °C, por sete dias.

2.6 ldentificacao fenotipica das espécies de fungos dos géneros Aspergillus e

Penicillium

A partir das culturas puras, foram identificados os fungos do género
Aspergillus e Penicillium de acordo com Klich (2002) e Pitt (2000). Os isolados
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foram incubados em meios de cultura CYA - Agar Czapek Levedura (SYNTH)
(K;HPQO4: 1,0g; Concentrado Czapec: 10,0mL; Extrato de Levedura: 5,0g, Agar:
15,09, Agua Destilada: 1L; (Concentrado Czapec: NaNOj: 30,09, KCI: 5,0g,
MgS0,.7H,0: 5,0g, FeS0,.7H,0: 0,19, ZnSO,.7H,0O: 0,1g, CuS04.5H20:
0,05g, Agua Destilada: 100mL)) a 25 °C e a 37 °C e MEA - Agar Extrato de
Malte (ACUMEDIA) (Extrato de Malte: 20,09, Peptona: 1,09, Glucose: 30,0qg,
Agar: 20g, Agua Destilada: 1L) a 25 °C. Apos sete dias de incubacdo foram
observadas as caracteristicas macroscépicas e microscopicas dos fungos

filamentosos.

2.7 Detecgdo da producéo de ocratoxina A por fungos do género Aspergillus

pertencentes a Sec¢ao Nigri e Circumdati

Para teste do potencial ocratoxigénico pelo método Plug Agar as
espécies potencialmente toxigénicas do género Aspergillus pertencentes & Secéo
Nigri foram inoculadas em meio CYA - Agar Czapek Levedura (SYNTH)
(K;HPOQ4: 1,0g; Concentrado Czapec: 10,0mL; Extrato de Levedura: 5,0g, Agar:
15,09, Agua Destilada: 1L; (Concentrado Czapec: NaNOg: 30,09, KCI: 5,0g,
MgS0,.7H,0: 5,09, FeS0O,.7H,0O: 0,1g, ZnSO,.7H,0O: 0,1g, CuSO4.5H20:
0,059, Agua Destilada: 100mL)) por 7 dias a 25 °C. Ja as espécies
potencialmente toxigénicas pertencentes a Secdo Circumdati foram inoculadas
em meio YES - Agar Extrato de Levedura Sacarose (Extrato de levedura: 20,0g;
Sacarose: 150g; Agar: 20,0g; ZnSO,.7H,0: 0,1g, CuS0O,.5H,0: 0,05g; Agua
destilada: 1L), por 7 dias a 25 °C conforme Filtenborg e Frisvad (1980).
Utilizou-se uma solucdo padrdo de OTA (SIGMA-ALDRICH), Placas de
Cromatografia de Camada Delgada (MERK-SILICA GEL 60, 20x20) e como
Fase movel TEF - Tolueno Acetato de Etila e Acido Férmico 90% (60:30:10).
Apb6s a eluicdo, as placas foram secas em capela de fluxo laminar. A

confirmagdo quanto & producgdo de OTA foi realizada em luz ultravioleta com A
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366nm em Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados
considerados produtores de OTA apresentaram um FR (fator de retencdo) e um

spot de fluorescéncia semelhante ao do padrao da OTA.

2.8 Deteccdo da producdo de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 por fungos do

género Aspergillus pertencentes a Secéo Flavi

Para teste do potencial aflatoxigénico pelo método Plug Agar as espécies
potencialmente toxigénicas do género Aspergillus pertencentes a Secdo Flavi
foram inoculadas em meio YES - Agar Extrato de Levedura Sacarose (Extrato
de levedura: 20,0g; Sacarose: 150g; Agar: 20,0g; ZnS0,.7H,O: 0,1g,
CuS0,.5H,0: 0,05g; Agua destilada: 1L), por 7 dias a 25 °C conforme
Filtenborg e Frisvad (1980). Utilizou-se uma solugdo padréo de aflatoxinas B1,
B2, G1 e G2 (SIGMA-ALDRICH), Placas de Cromatografia de Camada
Delgada (MERK-SILICA GEL 60, 20x20) e como Fase mével TEF - Tolueno
Acetato de Etila e Acido Formico 90% (60:30:10). Apés a eluicdo, as placas
foram secas em capela de fluxo laminar. A confirmacdo quanto a producdo de
aflatoxinas foi realizada em luz ultravioleta com A 366nm em Cromatovisor
CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados considerados produtores de AFB1,
AFB2, AFG1 e AFG2 apresentaram um RF (fator de retencdo) e um spot de

fluorescéncia semelhante ao do padréo.

2.9 Deteccdo da producdo de citrinina por fungos do género Penicillium

pertencentes a Secdo Citrina

A avaliacio da producéo de citrinina foi realizada pelo método de Agar
Creme de Coco, em que os isolados pertencentes & espécie Penicillium citrinum
foram inoculados em meio de cultivo AGAR-COCO (Creme de leite de coco:
400g; Agar: 12g; Agua destilada: 400mL) por 10 dias a 25 °C, no escuro



65

segundo metodologia descrita por Mohamed et al. (2013). A confirmag&o quanto
a produgdo de citrinina foi realizada em luz ultravioleta com A 366nm em
Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados considerados
produtores de citrinina apresentaram fluorescéncia verde-amarelo intenso ao

redor da colbnia.

2.10 Analise de Ocratoxina A em vinhos experimentais

Os vinhos experimentais, em que foram avaliadas as concentracfes de
OTA presentes, foram elaborados a partir das variedades de uvas tintas e brancas
coletadas para a avaliagdo do percentual de contaminagdo nos estagios finais de
maturacdo da baga (época de colheita), em duas safras (julho/agosto/setembro e
janeiro/fevereiro/marco), nos anos de 2014 e 2015.

A quantificacdo da OTA foi realizada pelo método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com deteccdo por fluorescéncia, conforme
descrito em EN  14133/2003 (EUROPEAN COMMITTEE FOR
STANDARDIZATION, 2003).

2.10.1 Preparo das amostras e purificacdo em coluna de imunoafinidade

Inicialmente, as amostras foram resfriadas a 4 °C por 12 horas. De cada
amostra, 40mL foram adicionados a 40mL da solucdo de diluicdo (10g de
Polietilenoglicol 8000 e 50g de bicarbonato de s6dio em 1000mL de é&gua
purificada (g.s.p.)) e homogeneizados sob agitacdo mecénica em shaker, em
velocidade média, por 30 minutos. Esta solucéo foi submetida a filtragdo a vacuo
(2mL/min) em membrana GFA e 40mL do filtrado foi passado por uma coluna
de imunoafinidade (Ochraprep, R- Biopharm Rhéne Ltd) adaptada ao sistema
VisiprepTM SPE Vacuum Manifold (Sigma-Aldrich). A coluna foi lavada com
10mL da solugdo de lavagem (259 de cloreto de sddio (NaCl) e 5g de
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bicarbonato de s6dio em 1000mL de &gua purificada (g.s.p.)) e, em seguida,
com 10mL de agua purificada para remocdo dos residuos ndo especificos.
Posteriormente, foi adicionado 2mL de metanol a coluna para liberacdo da OTA
vinculada ao anticorpo, com repeticdo do procedimento por trés vezes. O eluato
obtido foi evaporado com aquecimento (+ 50 °C) da amostra sob atmosfera de
nitrogénio. Este extrato seco foi reconstituido em 250 pL de fase movel
(acetonitrila:metanol:acido acético aquoso (35:35:30)). Injetou-se entdo 50uL
das solucBes padrdo de OTA e dos extratos das amostras no Cromatografo
Liquido. A solugdo estoque de OTA (SIGMA) foi preparada em tolueno:acido
aceético (99:1, v/v). A concentracdo foi determinada de acordo com a Association
of Official Analytical Chemists - AOAC (1997), sendo verificada em
Espectrofotdmetro UV a 333nm, com e = 5440cm™ mol™.L.

2.10.2 Quantificacéo por CLAE

A quantificacdo foi conduzida em um sistema de cromatografia liquida
Shimadzu com detector de fluorescéncia (Modelo LC-10AD) em comprimentos
de onda de 333 e 476nm para excitacdo e emissao, respectivamente. Utilizou-se
a coluna Shim-pack CLC-ODS RP-18 (5um; 4,6 x 250mm), precedida da pré-
coluna Shim-pack G-ODS (5um; 4,6 x 25mm), sendo o fluxo de 0,8mL/min. A
quantificagdo da OTA nas amostras foi realizada por meio da constru¢do de uma
curva analitica obtida por regressdo linear (y = 6935,3x + 913,169, em que :
area do pico e x: concentragdo de OTA), correlacionando a area do pico versus a
concentracdo da respectiva solugdo padrdo, sendo que o coeficiente de
determinacgéo (R2) obtido foi de 0,99. Sob estas condigdes, o tempo de retencdo
foi cerca de 10minutos. Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram
estimados por meio dos pardmetros obtidos para a curva analitica construida,
sendo calculados pelas respectivas relagdes matematicas: LD = 3DP/m e LQ =

10DP/m (em que, DP = estimativa do desvio padréo da linha de regressdo e m =
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coeficiente angular da linha de calibragdo). O limite de deteccdo (LD) foi de
0,001087 pg L™, e o limite de quantificacdo (LQ) foi de 0,006254 pg L™. Todas
as amostras foram analisadas em duplicatas, enquanto as solucGes padrdo de

OTA foram injetadas em triplicatas.

2.11 Ensaios de recuperacao

Para avaliar o desempenho da metodologia analitica utilizada, testes de
recuperacao foram realizados pela adicdo de OTA em amostras de vinhos ndo
contaminadas (<0,03 pg. L™). A amostra de vinho foi contaminada, em cinco
repeti¢cdes, com duas concentragfes de OTA: 0,22 ug/L e 0,44 pg/L. A solugdo
de trabalho foi preparada por diluicdo apropriada em tolueno:&cido acético
(99:1, v/v) para os testes de recuperacdo e curva de calibracdo. Os resultados
dos ensaios de recuperacao utilizando 0,22 pg/L e 0,44 pg/L foi de 71, e 74%,
respectivamente. Esta recuperacao provou a notavel reprodutibilidade do método
e estd dentro das normas recomendadas em EC 401/2006 (EUROPEAN
COMMISSION, 2006) para valores de contaminacao inferiores a 1,0 pg/L.

2.12 Andlises estatisticas

Para avaliar se houve diferenca na frequéncia de ocorréncia de
Aspergillus e Penicillium nas variedades de uvas viniferas e solos de videiras e
na presenca de ocratoxina A nos vinhos utilizou-se uma analise de variancia

(ANOVA), com um teste a posteriori de Tukey.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Percentual de contaminacdo por fungos pertencentes aos géneros

Aspergillus e Penicillum em uvas viniferas e solos de cultivo

A analise do percentual de contaminacdo das amostras de uvas viniferas
coletadas no Vale do Submédio S&do Francisco demonstrou diferenga
significativa (p<0,05) na diversidade encontrada de fungos do género
Aspergillus e Penicillium, variando de 0 a 100% de bagas contaminadas.

E possivel observar que as variedades Touriga Nacional e Chenin Blanc,
cultivadas em sistema de condugdo horizontal, apresentaram a maior
porcentagem de contaminagdo por fungos do género Aspergillus (100%)
(Gréfico 1). Sendo que a variedade Touriga Nacional também apresentou a
maior porcentagem de contaminacdo por fungos do género Penicillium (64,67%)
(Gréfico 2).

100

% de contaminagao por Aspergillus
I~
o

Grafico 1 Percentual de contaminacdo de uvas viniferas por fungos do género
Aspergillus e as respectivas propor¢des médias de colonizacgdo. Letras
diferentes mostram diferenca estatistica significante a p<0,05
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100

% de contaminagao por Penicillium

Gréfico 2 Percentual de contaminacdo de uvas viniferas por fungos do género
Penicillium e as respectivas propor¢oes médias de colonizacdo. Letras
diferentes mostram diferenca estatistica significante a p<0,05

A contaminagdo por fungos pertencentes ao género Aspergillus foi
maior que por Penicillium na maioria das amostras exceto na Moscato Canelli 1
e Ruby Cabernet que apresentaram maior incidéncia de fungos do género
Penicillium. Concomitantemente, Kizis et al. (2014) ao avaliarem a colonizagéo
de uvas por fungos filamentosos em areas de cultivo na Grécia encontraram
Aspergillus como o género mais frequentemente isolado em todas as regides,
exceto na Macedbnia em que Alternaria foi o género mais comumente
encontrado. Porém, Serra et al. (2006) encontram uma maior contaminagéo por
fungos do género Penicillium ao avaliarem uvas de regides produtoras de
Portugal, o que demonstra a influéncia da localizagdo na incidéncia de fungos
filamentosos.

Temperaturas mais elevadas no més que precede a colheita das uvas
favorecem o desenvolvimento dos Aspergillus Secdo Nigri, que devido aos seus

esporos pretos, sdo altamente resistentes a luz solar e sobrevivem a exposicdo ao
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sol, sendo uma vantagem competitiva em clima mais quente (BELLI et al.,
2005), como € o caso da regido do Vale do Submedio S&o Francisco, em que ha
uma elevada incidéncia de radiacdo solar global (LEAO; SOARES, 2009). Ja o
género Penicillium é mais frequentemente encontrado em vinhedos localizados
em regides mais frias e secas do que em vinhedos cultivados em clima mais
guente e imido (ROUSSEAUX et al., 2014).

N&o houve ocorréncia de fungos pertencentes aos géneros Penicillium e
Aspergillus nas variedades Moscato Italia 2 e Tempranillo. Porém a amostra
Moscato Italia 1 apresentou-se contaminada por fungos do género Aspergillus
(66%), 0 que demostra que apesar das amostras pertencerem a mesma variedade,
outros fatores contribuem para a contaminagdo, como condi¢fes climaticas e
praticas de cultivo. O mesmo ocorre com a diferenga de colonizagdo entre as
amostras pertencentes as variedades Syrah e Moscato Canelli.

O sistema de conducdo adotado nas videiras Moscato Italia 1 é
horizontal, enquanto que a Moscato Italia 2 é vertical. O cultivo horizontal
facilita um acimulo de umidade, o que pode favorecer a maior incidéncia de
fungos. As amostras de Syrah foram coletadas em duas vinicolas, onde praticas
agricolas diferentes podem ter influenciado na contaminacdo. J4 as amostras de
Moscato Canelli apesar de pertencerem a mesma vinicola, foram cultivadas em
porta-enxerto diferentes. Setati et al. (2012) demonstraram que a variacao
intravinhedo pode ser maior do que a variagdo intervinhedo em uma mesma
safra, presumivelmente devido a influéncias microclimaticas sobre a microbiota
das uvas viniferas.

O cultivo da variedade Tempranillo é orgénico, o que pode ter
favorecido a protegdo das uvas contra a colonizacao fangica, embora a variedade
Barbera, também cultivada de forma orgéanica, tenha apresentado contaminacéao
mediana. Ponsone et al. (2007) encontraram influéncia significativa na

colonizagdo das bagas de uvas por fungos pertencentes ao género Aspergillus
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devido ao estdgio de crescimento, variedade de uva e sistema de cultivo
(orgénico e convencional).

A diversidade de fungos filamentosos também pode variar entre as
variedades das uvas e diferentes cores das bagas. A diversidade da populacéo de
fungos filamentosos isolados a partir de uvas Moscatel cultivadas na Espanha foi
menor do que a de variedades tintas, como Bobal, Tempranillo, Garnacha e
Monastrell (MEDINA et al., 2005), o que demonstra que a fenologia da planta e
as caracteristicas fisico-quimicas das uvas também irdo determinar a
contaminagdo (BATTILANI et al., 2004).

Somente duas amostras de uvas foram coletadas novamente na safra de
2015/1, Chenin Blanc e Tempranillo. Apenas 15% das bagas de Chenin Blanc e
6% das bagas de Tempranillo estavam contaminadas por fungos do género
Aspergillus. Nenhum isolado pertencente ao género Penicillium foi encontrado.
Estes dados diferem dos encontrados na safra de 2014/2 (Tabela 3) em que foi
possivel observar uma maior contaminagcdo da variedade Chenin Blanc e
nenhuma contaminagéo da variedade Tempranillo.

Estudos demonstram a diferenca na frequéncia de isolados em diferentes
safras e vinhedos. Terra (2011), ao avaliar a incidéncia de Aspergillus Secdo
Nigri nas uvas Syrah da regido tropical do Brasil, ndo encontrou nenhuma baga
contaminada na safra de 2009, porém na safra de 2010, 50% das bagas estavam
colonizadas. J& Passamani (2014) encontrou um percentual de contaminacdo de
35,6% na safra de 2012.
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Tabela 3 Contaminacdo das uvas por fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium nas safras 2014/2 e 2015/1

Variedades de uvas (Vitis vinifera L.) *

Safra Chenin Blanc Tempranillo
Aspergillus Penicillium Aspergillus Penicillium
2014/2 100% +0b 11,33% + 0,58 B 0% £0 a 0% +0 A
2015/1 15% *1la 0%+0 A 6% +058 b 0% +0 A

*Letras diferentes mostram diferenca estatistica significante a p<0,05

Bokulich et al. (2014) avaliaram mostos de duas safras de Chardonnay,
Zinfandel e Cabernet Sauvignon, demonstrando que a comunidade microbiana
foi diferente entre as regides produtoras da Califérnia. Além disto, os autores
mostram que o grau de diferenciacdo é maior quando se observa a biogeografia
dentro de um mesmo vinhedo. Esta descoberta sugere que fatores como genétipo
e fenotipo da variedade e variagdo climética local e interanual (safra) também
desempenham um papel significativo.

A presenca de fungos do género Aspergillus e Penicillium foi detectada
em todas as amostras de solos analisadas (Grafico 3). O solo é considerado um
in6culo para as uvas, ja que antes da suscetibilidade das bagas os fungos
precisam sobreviver no vinhedo. Fatores como a atividade de dgua e temperatura
afetam a sobrevivéncia dos esporos destes fungos, influenciando no inéculo
inicial quando as uvas se tornam suscetiveis (BATTILANI et al., 2006; BELLI
et al., 2005; SERRA; BRAGAB; VENANCIO, 2005).

A incidéncia fangica nos solos dos vinhedos variou de 2,34 x 103UFC/g
a 4,35 x 10°UFC/g, sendo que o solo com maior incidéncia foi coletado na éarea
de plantio da Syrah 1, amostra esta que apresentou niveis medianos de

contaminagao por Aspergillus (28,33%) e Penicillium (1,67%).
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Gréfico 3 Incidéncia de fungos do género Aspergillus e Penicillium nas amostras
de solo de cultivo das variedades estudadas. Letras diferentes
mostram diferenga estatistica significante a p<0,05

No solo de vinhedos argentinos a contaminagdo variou de 2,55 x
10°UFC/g a 6,72 x 10°UFC/g. Os géneros Aspergillus e Penicillium foram o
segundo e quarto género de maior prevaléncia, respectivamente (BARBERIS et
al.,2014) .

Clarke et al. (2004) encontraram o solo como a principal fonte de
indculo de Aspergillus Secdo Nigri nos vinhedos australianos. Estes foram mais
encontrados a partir de solo cultivado frequentemente. Adicionalmente, a
contagem de fungos foi maior no solo sob as videiras do que no solo entre as
linhas das videiras.

A contaminacdo das bagas pode estar relacionada com a dispersao dos
esporos do solo, através do ar, para as bagas. Porém, segundo Garbeva, Van
Veen e Van Elsas (2004), as interacBes entre as plantas e solo sdo complexas,

com ambos exercendo efeito sofre a comunidade microbiana.
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3.2 Incidéncia de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillum em uvas

viniferas e solos de cultivo

Um total de 466 fungos do género Aspergillus e Penicillium foram
isolados a partir de amostras de uvas viniferas da regido do Vale do Submédio
S&o Francisco coletadas na safra de 2014/2.

A incidéncia do género Aspergillus foi significativamente dominante.
Dentre os 466 fungos isolados, 351 pertencem ao género Aspergillus (75,32%),
enguanto que apenas 115 pertencem ao género Penicillium, o que representa
24,68% do numero total de isolados. Entretanto, a riqueza de espécies de
Penicillium foi semelhante a de Aspergillus. EI Khoury et al. (2008) observaram
resultados semelhantes em vinhedos libaneses em que 95,5% do isolados
pertenciam ao género Aspergillus, enquanto que apenas 4,5% pertenciam ao
género Penicillium.

As espécies de Aspergillus encontradas nas uvas viniferas da regido
foram A. niger (35,33%), A. carbonarius (33,90%), A. aculeatus (20,51%), A.
niger Agregado (8,83%), A. flavus (1,14%) e A. sojae (0,28%). As espécies
pertencentes a Secdo Nigri representam 98,58% dos isolados de Aspergillus,
sendo A. niger e A. carbonarius a maioria dos isolados identificados.

Estes resultados estdo de acordo com os relatos de Battilani et al. (2006),
que constataram que Aspergillus Secdo Nigri sdo as espécies mais
frequentemente isoladas em &reas quentes e secas. Dentre estas, A. carbonarius e
A. niger, sdo as espécies mais frequentes, representando 50 a 98,5% de
Aspergillus isolados de bagas de uvas (ROUSSEAUX et al., 2014).

Isolados de Aspergillus aculeatus, A. awamori, A.flavus, A. foetidus, A.
fumigatus, A. japonicus, A. melleus, A. niveus, A. ochraceus, A. parasiticus, A.
tubingensis, A. uvarum e A. wentii também tém sido encontrados, mas em baixa
frequéncia (BAU et al., 2005; BEJAOUI et al., 2006; LEONG et al., 2007;
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SAGE; GARON; EIGLE-MURANDI, 2004; SERRA; BRAGAB; VENANCIO,
2005; SOMMA; PERRONE; LOGRIECO, 2012; SPADARO et al., 2012).

Em vinhedos argentinos a maioria das amostras apresentou-se
contaminada por A. niger e A. tubingensis (PONSONE et al., 2007). Ja neste
estudo, nenhuma espécie de A. tubingensis foi identificada. Possivelmente deve-
se a proximidade das caracteristicas morfoldgicas das espécies pertencentes ao
grupo Aspergillus niger Agregado que torna dificil a separagdo morfologica
destas (LASRAM et al., 2012) e provavelmente esta espécie encontra-se inserida
nos 8,83% de A. niger Agregado detectados no presente estudo.

Em uvas viniferas da Tunisia A. carbonarius representou 43% dos
isolados de Aspergillus, sendo a segunda espécie de maior incidéncia, estando
atras apenas dos A. niger Agregado (LASRAM et al., 2012). Enquanto em
vinhedos libaneses foram encontrados apenas 1,8% (EL KHOURY et al., 2008).
A alta incidéncia de A. carbonarius na regido de La Rioja na Argentina foi
atribuida ao clima semiérido, com baixa umidade e verfes extremamente
quentes (CHIOTTA et al., 2009). Segundo Lasram et al. (2010), isolados de A.
carbonarius de diferentes regibes demostram habilidades diferentes de
crescimento, sendo que alguns isolados poderiam desenvolver uma tolerancia ao
clima semiérido, clima este encontrado na regido do Vale do Submédio Sédo
Francisco, o que poderia justificar a alta incidéncia desta espécie na regido.

As espécies identificadas pertencentes ao género Penicillium foram P.
sclerotiorum (44,35%) P. citrinum (20,00%), P. glabrum (18,26%), P.
decumbens (13,04%), P. implicatum (2,61%) e P. solitum (1,74%). Estes
resultados diferem dos encontrados em vinhedos portugueses, em que as
espécies de Penicillium mais comuns foram P. brevicompactum, P. thomii e P.
glabrum. (SERRA et al., 2006).

A frequéncia de isolados de espécies do género Penicillium também foi
baixa em vinhedos espanhois (BAU et al., 2005; BELLI et al., 2006). J&4 em
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vinhedos europeus com diferentes condi¢des climaticas o género Penicillium foi
predominante (ABRUNHOSA et al., 2001; SERRA et al., 2006).

Houve diferenca expressiva no nimero de isolados de Aspergillus e
Penicillium incidentes nas diferentes variedades coletadas.

Isolados da espécie A. niger foram dominantes em 33,33% das amostras
avaliadas (Syrah 1, Syrah 2 e Syrah 3), sendo mais alto na Syrah 1 (93%). Em
contraste A. flavus foi encontrada apenas em 16,67% das amostras, Syrah 2 e
Moscato Canelli 2, representando 10% dos isolados, e A. sojae foi encontrado
apenas na variedade Barbera, representando 3% dos isolados (Grafico 4).

A maior incidéncia de Aspergillus carbonarius foi nas amostras
Moscato Italia 1 e Touriga Nacional, representando 98% e 75% do total de
isolados nas variedades, respectivamente. Do total de A. aculeatus 69,44%
foram isolados da variedade Chenin Blanc, sendo a espécie de maior incidéncia
nesta amostra (82%).

A. niger Agregado esteve presente em 75% das amostras, variando o
percentual de contaminacdo de 0% (Moscato Italia 1, Touriga nacional e Syrah
3) a 71% (Ruby Cabernet). Também foi a espécie de maior incidéncia na
amostra Moscato Canelli 1 (67%) e Barbera (45%). J& na Moscato Canelli 2 a

maior incidéncia foi de A. carbonarius (38%) e A. niger (38%).
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Grafico 4 Frequéncia de ocorréncia de espécies do género Aspergillus nas
variedades de uvas viniferas da regido do Vale do Submédio Séao
Francisco

Aspergillus niger Agregado foi o grupo dominante encontrado em uvas
viniferas de regiGes da Tunisia. Em contraste, um pequeno nimero de espécies
unisseriadas foi isolado nas diferentes regides (LASRAM et al., 2012).
Concomitantemente, em nosso estudo A. aculeatus foi encontrado em 58,33%
das amostras, sendo tal contaminacdo baixa na maioria das variedades, variando
de 0-29%, exceto na variedade Chenin Blanc em que a porcentagem de
contaminacdo foi de 82%.

A influéncia da variedade na incidéncia de fungos filamentosos nas uvas
viniferas foi relatada por Battilani et al. (2004). Cabernet Sauvignon foi a
variedade mais suscetivel a contaminacéo por Aspergillus Secao Nigri em estudo

in vitro. Observagdes semelhante foram apresentadas por Chiotta et al. (2009)
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que relataram uma maior porcentagem de A. carbonarius (50%) em Cabernet
Sauvignon do que nas variedade Malbec e Syrah em vinhedos argentinos. Diaz
et al. (2009) detectaram uma maior contaminacao por A. carbonarius e A. niger
em variedades tintas do que em variedades brancas em vinhedos chilenos. No
entanto, em um vinhedo da Tunisia, ndo houve diferenca significativa no
numero de isolados de Aspergillus Secdo Nigri nas variedades Carignan (tinta) e
Italia (branca) (LASRAM et al., 2007). Resultados semelhantes foram
observados em nosso estudo em que a incidéncia de A. carbonarius foi
expressiva, tanto na variedade Moscato Italia 1 (branca) como na variedade
Touriga Nacional (tinta).

Nas variedades Syrah 3, Chenin Blanc e Barbera as espécies Penicillium
citrinum, P. sclerotiorum e P. glabrum representam 100% dos isolados
incidentes, respectivamente (Grafico 5).

P. decumbens esteve presente apenas na variedade Touriga Nacional,
sendo a espécie de maior incidéncia nesta variedade (50%).

A maioria das variedades foi colonizada por P. sclerotiorum, sendo esta
a espécie dominante em 33,33% das amostras avaliadas representando 63% dos
isolados da variedade Moscato Canelli 1 e 2, e 50% dos isolados da variedade
Ruby Cabernet. Penicillium citrinum também estava presente, porém a
distribui¢do variou de acordo com a variedade. Ja Penicillium glabrum foi o de
maior incidéncia na variedade Syrah 2 (67%) e P. implicatum na Syrah 1 (67%),
estando este presente também na Syrah 2 (10%).

Apenas as variedades Syrah 1 e Ruby Cabernet estavam contaminadas

por P. solitum, sendo 33% e 3% dos isolados, respectivamente.
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Grafico 5 Frequéncia de ocorréncia de espécies do género Penicillium nas
variedades de uvas viniferas da regido do Vale do Submédio Sao
Francisco

P. chrysogenum foi a espécie mais comumente isolada na Argentina
(MAGNOLLI et al., 2003). Ja na Franca e Portugal a espécie de maior incidéncia
foi P. brevicompactum (SAGE et al., 2002; SERRA et al., 2006). No entanto,
outros estudos identificaram P. expansum como a espécie mais frequentemente
isolada de vinhedos portugueses (ABRUNHOSA et al., 2001) e franceses
(BEJAQUI et al., 2006). Estas espécies ndo foram relatadas em nosso estudo, o
que demonstra a diferenca de ocorréncia de espécies em diferentes regides com
variac@es climaticas.

Na safra de 2015/1 foram isolados 41 fungos pertencentes apenas ao

género Aspergillus. A espécie A.niger foi isolada em todas as variedades
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coletadas (Chenin Blanc e Tempranillo) sendo a espécie mais comum (82,93%
dos isolados), seguida por A. carbonarius (17,07% dos isolados) (Tabela 4).

Tabela 4 Incidéncia de Aspergillus e Penicillium nas safras 2014/2 e 2015/1

Variedades de uvas (Vitis vinifera L.)

Espécies Chenin Blanc Tempranillo
Safra 2014/2  Safra 2015/1 Safra 2014/2  Safra 2015/1
A. aculeatus 50 0 0 0
A. carbonarius 7 7 0 0
A. niger 3 18 0 16
A. niger Agregado 1 0 0 0
P. sclerotiorum 4 0 0 0

A variedade Tempranillo foi colonizada apenas por A. niger (16
isolados). Ja na variedade Chenin Blanc, 72% dos isolados pertencem a espécie
A. niger e apenas 28% a espécie A. carbonarius. Estes dados diferem dos dados
encontrados na safra de 2014/2 em que ndo se encontrou contaminagdo na
variedade Tempranillo, e a espécie A. aculeatus foi a dominante na variedade
Chenin Blanc (76,92%). Além disto, as espécies A. niger Agregado e P.
sclerotiorum anteriormente encontradas, ndo estavam mais presentes nas
variedades coletadas na safra 2015/2.

Estudos realizados na Franga demostram que as espécies mais
frequentemente isoladas diferem entre safras e vinhedos. Guérin et al. (2007)
observaram que a espécie predominante isolada de Penicillium diferiu entre
vinhedos em 2004: P. expansum (Bordeaux, Alsace e Val de Loire) e P.
purpurescens (Beaujolais e Borgonha). J& Diguta et al. (2011) identificaram P.
spinolusum como a espécie mais frequentemente isolada, na safra de 2008, na
Borgonha. Estes estudos demonstram que a incidéncia de diferentes espécies de

fungos varia ndo apenas com a localizacdo geogréafica, mas também com a safra
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e condicOes climaticas. Portanto, é dificil generalizar a gestdo de controle de
fungos filamentosos (ROSSEAUX et al., 2014).

Foram isolados um total de 508 fungos do género Aspergillus e
Penicillium a partir de solos de cultivo de uva viniferas da regido do Vale do
Submédio Sdo Francisco coletados na safra de 2014/2. Destes, 68,70%
pertencentes ao género Aspergillus e 31,30% ao género Penicillium.

Aspergillus Se¢do Nigri foram encontrados em todos os solos avaliados,
Aspergillus Secéo Flavi em 83,33% dos solos e Aspergillus Se¢do Circumdati
em apenas 46,67%.

A. niger foi a espécie de maior incidéncia nos solos de vinhedos do Vale
do Submédio S&o Francisco, seguido por P. citrinum, estando ambos presentes
em todas as amostras (Gréfico 6).

Aspergillus aculeatus foram encontrados em todas as amostras, exceto
no solo de cultivo da variedade Moscato Italia 2. Ja A. japonicus foi encontrado
em apenas 33,33% das amostras avaliadas.

Neste estudo, A. carbonarius foi isolado em baixa frequéncia e somente
em 50% das amostras, o que demonstra que a prevaléncia de A. carbonarius €
baixa em solos. Resultados semelhantes foram encontrados por Barberis et al.
(2014) em solos de vinhedos argentinos.

Aspergillus niger Agregado, A. foetidus, A. ochraceus, A. parasiticus, A.
flavus, A. sojae, P.sclerotiorum, P. implicatum, P chrysogenus e P.
corylophilum também estavam presentes nos solos de vinhedo, porém em baixa
frequéncia e sua distribui¢éo variou de acordo com as amostras.

A maioria das espécies encontradas nos solos também foi detectada nas
uvas viniferas, o que confirma a proposicdo de que o solo seria um indculo
inicial para as bagas de uvas. Somma, Perrone e Logrieco (2012) demonstraram
que os principais fungos envolvidos na contaminagéo de uvas por ocratoxina A

sdo os Aspergillus Secdo Nigri e que estes sobrevivem como saprofitas na
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camada superficial do solo dos vinhedos, constituindo um reservatério de

inoculo.
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Gréfico 6 Frequéncia de ocorréncia de espécies do género Aspergillus e
Penicillium nos solos de cultivo das variedades de uvas viniferas da
regido do Vale do Submédio S&o Francisco

Em solos de vinhedos argentinos A. niger Agregado foi o grupo mais
comum em todas as regides avaliadas, j& Aspergillus unisseriado variou de 4 a
40% e A. carbonarius representou apenas 2% dos isolados (BARBERIS et al.,
2014). Resultados semelhantes foram encontrados em nossos estudos se
considerarmos as espécies identificadas como A. niger e A. foetidus também

pertencentes ao grupo A. niger Agregado. Aspergillus unisseriado (A. japonicus
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e A. aculeatus) variaram de 8 a 35% e A. carbonarius representou apenas 7%
dos isolados.

A influéncia da temperatura e atividade de agua na sobrevivéncia de A.
carbonarius no solo é complexa. Kazi et al. (2003) relataram um nivel de
sobrevivéncia maximo de A. carbonarius no solo a 25 °C, porém o aumento do
teor de umidade do solo diminuiu a sobrevivéncia deste. Além disso, quando 0s
vinhedos foram irrigados, a incidéncia de A. carbonarius diminuiu, mas retornou
aos niveis anteriores quando o solo foi seco. No Vale do Submédio S&o
Francisco, na época da colheita, as temperaturas médias variaram de 24,5 °C a
26,3 °C e a umidade relativa de 55 a 65% (Tabela 2), condicOes estas que
possibilitariam o crescimento de A. carbonarius nos solos e nas uvas.

Informagdes sobre contaminagdo fungica em solos sdo escassas, pois a
maioria dos estudos limita-se na contaminagdo fungica das uvas. Porém, nos
vinhedos, a melhor forma de reduzir a presenga de micotoxinas é controlando a
presenca de fungos potencialmente toxigénicos como A. niger, A. carbonarius,
A. ochraceus, A. parasiticus, A. flavus e P. citrinum tanto nas uvas quanto no
solo. Para tal, o conhecimento sobre os fatores ecol6gicos que afetam a
ocorréncia de fungos pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium em
vinhedos é uma regra importante (BARBERIS et al., 2014).

3.3 Capacidade toxigénica de espécies dos géneros Aspergillus e Penicillum

Um total de 700 espécies pertencentes ao género Aspergillus e 175 ao
género Penicillium, isoladas de uvas viniferas e solo de cultivo destas uvas na
safra de 2014/2, foram testadas quanto ao potencial toxigénico. Um total de 634
isolados de Aspergillus Secdo Nigri e 5 de Aspergillus Secdo Circumdati foram
testados quanto a capacidade de producdo de ocratoxina A, 61 isolados de

Aspergillus Secdo Flavi quanto a capacidade de producédo de aflatoxinas B1, B2,
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Gl e G2, e 175 Penicillium citrinum quanto a capacidade de producdo de
citrinina (Tabela 5).



Tabela 5 Espécies de Aspergillus e Penicillium isolados de uvas viniferas e solo de cultivo potencialmente toxigénicas

Numero total de isolados (NGmero de isolados toxigénicos)

Variedade OTA AFLATOXINAS B1 B2 G1 G2 Citrinina

A. carbonarius A. niger A. niger Agregado A. ochraceus A. parasiticus * A. flavus ** P. citrinum

Baga Solo Baga Solo Baga Solo Baga Solo Baga Solo Baga Solo Baga Solo
Moscato Italia 1 51(51) 11(11) 0(0) 9(4) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(2)
Moscato Italia 2 0(0) 12(12) 0(0) 12(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0) 0(0) 11(11)
Syrah 1 0(0) 0(0) 28(0) 13(1) 1(0) 1(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 8(8)
Syrah 2 0(0) 3(3) 16(0) 24(11) 2(0) 3(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(0) 0(0) 3(3) 24(24)
Touriga Nacional ~ 48(48) 0(0) 15(0) 17(5) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0) 0(0) 1(1) 0(0) 0(0) 1(1) 22(22)
Syrah 3 4(4) 0(0) 43(0) 8(2) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5(5) 10(10)
Moscato Canellil  0(0) 7(7) 1(0) 24(1) 2(0) 0(0) 0(0) 1(1) 0(0) 1(1) 0(0) 2(0) 5(5) 18(16)
Moscato Canelli2  0(0) 2(2) 8(0) 12(3) 3(0) 0(0) 0(0) 1(1) 0(0) 1(1) 2(0) 2(0) 2(2) 8(8)
Ruby Cabernet 0(0) 0(0) 0(0) 4(0) 5(0) 0(0) 0(0) 1(0) 0(0) 1(1) 0(0) 1(1) 7(7) 6(6)
Chenin Blanc 7(7) 2(2) 3(0) 6(0) 1(0) 1(0) 0(0) 1(1) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0) 0(0) 15(15)
Tempranillo 0(0) 0(0) 0(0) 23(2) 0(0) 2(1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 16(16)
Barbera 1(1) 0(0) 10(0) 13(1) 17(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 12(12)

* produtor de G1 G2 B1 B2
** produtor apenas de B1 B2
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Das 346 espécies pertencentes a Secdo Nigri isoladas das bagas, 32,08%
foram produtoras de OTA, enquanto que das 293 isoladas dos solos de cultivo
apenas 24,23% dos isolados foram produtores.

Aspergillus carbonarius mostrou-se a Unica espécie 100% produtora de
ocratoxina A, enquanto as espécies A. japonicus, A. aculeatus e A. foetidus ndo
mostraram habilidade para producéo desta toxina; 18,18% de A. niger e 14,29%
de A. niger Agregado isolados dos solos foram produtores de OTA, porém
nenhum isolado das bagas pertencente a estas espécies foram produtores. Em
contraste, em solos de videira Argentina, nenhum isolado de A. niger Agregado
foi produtor de OTA (BARBERIS et al., 2014).

A espécie A. ochraceus ndo foi isolada das bagas, no entanto, 60% de
isolados dos solos foram produtores de ocratoxina A. A porcentagem relatada de
A. ochraceus produtores de OTA é bastante variavel, variando de 10 a 54,5%
(ABARCA et al., 2001; PITT; HOCKING, 1997). Belli et al. (2006) encontram
35% dos A. ochraceus isolados de uvas na Espanha produtores de OTA.
Segundo Bau et al. (2005) as espécies da Secao Circumdati, produtoras de OTA,
n&o sdo relevantes devido a sua baixa ocorréncia em uvas.

Nossos resultados corroboram com os achados de Lasram et al. (2012)
em que 99,5% dos isolados ocratoxigénicos de uvas de vinhedos da Tunisia
foram A. carbonarius, somente 3,2% A. niger Agregado e nenhuma espécie
unisseriada produtora. Kizis et al. (2014) também reportaram 98,33% dos A.
carbonarius e 1,61% dos A. niger Agregado isolados de uvas da Grécia
produtores de OTA e nenhum A. ibericus e A. japonicus produtor. Sendo que a
maioria dos isolados ocratoxigénicos veio das regides aridas e de baixa altitude.

Os isolados de A. niger sdo mais comuns nas uvas que A. carbonarius,
entretanto, A. carbonarius é mais relevante devido & maior proporcdo de
isolados produtores de OTA, e em niveis mais elevados que A. niger, sendo o
maior responsavel pela acumulagdo de OTA em uvas e vinhos (MAGNOLI et
al., 2003; OLIVERI; TORTA; CATARA, 2008).
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Abarca et al. (2003), ao avaliarem a presenca de fungos potencialmente
toxigénicos em uvas secas na Espanha, encontraram 98% das amostras
contaminadas por A. niger e apenas 58% por A. carbonarius. Destes, 96,7%
foram produtores de OTA e apenas 0,6% de A. niger foram capazes de produzir
esta micotoxina. Porém, alguns autores afirmam que alguns isolados de A.
carbonarius podem néo produzir OTA (BAU et al., 2005). Resultados similares
foram encontrados por Belli et al. (2006).

A maior incidéncia de isolados ocratoxigénicos nas uvas e nos solos de
cultivo deve-se a espécie A. carbonarius (82,11%), o que confirma ser esta a
principal espécie responsavel pela contaminagdo de uvas por OTA no Vale do
Submédio S&o Francisco.

Nenhum fungo do género Aspergillus Secdo Nigri produtor de OTA foi
encontrado nas amostras Moscato Italia 2, Syrah 1, Syrah 2, Moscato Canelli 1,
Ruby Cabernet e Tempranillo. Enquanto que 98,08% dos isolados da amostra
Moscato Italia 1 e 75% dos isolados da Touriga Nacional foram produtores de
OTA, sendo estes identificados como A. carbonarius.

As amostras Syrah 3 (7,27%), Moscato Canelli 2 (42,11%), Chenin
Blanc (11,48%) e Barbera (2,70%) também estavam contaminadas por A.
carbonarius produtor de OTA, porém em menor incidéncia. Estes resultados
demonstram que a incidéncia de espécies ocratoxigénicas € influenciada pela
variedade das uvas, mesmo estas estando situadas em uma mesma regido.

Apesar dos frequentes estudos da presenca de OTA em uvas e vinhos,
ndo ha informagles precisas do efeito das diferentes variedades de uvas na
producdo de OTA. Battilani et al. (2004), ao avaliarem a producdo de OTA por
isolados toxigénicos inoculados em 12 variedades de uvas, detectaram as
variedades Bianco di Alessano, Pampanuto e Uva di Troia com baixos niveis de
ocratoxina A, enquanto que a variedade Cabernet Sauvignon obteve o maior
nivel de OTA.
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As amostras Moscato Canelli 1 e Ruby Cabernet obtiveram um maior
indice de contaminacdo por espécies do género Penicillium, o que pode ter
influenciado na auséncia de espécies ocratoxigénicas. Alguns estudos relatam
que, além dos fatores intrinsecos e ambientais, a micobiota competitiva também
é um fator importante na contaminacdo das uvas por espécies potencialmente
toxigénicas e a producdo de OTA. A. japonicus, A. wentii, A. versicolor, A.
clavatus e algumas espécies de leveduras competem por espaco e nutrientes,
reduzindo a concentragdo de OTA em uvas e vinhos (ABRUNHOSA et al.,
2001; PONSONE et al., 2012). Concomitantemente, Kogkaki et al. (2015)
demonstraram que B. Cinerea, fungo pertence a micobiota de uvas, poderia ser
um obstaculo para o crescimento e produgdo de OTA por A. carbonarius no
campo.

Segundo Lasram et al. (2012) a ocorréncia de espécies ocratoxigénicas
em vinhedos e a incidéncia de OTA em uvas depende ndo apenas de condicGes
climaticas, mas também de fatores relacionados com a variedade, sistema de
colheita e irrigacdo, e tratamentos fitossanitarios que podem influenciar a
contaminacdo fangica das uvas.

Na safra 2015/1 apenas 41 Aspergillus Secdo Nigri foram testados
qguanto ao potencial ocratoxigénico. Destes, 100% (7 isolados) dos A.
cabonarius isolados da variedade Chenin Blanc foram produtores de OTA,
enguanto nenhum A. niger foi produtor. Nesta safra, os isolados ocratoxigénicos
na variedade Chenin Blanc representaram 28%, em contraste com a safra de
2014/2, em que os isolados ocratoxigénicos representaram 11,48%. Nao foi
encontrada nenhuma espécie ocratoxigénica na variedade Tempranillo, resultado
semelhante foi encontrado na safra 2014/2.

Apenas 4 Aspergillus flavus e 1 A. sojae foram isolados das uvas
viniferas, sendo estes ndo produtores de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. O que
confirma o baixo risco desta toxina nas uvas e produtos derivados. J& nos solos

de cultivo, foram isolados 56 Aspergillus Secdo Flavi, destes, todos os A.
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parasiticus (4) foram produtores de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, enquanto que
apenas 14% de A. flavus foram produtores de aflatoxina B1, B2. Além disto,
nenhum A. sojae foi produtor.

Serra, Braga e Venancio (2005) encontraram 27 A. flavus produtores de
aflatoxina Bl isolados de uvas em Portugal. No Libano, 43% dos A. flavus
isolados de uvas foram produtores de aflatoxina B1 (EL KHOURY et al., 2008)
e na Tunisia 23% dos isolados (MELKI BEN FREDJ; CHEBIL; MLIKI, 2009).
Porém, esta espécie ndo é considerada um membro comum da micobiota das
uvas. Estudos conduzidos em paises mediterraneos reportaram baixa incidéncia
destas espécies nos vinhedos (MARTINEZ-CULEBRAS; RAMON, 2007;
MEDINA et al., 2005).

Todos os Penicillium produtores de citrinina pertencem a espécie P.
citrinum reconhecida como importante produtora desta toxina em produtos
alimenticios (PITT; HOCKING 1997), j& tendo sido reportada em uvas (BAU et
al., 2005; SERRA et al., 2006). Embora a citrinina tenha demonstrado efeitos
nefratdxicos e ndo seja degradada durante a fermentacdo, a presenca desta toxina
nos vinhos ndo é preocupante devido a baixa incidéncia destas espécies nas uvas
(ROUSSEAUX et al., 2014).

Dos 115 fungos do género Penicillium isolados das uvas viniferas,
apenas 20% sao Penicillium citrinum, o que demonstra um baixo risco desta
toxina nas uvas e seus derivados da regido do Vale do Submédio S&o Francisco.

A temperatura, atividade da agua e substrato sdo os principais fatores
que influenciam a esporulacéo fangica, crescimento e produgdo de toxinas por
isolados de uvas e outros substratos (ASTORECA et al., 2007; SCHMIDT-
HEYDT et al., 2011). Controlando a esporulacdo e o crescimento de espécies
potencialmente toxigénicas, a producdo de toxinas em uvas pode ser afetada,
garantindo a comercializacdo de um produto que ndo apresente riscos a satde do

consumidor.
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3.4 Ocorréncia de ocratoxina A em vinhos experimentais

A presenca de ocratoxina A nos vinhos experimentais elaborados a partir
de uvas viniferas coletadas no Vale do Submédio Sdo Francisco demonstrou
diferenca significativa (p<0,05) no teor de contaminacéo.

Apenas 14,28% das amostras de vinhos tintos e 50% de vinhos brancos
foram positivas para presenca de OTA, sendo as médias de concentragdo de
0,29ug/L e 0,04ug/L em vinhos tintos e em vinhos brancos, respectivamente,
tendo, portanto, os vinhos tintos um maior teor de contaminagdo do que oS
brancos.

Remiro et al. (2013) encontraram 100% dos vinhos tintos provenientes
de paises ao redor do Mar Mediterraneo contaminados por OTA. Ja em vinhos
chineses, apenas 2,9% dos vinhos brancos encontraram-se contaminados,
enquanto 57,1% dos vinhos tintos apresentaram OTA, com concentracdes
médias de 0,07 pg/L e 0,8 ug/L, respectivamente (ZANG et al., 2013). Segundo
Sarigiannis et al. (2014), estas diferencas podem estar relacionadas as técnicas
de cultivo da uva, ao microclima e aos diferentes processos de vinificagéo.

O vinho tinto tem sido relatado com maiores concentracdes de OTA que
o0s vinhos brancos ou rosés (GRAZIOLI; FUMI; SILVA, 2006). Isto pode estar
relacionado com o processo de vinificacdo (LASRAM et al., 2008), ja que na
elaboragdo do vinho branco as cascas separam-se do mosto logo ap6s o
esmagamento, havendo pouco contato entre eles. No vinho tinto, as cascas
fermentam junto ao mosto, para potencializar a extracdo da cor, ocorrendo
também uma maior extracdo da micotoxina, caso esteja presente nas uvas. Ja na
fermentacdo de vinhos rosé, o tempo de contato entre a casca € 0 mosto é menor
(FERNANDES et al., 2003).

A tabela 6 demonstra que a maior concentracdo de ocratoxina A foi
observada no vinho elaborado a partir da variedade Touriga Nacional

(0,29ug/L), sendo esta também a variedade de maior percentual de
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contaminagdo por fungos do género Aspergillus e Penicillium. Além disto, esta
variedade também apresentou alta incidéncia de isolados toxigénicos.

Em contraste, Terra et al. (2013), ao avaliarem OTA em vinhos e sucos
de uva da regido tropical do Brasil, detectaram 38,24% das amostras
contaminadas (0,03-0,62ug/L), sendo 12 vinhos tintos e apenas um vinho
branco. Destes, 0 vinho elaborado a partir da variedade Syrah apresentou a

maior contaminacao (0,62 pg/L).

Tabela 6 Espécies toxigénicas isoladas de uvas viniferas e presenca de
ocratoxina A em vinhos experimentais

Variedade _NOr_nero de isolados_ Niv_eis de OTA nos
toxigénicos (A. carbonarius) vinhos (pg/L) *

Moscato Italia 1 51 ND** 3
Moscato Italia 2 0 ND a
Syrah 1 0 <LQ g
Ruby Cabernet 0 <LQ a
Chenin Blanc 7 <LQ a
Tempranillo 0 <LQ a
Barbera 1 <LQ 3
Syrah 3 4 <LQ g
Tempranillo 2015/1 0 <LQ a
Moscato Canelli 1 0 0,02+0 p
Moscato Canelli 2 8 0,03+0,01 p
Conay P 7

Touriga Nacional 48 0,29+0,01 ¢

*Letras diferentes mostram diferenca estatistica significante a p<0,05.
**ND= ndo detectado

Apesar da variedade Moscato Italia 1 apresentar elevada contaminacéo
por A. carbonarius produtores de OTA, esta ndo foi detectada no vinho

elaborado a partir desta variedade.
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Em geral, os vinhos brancos apresentam niveis de OTA inferiores,
quando comparados com vinhos tintos, sendo assim, a presenca de OTA nos
vinhos elaborados a partir da variedade Chenin Blanc e Moscato Canelli pode
ser atribuida a possibilidade da baixa qualidade das amostras analisadas (SOTO
et al., 2014). Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo realizado
por Pena et al. (2010) ao avaliarem vinhos de diferentes regides em Portugal em
que, apesar de 26% das amostras de vinho tinto e 12% das amostras de vinho
branco estar contaminadas por OTA, apenas uma amostra de vinho branco
excedeu o nivel permitido pela Unido Europeia. Porém em nosso estudo,
nenhum dos vinhos analisados excedeu o limite maximo toleravel de OTA em
vinhos e sucos de uva propostos pela Unido Europeia (COMMISSION OF THE
EUROPEAN COMMUNITIES - CE, 2006) e pelo Brasil de 2ug/kg (BRASIL,
2011).

De acordo com nossos resultados, observa-se que os vinhos do Brasil
possuem baixas concentra¢fes quando comparados com os de origem europeia
em que o teor de OTA geralmente varia entre 0,01 e 15,60ug/L (CE, 2002;
SHUNDO et al., 2006; TERRA et al., 2013). Segundo Terra et al. (2013) o
baixo nivel de OTA pode estar relacionado ao clima semiérido da regido, onde
sdo registradas temperaturas mais elevadas ao longo de todo o ano.

A ocorréncia de OTA em vinhos est4 relacionada ao crescimento do
fungo nas uvas, sendo a temperatura e umidade relativa do ar no més antes da
colheita, o tipo de vinho, e a porcentagem de frutos danificados antes de
vinificagdo os fatores que mais influenciam a contaminacdo (QUINTELA et al.,
2013).

Aspergillus carbonarius desenvolvem nas bagas, especialmente apds o
estagio pintor (BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO, 2006). O periodo entre o
inicio do pintor e a colheita é considerado o periodo critico para a producéo de

ocratoxina A e seu acumulo nas bagas de uva. Sendo que, o retardamento da
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colheita pode aumentar o risco de contaminacdo com OTA (GAMBUTI et al.,
2005).

Segundo Passamani et al. (2014) a melhor condicdo para producdo de
OTA por A. carbonarius em meio semissintético de uva, foi a 15 °C e 0,99 aw.
Com relacdo ao crescimento destes isolados as condicdes étimas foram de 20 a
33 °C e 0,95 a 0,99aw, o que sugere que as condi¢bes semiaridas da regido
favorecem o crescimento desta espécie, porém a presenca de fungos
potencialmente toxigénicos ndo implica a presenca de micotoxinas nas uvas e
seus derivados (FUNG; CLARK, 2004).

O efeito quantitativo da fertilizacéo, irrigacdo, sistema de condugdo e
variedade da uva na presenca de OTA nos vinhos € bastante dificil de
demonstrar devido & forte interrelagdo existente entre eles (BATTILANI;
CAMARDO, 2015; COVARELLI et al., 2012). Porém, estratégias adequadas de
gestdo do vinhedo, como o controle de pragas e doencas, controle bioldgico e
quimico de Aspergillus Secdo Nigri e a otimizagdo do processamento podem
contribuir para a reducdo da contaminacdo de OTA em vinhos (BATTILANI et
al., 2006; HOCKING et al., 2007).
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4 CONCLUSAO

As espécies de fungos pertencentes aos géneros Aspergillus e
Penicillium encontradas nas uvas viniferas foram A. niger, A. carbonarius, A.
aculeatus, A. niger Agregado, A. flavus, A. sojae, P. sclerotiorum, P. citrinum,
P. glabrum, P. decumbens, P. implicatum e P. solitum. Sendo possivel observar
gue a incidéncia de fungos e os niveis de OTA variam em funcdo da variedade
das uvas e da safra.

A maior incidéncia de isolados ocratoxigénicos nas uvas e no solo de
cultivo deve-se a espécie A. carbonarius, o que confirma ser esta a principal
espécie responsavel pela contaminacdo de uvas por OTA no Vale do Submédio
Sdo Francisco.

A maior concentragdo de ocratoxina A foi observada no vinho elaborado
a partir da variedade Touriga Nacional, sendo esta também a variedade de maior
percentual de contaminacdo por fungos do género Aspergillus e Penicillium.
Além disto, esta variedade também apresentou alta incidéncia de isolados
toxigénicos.

Todos os vinhos experimentais analisados apresentaram teor de OTA
abaixo do limite proposto pela legislagdo (2ug/Kg), o que confirma a qualidade
e seguranga microbioldgica dos vinhos da regido.

Estes resultados demonstram que a avaliacdo da presenca de fungos
toxigénicos nas uvas ndo é suficiente para predizer a presenca de ocratoxina A
nos vinhos, embora tal informagdo nos auxilie a mapear as areas de riscos para

controlar a presenca de fungos toxigénicos nas uvas.
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CAPITULO 3

Influéncia das caracteristicas fisico-quimicas de uvas viniferas na incidéncia

de fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus

RESUMO

A incidéncia de fungos e os niveis de toxina variam em fungdo da
variedade das uvas, da regido vitivinicola, das praticas agricolas adotadas, das
condigdes climéticas, da safra e do processo de elaboracdo dos vinhos. Neste
sentido, o objetivo neste estudo foi avaliar a correlacdo entre a ocorréncia de
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium e as caracteristicas fisico-quimicas
de uvas viniferas cultivadas na regido tropical semiarida do Brasil. Foram
avaliadas 11 amostras de uvas viniferas coletadas na safra de 2014/2 no Vale do
Submédio Sao Francisco. Para o isolamento de fungos filamentosos das bagas
foi utilizada a técnica de plaqueamento direto em meio de cultura DRBC. As
espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium foram identificadas através de
caracteristicas morfolégicas. As espécies de Aspergillus foram testadas quanto
ao potencial toxigénico através de CCD e as espécies de Penicillium através do
método Agar creme de coco. Foram avaliados os parametros de acidez titulavel
total, pH, solidos sollveis totais, peso e didmetro da baga, acucares totais,
pectina, atividade antioxidante, cor e compostos fendlicos. As espécies de
Aspergillus encontradas nas uvas viniferas foram A. niger, A. carbonarius, A.
aculeatus, A. niger Agregado, A. flavus e A. sojae. Ja as pertencentes ao género
Penicillium foram P. sclerotiorum, P. citrinum, P. glabrum, P. decumbens, P.
implicatum e P. solitum. Todos os isolados de Aspergillus carbonairus foram
produtores de OTA e todos os P. citrinum foram produtores de citrinina. Todas
as espécies identificadas neste estudo apresentaram uma correlacdo positiva com
pelo menos um parametro fisico-quimico avaliado, destacando-se os teores de
pectina, agucares totais, acidez total e compostos fenolicos. O conhecimento
destas relagbes pode auxiliar na adogdo de estratégias adequadas de gestdo do
vinhedo, o que pode contribuir para a reducdo destes fungos e da presencga de
micotoxinas em uvas e derivados.

Palavras-chave: AcUcares. Acidos organicos. A. carbonarius. Compostos
Fenolicos. Pectina.
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1 INTRODUCAO

Em todo o mundo existe uma grande diversidade de videiras, o que
resulta em grande variabilidade de caracteristicas fisico-quimicas das uvas, e
consequentemente dos vinhos produzidos (ABE et al.,, 2007). Estas sdo
influenciadas pela variedade e porta-enxerto, forma de cultivo, tipo de solo,
estresse hidrico, irrigagdo, condi¢fes climaticas, insolagdo, pluviosidade,
temperatura, umidade relativa, demanda evaporativa, area foliar, carga de frutas
e presenca de patdgenos (LEAO; SOARES, 2009).

As uvas podem estar suscetiveis a infecgdo por fungos filamentosos
desde os estégios iniciais da maturacdo (BAU et al., 2005). Isto ocorre devido a
capacidade dos fungos de produzir um complexo enzimatico, responsavel pela
degradacdo de substratos especificos, e a produgdo de metabolitos secundarios e
volateis (MEDINA, 2015). Portanto, a presenga de micotoxinas em vinhos é
devido a contaminagdo das uvas por fungos que se desenvolvem na pré-colheita,
colheita ou durante as fases que antecedem a vinificag&o.

No entanto, tém-se observado que a incidéncia destes fungos e os niveis
de toxina variam em funcdo da variedade das uvas, da regido vitivinicola, das
praticas agricolas adotadas, das condic¢Ges climaticas, da safra e do processo de
elaboracdo dos vinhos. Além disto, ndo ha informacBes precisas sobre a
influéncia das diferentes variedades de uvas na incidéncia de fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium e na produgéo de toxina.

Neste sentido, o objetivo neste estudo foi avaliar a correlacdo entre a
ocorréncia de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium e as caracteristicas
fisico-quimicas de uvas viniferas cultivadas na regido tropical semiarida do

Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

As amostras de uvas viniferas foram coletadas em quatro vinicolas da
regido vitivinicola do Vale do Submédio Sdo Francisco, localizadas nos
municipios de Lagoa Grande e Santa Maria da Boa Vista, em Pernambuco, e
Casa Nova na Bahia (Figura 1), vinicolas estas que possuem a intencdo de
adquirir a Indicagdo Geografica para os vinhos elaborados a partir das

variedades coletadas.

Figura 1 Regido Vitivinicola do Vale do Submédio S&o Francisco em que foram
coletadas as amostras de uvas (Vitis vinifera L.)
Fonte: Flores e Flores (2012)
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Foram coletadas quatro amostras de uvas brancas e sete amostras de

uvas tintas nos estagios finais de maturacdo das bagas (época de colheita), na

safra julho/agosto/setembro no ano de 2014 (Tabela 1). Para isso, tragou-se um

transecto diagonal ao longo do vinhedo e coletaram-se trés cachos de uvas de

trés plantas equidistantes (P1, P2, P3), desprezando-se as extremidades (Figura

2). As uvas foram transportadas para o laboratério em sacos plasticos estéreis

dentro de caixas térmicas.

Tabela 1 Amostras coletadas e coordenadas geogréaficas da regido vitivinicola do
Vale do Submédio Sdo Francisco (continua)

Coordenadas geograficas

Variedade Local Ponto - - -
Latitude Longitude Altitude
1 9°16'29.59934" S  40°52'18.49320" W 422
Moscato  CasaNova 5 go 1619 4a706"s  40°52'19.86256" W 422
Italia 1 - BA
3 9°15'57.75142"S  40°52'17.12385"W 422
1 9°16'17.10196" S 40°51'54.85057" W 418
syah1  CRANOVE 5 oe16'1841703"s  40°51'5226039"W 418
3 9°16'16.24204" S  40°51'51.24231"W 420
1  9°16'13.37789"S 40°51'57.5173"W 418
syah2  CXANOV 5 oe161145879"s 40°51'57.3106"W 418
3 9°16'0.67438"S  40°51'37.4808"W 419
. Lagoa 1 9°2'17.68761"S  40°11'23.90578"W 369
Touriga Grande — 2  9°2'16.3678"S  40°11'9.22964"W 372
Nacional PE
3 9°2'15.13419"S  40°11'8.14487"W 372
Lagoa 1 9°2'14.16059"S  40°11'27.30014"W 372
Syrah 3 Grande — 2 9°2'14.99725"S  40°11'30.31585"W 371
PE 3 9°2'134313"S  40°11'31.32593"W 370
L 1 9°3'6.2281"S 40° 11'53.80291" W 371
Moscato agoa
Canelli1  Grande-— 2 9°3'524963"S  40°11'54.35644" W 371
PE 3 9°3'4.17317"S  40°11'55.00788"W 371
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Tabela 1, concluséo

Coordenadas geograficas

Variedade Local Ponto - - -
Latitude Longitude Altitude

1 9°30.1268"S 40° 11'47.95312" W 370
Moscato Lagoa
Conoip  Grande - 2 9°3'023067"S  40°11'46.05393"W 369
PE 3 9°3'0.04101"S  40°11'44.31752"W 369
Santa 1  8°59'43.13479"S 39°59'45.17365" W 377
Ruby Maria da o car " o Q! "
oy Beavic 2 8°50°4108367"S  39°59'45.16805'W 377
_PE 3 8°59'38.64594"S 39°59'43.65499" W 377
_ Santa 1 8°59'32.36227"S 39°59'43.67057"W 375
Chenin Maria da 2 8°59'31.29336"S 39°59'41.63731"W 374
Blanc Boa Vista
_PE 3 8°59'30.12668"S 39°59'39.63654" W 373
Lagoa 1 9°2'2516715"S  40°3'39.79076"W 364
Tempranillo Grande — 2 9°2'258461"S  40° 3 41.4303" W 364
PE 3 9°2'2580985"S  40°3'42.70749"W 362
Lagoa 1 9°2'17.47204"S  40° 3'43.82935"W 366
Barbera  Grande — 2 9°2'18.18449"S  40°3'45.14147"W 367
PE 3 9°2'18.73453"S  40°3'46.32212"W 367

P1
P2

P3

Figura 2 Transecto diagonal tracado ao longo do vinhedo para coleta das
amostras de uvas viniferas

2.3 Andlise micoldgica das uvas (Vitis vinifera L.)

De cada ponto (P1, P2, P3) foram selecionadas 100 bagas, ao acaso, e

realizou-se a desinfecgdo superficial destas com Alcool a 70% (1 min) e
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Hipoclorito de Sodio a 1% (30 seg) e, em seguida, trés lavagens com &gua
destilada estéril. Apos a desinfeccdo, as bagas foram plaqueadas diretamente na
superficie do meio DRBC- Dicloran Rosa Bengal Cloranfenicol (HIMEDIA®)
(Digestdao Péptica de tecido animal: 5,09, Dextrose: 10,0g, Fosfato
Monopotéassico: 1,0g, Sulfato de Magnésio: 0,59, Rosa Bengala: 0,025g,
Dicloran: 0,002g, Agar: 15,0g, Cloranfenicol: 0,1g e Agua Destilada: 1L)
conforme descrito por Samson et al. (2000). As placas foram incubadas a 25 °C
por sete dias. Apoés esse periodo realizou-se a contagem das uvas contaminadas.
Os resultados foram expressos em porcentagem de bagas contaminadas por
fungos filamentosos, conforme Pitt e Hocking (1997).

Em seguida, utilizando a técnica da raiz quadrada, apenas as coldnias
com caracteristicas morfolégicas de Aspergillus e Penicillium foram transferidas
para 0 meio de cultura MA - Agar Extrato de Malte (ACUMEDIA) (Extrato de
Malte: 20g, Agar: 20g e Agua Destilada: 1L) e incubadas a 25 °C, por sete dias.

2.4 ldentificacao fenotipica das espécies de fungos dos géneros Aspergillus e

Penicillium

A partir das culturas puras os fungos do género Aspergillus e
Penicillium foram identificados de acordo com Klich (2002) e Pitt (2000). Os
isolados foram incubados em meios de cultura CYA - Agar Czapek Levedura
(SYNTH) (K;HPQ4: 1,0g; Concentrado Czapec: 10,0mL; Extrato de Levedura:
5,09, Agar: 15,0g, Agua Destilada: 1L; (Concentrado Czapec: NaNOj: 30,0g,
KCI: 5,09, MgSO,.7H,0: 5,0g, FeSO,.7H,O: 0,1g, ZnSO,.7H,O: 0,1g,
CuS0,.5H,0: 0,059, Agua Destilada: 100mL)) a 25 °C e a 37 °C e MEA - Agar
Extrato de Malte (ACUMEDIA) (Extrato de Malte: 20,0g, Peptona: 1,0g,
Glucose: 30,0g, Agar: 20g, Agua Destilada: 1L) a 25 °C. Ap0s sete dias de
incubacdo foram observadas as caracteristicas macroscopicas e microscopicas

dos fungos filamentosos.
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2.5 Deteccéo da producéo de ocratoxina A por fungos do género Aspergillus
pertencentes a Se¢éo Nigri

Para teste do potencial ocratoxigénico pelo método Plug Agar as
espécies potencialmente toxigénicas do género Aspergillus pertencentes a Secao
Nigri foram inoculadas em meio CYA - Agar Czapek Levedura (SYNTH)
(K;HPOQO4: 1,0g; Concentrado Czapec: 10,0mL; Extrato de Levedura: 5,0g, Agar:
15,09, Agua Destilada: 1L; (Concentrado Czapec: NaNOg: 30,09, KCI: 5,0g,
MgS0,.7H,0: 5,09, FeSO47H,0: 0,1g, ZnSO,.7H,0: 0,1g, CuSO,.5H,0:
0,05g, Agua Destilada: 100mL)) por 7 dias a 25 °C conforme Filtenborg e
Frisvad (1980). Utilizou-se uma solucdo padréo de OTA (SIGMA-ALDRICH),
Placas de Cromatografia de Camada Delgada (MERK-SILICA GEL 60, 20x20)
e como Fase mével TEF - Tolueno Acetato de Etila e Acido Férmico 90%
(60:30:10). Apos a eluicdo, as placas foram secas em capela de fluxo laminar. A
confirmagdo quanto a produgdo de OTA foi realizada em luz ultravioleta com A
366nm em Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados
considerados produtores de OTA apresentaram um RF (fator de retencdo) e um

spot de fluorescéncia semelhante ao do padrdo da OTA.

2.6 Deteccdo da producdo de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 por fungos do

género Aspergillus pertencentes a Sec¢do Flavi

Para teste do potencial aflatoxigénico pelo método Plug Agar as espécies
potencialmente toxigénicas do género Aspergillus pertencentes & Se¢do Flavi
foram inoculadas em meio YES - Agar Extrato de Levedura Sacarose (Extrato
de levedura: 20,0g; Sacarose: 150g; Agar: 20,0g; ZnS0O,.7H,O: 0,1g,
CuS0O,.5H,0: 0,05¢; Agua destilada: 1L), por 7 dias a 25 °C conforme
Filtenborg e Frisvad (1980). Utilizou-se uma solucdo padréo de aflatoxina B1,
B2, G1 e G2 (SIGMA-ALDRICH), Placas de Cromatografia de Camada
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Delgada (MERK-SILICA GEL 60, 20x20) e como Fase mével TEF - Tolueno
Acetato de Etila e Acido Formico 90% (60:30:10). Apés a eluicdo, as placas
foram secas em capela de fluxo laminar. A confirmagdo quanto a producdo de
aflatoxinas foi realizada em luz ultravioleta com A 366nm em Cromatovisor
CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados considerados produtores de AFB1,
AFB2, AFG1 e AFG2 apresentaram um RF (fator de retencdo) e um spot de

fluorescéncia semelhante ao do padréo.

2.7 Detecgdo da producdo de citrinina por fungos do género Penicillium

pertencentes a Secdo Citrina

A avaliagdo da produgio de citrinina foi realizada pelo método de Agar
Creme de Coco, em que os isolados pertencentes a espécie Penicillium citrinum
foram inoculados em meio de cultivo AGAR-COCO (Creme de leite de coco:
400g; Agar: 12g; Agua destilada: 400mL) por 10 dias a 25 °C, no escuro
segundo metodologia descrita por Mohamed et al. (2013). A confirmagdo quanto
a produgdo de citrinina foi realizada em luz ultravioleta com A 366nm em
Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados considerados
produtores de citrinina apresentaram fluorescéncia verde-amarelo intenso ao

redor da colénia.

2.8 Analises fisico-quimicas das uvas

Foram avaliados os pardmetros de atividade antioxidante, compostos
fendlicos, antocianinas, agucares totais, pectina soltvel e total, cor, acidez total
titulavel, sélidos sollveis totais, potencial hidrogenidnico, peso e didmetro das

bagas.
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2.8.1 Acidez Total Titulavel (ATT)

A acidez total titulavel foi expressa em gramas de acido tartarico por
100g de polpa (g de acido tartarico 100g™), obtida por meio da titulagfo de 5g de
bagas homogeneizada e diluida para 45 ml de agua destilada, com solucédo
padronizada de hidréxido de sédio a 0,01N, tendo como indicador do ponto de
viragem a fenolftaleina, segundo a técnica preconizada pela Association of
Official Analytical Chemists - AOAC (2012).

2.8.2 Potencial Hidrogenidnico (pH)

O pH foi avaliado por potenciometria em eletrodo de vidro, nas bagas
trituradas e filtradas, segundo técnica da AOAC (2012).

2.8.3 Sélidos Solaveis Totais (SST)

Os solidos sollveis totais foram determinados por refratometria,
utilizando um refratémetro digital ATAGO PR-100 com compensacdo de
temperatura automatica a 25 °C e os resultados foram expressos em % de sélidos
solaveis, conforme a AOAC (2012).

2.8.4 Peso e Diametro

Foram avaliados o peso e o didmetro das bagas de diferentes pontos do
cacho, em dez repeticdes. Para a pesagem utilizou-se balanca analitica Marte
AY?220. O didmetro foi medido em duas direcBes perpendiculares, com o auxilio
de um paquimetro digital LEE TOOLS.
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2.8.5 Acucares Totais

Os Acucares totais foram determinados espectrofotometricamente a
620nm, pelo método de Antrona (DISCHE, 1962), e expressos como ¢ de
glicose por 100g de fruto.

2.8.6 Pectinas total e solUvel

As pectinas total e sollvel foram extraidas de acordo com a técnica de
McCready e McComb (1952) e o doseamento realizado em espectrofotdmetro
Beckman 640B, a 520nm, segundo técnica de Bitter e Muir (1973). Os
resultados foram expressos em mg de acido galacturdnico por 100 g de uva.

2.8.7 Porcentagem de solubilizacao de pectinas

A porcentagem de solubilizacdo das pectinas foi calculada dividindo-se
os teores obtidos de pectina soltvel pelos teores de pectina total e multiplicando-

se o resultado por cem.

2.8.8 Atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada por dois
métodos: DPPH e ABTS.

Para 0 método de DPPH utilizou-se a metodologia descrita por Rufino et
al. (2007b) baseada na captura do radical DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhidrazil)
por antioxidantes, o qual produz um decréscimo da absorbancia a 515nm, sendo
os resultados expressos em porcentagem de sequestro de radicais livres (%SRL).

A avaliacdo da atividade antioxidantes pelo sistema ABTS consistiu na

captura do radical 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS),
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podendo-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica,
sendo os resultados expressos em UM trolox/g (RUFINO et al., 2007a).

2.8.9 Coloracéo

Para determinacdo da cor das uvas utilizou-se um colorimetro Minolta
CR 400, no modo CIE L*a*b* realizando-se duas medidas em lados opostos de
cada baga, analisando-se 5 frutos por repeticdo. No padrdo CIE L*a*b* a
coordenada L* expressa o grau de luminosidade da cor medida (L*= 100 =
branco; L* = 0 = preto). A coordenada a* expressa 0 grau de variagdo entre o
vermelho e o verde (a* mais negativo = mais verde; a* mais positivo = mais
vermelha) e a coordenada b* expressa o grau de variacdo entre o azul e o
amarelo (b* mais negativo = mais azul; b* mais positivo = mais amarelo). O
Chroma é a relacdo entre os valores de a* e b*, com o qual se obtém a cor real
da amostra. O angulo Hue (tonalidade) é o angulo formado entre a* e b*, e
indica a saturacdo da cor da amostra (BIBLE; SINGHA, 1997).

2.8.10 Compostos fendlicos totais

Os fenolicos totais foram obtidos conforme o método colorimétrico
desenvolvido por Singleton e Rossi (1965), com a utilizacdo do reagente de
Folin-Ciocalteu, em solu¢cdo com concentragdo de 10% (v/v). Os resultados
foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por 100 g da amostra
(mg EAG. 100g™).

2.8.11 Antocianinas monomeéricas

Os teores de antocianinas totais foram quantificados seguindo o método

do pH diferencial, proposto por Giusti e Wrolstad (2001).
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O contetdo de antocianinas monoméricas (AM) foi calculado como
cianidina-3-glicosideo (PM = 449,2) através da formula abaixo:

AM (mg.100 mL™") = A x PM x fator de diluicio
£ (22900) x 1

Em que: € = Absortividade Molar

A (Absorbancia) = (Asionm — Azoonm) pH=10 — (Asionm — Azoonm) pH =45

2.8.12 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos (flavandis: (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-
galato epicatequina, (-)-galato epigalocatequina, procianidina A2, procianidina
B1, procianidina B2; flavonois: caempferol-3-O-glicosideo, rutina, quercetina,
isorhamnetina-3-O-glicosideo,  miricetina;  Antocianinas:  malvidina-3-O-
glicosideo, cianidina-3-O-glicosideo, delfinidina 3-O-glicosideo, peonidina-3-O-
glicosideo; acidos fendlicos: acido galico, &cido p-cumarico; estilbeno: trans-
resveratrol) presentes nas uvas foram determinados segundo metodologia
de Corréa et al. (2012) modificada.

2.8.12.1 Reagentes e solventes

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico. O
padrdo de &cido gélico foi obtido da Chem (West Chester, EUA). Caempferol-3-
O-glicosideo, (+)-catequina, cianidina-3-O-glicosideo, (-)-epicatequina, (-)-
galato epicatequina, (-)-galato epigalocatequina, isohamnetina-3-Oglicosideo,
malvidina-3-O-glicosideo, miricetina, delfinidina-3-glicosideo, peonidina-3-O-

glicosideo, procianidina A2, procianidina B1, procianidina B2, quercetina,
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trans-resveratrol e rutina foram obtidos a partir da Extrasynthese (Genay,
Franca). Acido p-cumérico foi adquirido apartir de Sigma (Reino Unido).

O metanol, a acetonitrila e acido fosférico foram fornecidos pela
empresa Vetec Quimica Fina Ltda. (Rio de Janeiro, Brasil), JT Baker
(Phillipsburg, NJ, EUA) e Fluka (Suica), respectivamente. A &gua ultrapura foi
obtida através do Purelab Q Sistema Elga (EUA).

2.8.12.2 Preparo das amostras

Para a obtencdo dos extratos, as bagas congeladas foram retiradas do
freezer, pesou-se 100 gramas de bagas e transferiu-se a amostra para um becker
de 500mL completando o volume para 200mL com etanol absoluto, em seguida
foram homogeneizados com auxilio de um mixer (PHILIPS WALITA 400
WATT), em velocidade média, por 1 minuto. Ap6s o processo de
trituragdo/homogeneizacdo, as amostras foram levadas a um agitador mecanico
refrigerado e permaneceram por 1 hora. Em seguida foram transferidas para uma
centrifuga a uma rotacdo de 4500 rpm por 5 minutos, visando a separacao das
solugdes, procedendo a transferéncia de 1,5 mL da solugdo em suspensdo para
ependorfs de 2 mL que foram inseridos em equipamento “speed vac” modelo
DVC-220660-N00 marca MIVAC (GENEVAC LTD-IPSW, Chengland) até que
o liquido fosse todo evaporado, procedendo-se a ressuspensdo com Acetonitrila
UV/HPLC para o volume de 1,5 mL, agitando-se os extratos apds o processo. O
extrato obtido foi entdo filtrado com filtro de polipropileno de 0,45um e

colocado em vials &mbar para posterior leitura em Cromatografo.



119

2.8.12.3 Quantificacdo de compostos fendlicos por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE)

A quantificacdo dos compostos foi realizada utilizando cromatografo
liquido Waters (modelo Alliance €2695), acoplado a detector de arranjos de
diodo (220, 320, 360 e 520 nm) e fluorescéncia (280 nm excitacdo e 360 nm
emissdo), utilizando a coluna Gemini-NX C18 (150mm x 4,60mm x 3um) ¢ a
pré-coluna Gemini-NX C18 (4,0mm x 3,0mm), ambas da marca Phenomenex®
(USA). A fase movel foi constituida por fosfato de potéssio diacido a 0,025 M,
ajustado para pH= 2,05 com é&cido orto-fosférico (Fase A), metanol (fase B) e
acetonitrila (fase C). As amostras dos extratos foram filtradas em filtros de
polipropileno de 0,45 um e em seguida injetou-se 10 puL no equipamento HPLC.
A temperatura do forno estava a 40 °C, fluxo de 0,6 mL.min-1 e o tempo da
corrida foi de 70 minutos.

A Tabela 2 demonstra as equagdes das curvas de calibracdo, limites de
deteccdo (LD) e os limites de quantificacdo (LQ) de cada composto fendlico
avaliado. A coleta dos dados e as andlises foram realizadas utilizando o software
EmporeTM 2 (MILFORD, EUA).
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Tabela 2 Equag0es das curvas de calibracdo, coeficientes de determinacdo (R2),
limites de deteccdo (LD) e limites de quantificacdo (LQ) para os
compostos fendlicos

Compostos fenoélicos Equag?::sl,ig?;g;orvas de R2 (ng?L) (rrlw_g(/?L)
(+)-Catequina Y =4.01e+006 X - 4.07e+005 0,9994 0,06 0,19
(-)-Epicatequina Y = 1.61e+007 X + 2.94e+006 0,9991 0,26 0,86
(-)-Galato epicatequina Y =8.93e+004 X + 8.55e+003 0,9997 0,13 0,42
(-)-Galato epigalocatequina Y =9.64e+004 X + 3.22e+003 0,9999 0,09 0,31
Procianidina A2 Y =1.66e+006 X + 5.87e+005 0,9972 0,23 0,76
Procianidina B1 Y =1.17e+005 X + 8.54e+003 0,9996 0,09 0,31
Procianidina B2 Y =1.87e+006 X + 4.44e+004 0,9977 0,27 0,89
Caempferol-3-O-glicosideo Y =2.80e+004 X + 1.90e+003 0,9996 0,03 0,1
Rutina Y=2.77e+004 X + 1.84e+003  0,9940 0,06 0,2
Quercetina Y =5.62e+004 X + 1.70e+002 0,9999 0,06 0,18
Isohamnetina-3-O-glicosideo Y =3.06e+004 X + 2.48e+003 0,9995 0,03 0,09
Miricetina Y =5.42e+004 X - 4.14e+003  0,9999 0,03 0,11
Malvidina-3-O-glicosideo Y =3.47e+004 X + 1.46e+004 0,9997 0,27 0,89
Cianidina-3-O-glicosideo Y = 6.42e+004 X + 4.84e+003 0,9997 0,04 0,12
Delfinidina-3-O-glicosideo Y =5.56e+004 X + 6.28¢+003 0,9995 0,09 0,3
Peonidina-3-0O-glicosideo Y = 6.35e+004 X + 4.12e+003 0,9995 0,04 0,13
Acido galico Y =1.34e+005 X +5.31e+004 0,9996 0,12 0,41
Acido p-cumarico Y =1.09e+005 X + 1.79e+004 0,9997 0,08 0,27
trans-resveratrol Y =1.16e+005 X + 4.02e+003 0.9997  0.03 0.09

2.9 Analises estatisticas

Para avaliar o efeito das caracteristicas fisico-quimicas das variedades

de uvas viniferas na incidéncia de fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus

utilizou-se a correlacdo de Pearson. As analises foram efetuadas no software R

(versdo 2.11.1, 2010).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados 466 fungos do género Aspergillus e Penicillium a partir
de amostras de uvas viniferas coletadas na safra de 2014/2. Destes, 351
pertencem ao género Aspergillus (75,32%), enquanto que apenas 115 pertencem
ao género Penicillium (24,68%), o que demonstra a dominancia do género
Aspergillus em bagas de uvas cultivadas na regido.

As espécies identificadas pertencentes ao género Aspergillus foram A.
niger (35,33%), A. carbonarius (33,90%), A. aculeatus (20,51%), A. niger
Agregado (8,83%), A. flavus (1,14%) e A. sojae (0,28%). Ja as pertencentes ao
género Penicillium foram P. sclerotiorum (44,35%) P. citrinum (20,00%), P.
glabrum (18,26%), P. decumbens (13,04%), P. implicatum (2,61%) e P. solitum
(1,74%) (Tabela 3).

Do total de fungos pertencentes ao género Aspergillus identificados, 346
pertencem a Secdo Nigri e foram testados quanto a capacidade de producédo de
ocratoxina A. Destes, 32,08% foram produtores de OTA e identificados como
Aspergillus carbonarius, enquanto que as espécies A. aculeatus, A. niger e A.
niger Agregado ndo mostraram habilidade para produgédo desta toxina. Estes
resultados confirmam a relevancia da espécie A. carbonarius na incidéncia de
OTA em uvas e seus derivados.

Apenas quatro Aspergillus flavus e um A. sojae foram isolados das uvas
viniferas sendo estes ndo produtores de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. Entretanto,
0s 23 Penicillium citrinum testados quanto a capacidade de producéo de citrinina
foram produtores. Porém, estes representam apenas 20% dos 115 isolados
pertencentes ao género Penicillium, o que demonstra um baixo risco da presenca
desta toxina nas uvas e seus derivados na regido do Vale do Submédio Sé&o

Francisco.



Tabela 3 Incidéncia de espécies do género Aspergillus e Penicillium nas variedades de uvas viniferas da regido do Vale
do Submédio Sao Francisco

Variedades de uvas (Vitis vinifera L.)

Especies Moggato Syrah Syrah Tou_riga Syrah Mosca_to Moscqto Ruby Chenin Tempranillo  Barbera
Italia 1 2 Nacional 3 Canellil Canelli2 Cabernet Blanc

A. aculeatus 1 1 0 1 8 0 0 2 50 0 9
A. carbonarius 51 0 0 48 4 0 8 0 7 0 1
A. niger 0 28 16 15 43 1 8 0 3 0 10
A. niger

Agregado 0 1 2 0 0 2 3 5 1 0 17
A. flavus 0 0 2 0 0 0 2 0 0 0 0
A. sojae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
> Aspergillus 52 30 20 64 55 3 21 7 61 0 38
P. decumbens 0 0 0 15 0 0 0 0 0 0 0
P. citrinum 0 0 3 1 5 5 2 7 0 0 0
P. glabrum 0 0 6 0 2 1 9 0 0 2
P. sclerotiorum 0 0 0 13 0 12 5 17 4 0 0
P. implicatum 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
P. solitum 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
> Penicillium 0 3 10 30 5 19 8 34 4 0 2
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A diferenca na frequéncia de ocorréncia das espécies flngicas
encontradas neste estudo demonstra que a incidéncia de fungos em uvas é
influenciada, ndo s6 pela localizacdo geografica, mas também por condictes
climéticas, safra, e a variedade da uva, o que demonstra que a fenologia da
planta e as caracteristicas fisico-quimicas das bagas também irdo determinar a
contaminacdo (BATTILANI et al., 2004).

Os parametros de atividade antioxidante, compostos fendlicos totais,
antocianinas, agUcares totais, pectina soltvel e total, cor, acidez total titulavel,
solidos sollveis totais, pH, peso e diametro das bagas, foram avaliados para
diagnosticar uma possivel correlagdo entre as variedades das uvas viniferas e a
incidéncia de fungos filamentosos (Tabela 4).

Nas variedades brancas (Chenin Blanc, Moscato Itadlia e Moscato
Canelli) ndo foram detectadas antocianinas, j& nas variedades tintas, o teor
destas variou de 54,35mg/100g na Syrah 2 a 218,92mg/100g na Ruby Cabernet,
variedade esta que apresentou um teor de acidez total de 0,76%. Ja a variedade
Barbera (tinta) obteve um teor de acidez total de 1,69%.

As atividades antioxidantes das variedades avaliadas variaram de
60,76%SRL na variedade Moscato Italia (branca) a 95,13%SRL na variedade
Tempranillo (tinta) pelo método de DPPH. J& pelo método de ABTS a atividade
antioxidante variou de 131,97uM trolox/g na Moscato Italia a 2638,90uM
trolox/g na variedade Syrah 3 (tinta).

Os teores de agucares totais detectados variaram de 21,36mg/100g na
variedade Tempranillo, variedade esta utilizada na elaboragéo de vinhos tintos, a
37,56mg/100g na Moscato Canelli 1, utilizada na elaboragdo de espumantes. Ja,
o teor de solidos soluveis observado variou de 14% na variedade Moscato Italia
(branca) a 22% na variedade Touriga Nacional (tinta), variedade esta em que foi

observado um teor de pectina total de 885,42mg/100g.



Tabela 4 Caracteristicas fisico-quimicas avaliadas nas variedades de uvas viniferas da regido do Vale do Submédio S&o
Francisco

Variedades de uvas (Vitis vinifera L.)*

Caracteristicas fisico-quimicas  Moscato Syrah  Syrah  Touriga Syrah  Moscato '\égiﬁf? Ruby Chenin Tempranillo  Barbera
Italia 1 2 Nacional 3 Canelli 1 2 Cabernet Blanc P
Atividade antioxidante-DPPH
(%SRL) 60,76 94,77 94,58 94,83 94,81 76,82 86,46 94,47 91,67 95,13 86,35
Atividade antioxidante-ABTS
(UM trolox/g) 131,97 1359,24 1271,17 1687,86 2638,90 334,30 707,94 1864,06 758,87 258,47 625,51
Compostos Fendlicos Totais
(mg/100g) 634,80 641,12 652,62 1128,79 817,56 308,02 460,23 879,51 437,85 981,57 606,84
Antocianinas (mg/100g) ND 65,48 54,35 176,56 79,12 ND ND 218,92 ND 91,14 88,48
Acucares totais (mg/100g) 21,41 3490 35,06 27,53 28,74 37,56 28,27 33,28 27,83 21,36 26,37
Pectina Soltvel (mg/100g) 15,68 76,14 61,54 157,10 95,26 78,90 119,46 114,19 133,05 153,20 166,34
Pectina Total (mg/100g) 664,40 491,88 396,77 88542 505,22 306,46 507,45 429,78 528,18 590,47 716,74
Solubilizagéo das pectinas (%) 2,36 15,49 15,51 17,74 18,86 25,74 23,55 26,57 25,21 25,97 23,21
L* 39,61 27,80 24,88 21,48 27,80 36,96 40,85 28,14 47,13 23,92 24,11
a* 2,48 0,14 0,24 3,36 0,14 -3,54 -3,23 -0,22 -2,75 2,95 6,52
b* 14,90 -0,48 -1,54 -3,27 -0,48 14,21 15,56 -1,14 22,47 -0,59 -3,43
Chroma 13,25 0,76 1,57 4,71 0,76 14,67 15,92 1,19 22,99 3,05 6,49
Tonalidade 87,09 288,42 280,68 312,83 28842 103,84 101,54 252,93 97,02 345,86 325,55
Acidez total (%) 1,12 0,84 0,83 0,84 0,84 0,84 1,39 0,76 0,97 0,99 1,69
Sélidos soluveis totais (%) 14,00 20,87 18,57 22,00 15,95 15,98 12,37 18,43 15,76 14,58 21,00
pH 3,50 3,98 3,74 3,90 3,98 3,83 3,74 3,86 3,88 4,02 3,30
Peso (g) 9,60 2,63 2,30 1,72 1,80 2,07 2,29 1,35 2,13 1,42 2,06
Diametro (mm) 21,48 13,54 12,11 9,60 12,25 13,40 12,70 11,79 11,22 11,69 13,97

*ND= nao detectado
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A correlagdo de Pearson (p<0,05) mostrou informacdes relevantes sobre
o efeito das caracteristicas fisico-quimicas das uvas na incidéncia de fungos dos
géneros Aspergillus (Tabela 5) e Penicillium (Tabela 6).

Todas as espécies identificadas neste estudo pertencentes ao género
Aspergillus, exceto A. flavus, apresentaram correlagdo positiva com pelo menos
uma variavel avaliada.

Aspergillus aculeatus demonstrou correlagdo positiva com o pardmetro
de cor Chroma (0,55), que € a relacéo entre os valores de a* e b*, com o qual se
obtém a cor real da amostra. Ja A. carbonarius apresentou correlagdo positiva
com o teor de pectina total (0,69). Correlagdo positiva também foi evidenciada
entre a espécie A. niger e a atividade antioxidante medida pelo método de ABTS
(0,75).

Aspergillus niger Agregado e A. sojae confirmaram correlagdo positiva
com os teores de acidez total, 0,74 e 0,77, respectivamente. Além disto, uma
correlagdo positiva também foi observada entre a espécie A. sojae e 0 parametro
de cor a* (0,50) que expressa 0 grau de variacdo entre o vermelho e o verde (a*
mais negativo = mais verde; a* mais positivo = mais vermelha). A presenca de
tons de cores com uma maior contribuicdo de cor vermelha é comumente
associada com uma maior porcentagem de antocianinas.

Apenas as espécies P. decumbens, P. citrinum e P. sclerotiorum,
pertencentes ao género Penicillium, apresentaram correlagdo com as
caracteristicas fisico-quimicas. As espécies P. glabrum, P. implicatum e P.
solitum n&o obtiveram correlagéo.

P. decumbens correlacionou-se positivamente com o teor de pectina total
(0,66) e sélidos soltveis totais (0,50). J& P.citrinum alcangou correlacdo positiva
com atividade antioxidante medida pelo método ABTS (0,54) e teores de
acucares totais (0,53). Correlacdo positiva entre P. sclerotiorum e teores de
antocianinas também foi encontrada, sendo esta a maior correlagdo observada
(0,92).



Tabela 5 Analise de correlacdo de Pearson, correlacionando as caracteristicas fisico-quimicas e a presenca de espécies do
género Aspergillus nas uvas (Vitis vinifera L.)
Caracteristicas fisico-

quimicas A. aculeatus A. carbonarius A. niger A. niger Agregado A. flavus A. sojae
Atividade antioxidante-DPPH 0,1125974 -0,5122948 0,3851516 -0,030459 0,08840622  -0,06753027
Atividade antioxidante-ABTS ~ -0,01757712 -0,07624012 0,7569257* -0,1082873 -0,0207732 -0,1659477
Compostos Fendlicos Totais -0,2278191 0,3612777 0,2755516 -0,09101186 -0,1804208 -0,05992985
Antocianinas 0,03583473 0,4620449 -0,1728603 0,1200564 -0,2539379 -0,05265123
AcUcares totais -0,1409781 -0,5011004 0,1844534 -0,02418371 0,1970005 -0,1899065
Pectina SolGvel 0,2837701 -0,1044284 0,04272867 0,4395531 -0,08483105 0,4201572
Pectina Total 0,07089821 0,6921479* 0,163663 0,2182807 -0,2051257 0,3524532
Solubilizagdo das pectinas 0,2822927 -0,5239138 -0,06892437 0,3241954 0,0304964 0,1713844
L* 0,4910977 0,03071649 -0,4054053 -0,2593333 0,05632458 -0,2885031
a* -0,2766999 0,1784187 -0,07486773 0,3247715 -0,3480111 0,5055028*
b* 0,4755787 0,1079294 -0,4614858 -0,2964231 0,06815683 -0,3078767
Chroma 0,5527904* 0,1461168 -0,5318797 -0,08553254 0,03455098  -0,07178006
Tonalidade -0,2305772 -0,1232694 0,4761207 0,288523 -0,08849886 0,3229777
Acidez total 0,08284941 0,05061407 -0,1187733 0,7451955* 0,201038 0,772943*
Sélidos sollveis totais -0,07324649 0,04178194 0,323754 0,3817104 -0,2549064 0,4020973
Ph 0,0801428 -0,165983 0,3410034 -0,6509208 -0,07885862 -0,6911641
Peso -0,1685295 0,3095212 -0,3210762 -0,2438591 -0,1530019 -0,1254105
Diametro -0,2183126 0,08804441 -0,3143084 -0,1222793 -0,1714172 -0,0213274

* correlagdes significativas a p<0,05



Tabela 6 Analise de correlacdo de Pearson, correlacionando as caracteristicas fisico-quimicas e a presenca de espécies do
género Penicillium nas uvas (Vitis vinifera L.)
Caracteristicas fisico-

guimicas P. decumbens P. citrinum P. glabrum P.sclerotiorum P. implicatum P. solitum
Atividade antioxidante-DPPH 0,1910055 0,1193208 0,2011789 0,06049087 0,2608816 0,2738106
Atividade antioxidante-ABTS 0,2774481 0,5439395* 0,3042732 0,2330235 0,178391 0,3643432
Compostos Fendlicos Totais 0,5789561 0,09997005 0,1823557 0,2230168 -0,01849936 0,1897496
Antocianinas 0,4668133 0,5425089 0,5478802 0,9184943* -0,2996231 0,4035267
AcUcares totais -0,1192058 0,5309605* 0,4566208 0,34839354 0,4642874 0,4162248
Pectina SolGvel 0,361999 -0,02883554 0,04609737 0,28631334 -0,2482918 -0,04127967
Pectina Total 0,6652656* -0,4183958 -0,2565082 0,02436504 -0,1718397 -0,1811402
Solubilizagdo das pectinas -0,05280198 0,3909442 0,2965089 0,45488509 -0,2016667 0,1216816
L* -0,3865768 -0,1456794 -0,3073072 -0,05234589 -0,2608152 -0,2144206
a* 0,2136979 -0,4789744 -0,1527434 -0,35555029 -0,1122544 -0,1487237
b* -0,302454 -0,1803714 -0,3565515 -0,01894272 -0,3063385 -0,3249493
Chroma -0,1468276 -0,2999559 -0,3780122 0,02198129 -0,42074 -0,4513514
Tonalidade 0,286774 -0,06961385 0,2237567 -0,04055775 0,2925221 0,2473929
Acidez total -0,1611824 -0,3629124 -0,1783176 -0,28386706 -0,2296731 -0,3042737
Sélidos sollveis totais 0,5058866* -0,03332665 0,2717267 0,204762 0,4305634 0,3885816
pH 0,1788327 0,3021259 -0,03361061 0,26157096 0,2491606 0,3082655
Peso -0,1576116 -0,3914284 -0,3135275 -0,36222127 -0,1140306 -0,1958472
Diametro -0,2844825 -0,328818 -0,2730869 -0,38013142 -0,105784 -0,1481944

* correlages significativas a p<0,05
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Devido a grande relevancia dos compostos fendlicos presentes nas uvas,
o teor de 19 destes, dentre os mais importantes, foram avaliados (Tabela 7).

Na variedade Moscato Italia foi detectada apenas a presenca do flavanol
procianidina B1 e na amostra Moscato Canelli 1 observou-se apenas a presenca
dos flavanois (+)-catequina e procianidina B2. Ja na amostra Moscato Canelli 2
foi observado o composto flavonol caempferol-3-O-glicosideo e os flavandis
procianidina B1 e (+)-catequina, sendo este um dos principais compostos
fenolicos responsaveis pelo sabor e adstringéncia das uvas (ABE et al., 2007).

As antocianinas ndo foram identificadas nas variedades brancas, como
era de se esperar, devido a auséncia de coloragdo vermelha azulada nestas uvas.
No entanto, estas representam a maioria dos compostos encontrados em todas as
variedades tintas, variando de 52,69% (Barbera) a 83,86% (Ruby Cabernet) do
total dos fenolicos de cada variedade, exceto nas amostras Syrah 3 e
Tempranillo, em que o maior teor de compostos fendlicos detectado pertence a
classe dos flavandis, representando 52,36 e 50,99% do total dos fendlicos,
respectivamente. Ja& os compostos flavanois procianidina B1 e (+)-catequina
esteveram presenta na maioria das amostras.

O maior nimero de compostos fenélicos foi encontrado na variedade
Touriga Nacional, sendo esta a variedade mais contaminada por fungos do
género Penicillium e Aspergillus.

A variagao no teor de compostos fendlicos detectados nas uvas viniferas
esta relacionada a diferentes cultivares, tipo de solo, condi¢fes climaticas, época
da colheita e préticas agricolas adotadas (GRANATO; KATAYAMA;
CASTRO, 2011; PORGALI; BUYUKTUNCEL, 2012). Sendo que cada cultivar
apresenta uma composicéo fendlica peculiar (CASTILLO-MURNOZ et al., 2009;
NATIVIDADE et al., 2013) e a acumulagéo destes pode estar relacionada a um
mecanismo de resposta da planta a um estresse quimico, microbiol6gico e
hidrico; irradiacéo da luz; disponibiliadade de carbono e a temperatura ambiente
(DELOIRE et al., 2004; VIAN et al., 2006).



Tabela 7 Concentracdo de compostos fenolicos presentes nas variedades de uvas viniferas da regido do Vale do
Submédio Sdo Francisco

Variedades de uvas (Vitis vinifera L.)*

Compostos fendlicos

(mg/L) a1 5T Nacioral 3 Canellil Canelli2 Cabernet Blanc Tempranilo. Barbera
Flavanois
(+)-Catequina <LQ 1,68 2,12 3,02 3,72 1,43 5,50 1,43 2,13 1,51 3,49
(-)-Epicatequina ND 1,19 0,97 2,84 2,90 ND <LQ 1,03 <LQ <LQ 1,46
(-)-Galato epicatequina ND 044 <LOQ 3,68 0,47 ND <LQ 0,52 <LQ ND <LQ
(-)-Galato
epigalocatequina ND 0,35 1,14 1,84 0,59 ND <LQ 2,11 ND 0,33 2,39
Procianidina A2 ND <LQ <LQ <LQ <LQ ND ND ND ND ND ND
Procianidina B1 0,84 0,88 0,94 2,32 1,35 <LQ 1,01 2,25 0,79 7,22 2,30
Procianidina B2 ND 2,84 3,11 5,01 10,92 3,92 ND 2,01 ND 1,21 2,23
> Flavanéis 0,84 7,38 8,28 18,71 19,95 5,35 6,51 9,35 2,92 10,27 11,87
Flavonois
Caempferol-3-O-
glicosideo <LQ 0,91 0,10 0,20 0,36 ND 0,31 0,32 0,62 ND 1,27
Rutina ND 0,42 0,28 0,33 0,29 ND <LQ <LQ ND ND 0,42
Quercetina ND ND ND <LQ ND ND ND ND <LQ ND ND
Isohamnetina-3-O-
glicosideo ND 2,24 0,96 2,06 1,30 ND <LQ 0,48 0,25 0,18 0,74
Miricetina ND 0,55 0,37 0,67 0,36 ND <LQ 0,63 0,11 0,12 0,26

> Flavonéis - 4,12 1,71 3,26 2,31 - 0,31 1,43 0,98 0,30 2,69




Tabela 7, conclusdo

Compostos fendlicos

Variedades de uvas (Vitis vinifera L.)*

Moscato Syrah Syrah Touriga Syrah Moscato Moscato Ruby  Chenin .
mg/L
(mg/L) Italia 1 2 Nacional 3 Canellil Canelli2 Cabernet Blanc Tempranillo Barbera
Antocianinas
Malvidina-3-O-
glicosideo ND 13,42 20,18 36,67 12,38 ND ND 39,22 ND 7,55 11,36
Cianidina-3-O-
glicosideo ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Delfinidina-3-O-
glicosideo ND 1,44 3,73 5,12 0,99 ND ND 12,00 ND 1,10 1,79
Peonidina-3-O-
glicosideo ND 3,00 6,90 11,29 2,01 ND ND 4,79 ND 0,92 3,07
> Antocianinas - 17,86 30,81 53,08 15,38 - - 56,01 - 9,57 16,22
Acidos fenélicos
Acido galico ND <LQ ND 0,46 0,46 <LQ <LQ ND ND <LQ <LQ
Acido p-cumérico ND ND 0,44 0,71 <LQ ND <LQ <LQ ND ND <LQ
> Acidos fenélicos - - 0,44 1,17 0,46 - - - - - -
Estilbenos

Trans-resveratrol ND <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

*ND= nao detectado

0€T
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A andlise de correlagdo de Pearson (p<0,05) também foi realizada
para avaliar a influéncia dos compostos fendlicos presentes nas uvas
viniferas na incidéncia de fungos dos géneros Aspergillus (Tabela 8) e
Penicillium (Tabela 9).

Todas as espécies identificadas neste estudo pertencentes ao género
Aspergillus, exceto A. flavus, apresentaram correlacdo com pelo menos um
composto fendlico avaliado.

Aspergillus aculeatus obteve correlagdo positiva com o flavonol
quercetina (0,57). Ja A. niger correlacionou-se positivamente com os flavandis (-
)-epicatequina (0,75), procianidina A2 (0,68) e procianidina B2 (0,80); com os
flavonois rutina (0,68) e isohamnetina-3-O-glicosideo (0,72) e com o acido
fendlico acido gélico (0,73).

Aspergillus sojae e A. niger Agregado demonstraram uma correlagdo
positiva com o flavanol (-)-galato epigalocatequina de 0,58 e 0,65, e com 0
flavonol caempferol-3-O-glicosideo de 0,73 e 0,70, respectivamente. Por sua
vez, A. carbonarius apresentou uma correlagdo positiva com o flavanol (-)-
galato epicatequina (0,56).

Todas as espécies pertencentes ao género Penicillium apresentaram
correlagdo com os compostos fendlicos avaliados neste estudo.

Penicillium decumbens foi a espécie que obteve um maior nimero de
correlagdes. Correlacionou-se positivamente com os flavanois (-)-epicatequina
(0,60), (-)-galato epicatequina (0,98), procianidina A2 (0,54) e procianidina B2
(0,70); com os flavonois quercetina (0,60) e isohamnetina-3-O-glicosideo (0,54),
com as antocianinas malvidina-3-O-glicosideo (0,56) e peonidina-3-O-
glicosideo (0,78) e com o acido fendlico &cido p-cumérico (0,82). Ja P.citrinum
alcancou correlagcdo positiva apenas com a antocianina delfinidina-3-O-
glicosideo (0,55).
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Uma correlagdo positiva também foi evidenciada entre a espécie P.
glabrum e as antocianinas delfinidina-3-O-glicosideo (0,65) e malvidina-3-O-
glicosideo (0,54) e com o flavanol (-)-galato epigalocatequina (0,58). Correlacdo
positiva entre P. sclerotiorum e as antocianinas delfinidina-3-O-glicosideo
(0,65) e malvidina-3-O-glicosideo (0,54) também foi encontrada.

Penicillium implicatum obteve correlacdo positiva com os flavonois
rutina (0,54) e isohamnetina-3-O-glicosideo (0,61) e com o estilbeno trans-
resveratrol (0,70). J& P. solitum apresentou correlacdo somente com a
antocianina delfinidina-3-O-glicosideo (0,60) e o estilbeno trans-resveratrol
(0,78).



Tabela 8 Analise de correlacdo de Pearson, correlacionando os compostos fendlicos e a presenca de espécies do género
Aspergillus nas uvas (Vitis vinifera L.)

A. A. niger
Compostos fendlicos A. aculeatus  carbonarius A. niger Agregado A. flavus A. sojae
Flavanois
(+)-Catequina 0,02 -0,18 0,39 0,28 0,49 0,25
(-)-Epicatequina -0,08 0,16 0,75* 0,02 -0,18 0,12
(-)-Galato epicatequina -0,14 0,56* 0,19 -0,13 -0,14 -0,06
(-)-Galato epigalocatequina -0,19 -0,01 0,04 0,65* -0,11 0,58*
Procianidina A2 0,11 0,15 0,68* -0,05 -0,08 0,03
Procianidina B1 -0,19 -0,12 -0,23 0,01 -0,22 0,08
Procianidina B2 -0,13 -0,08 0,80* -0,16 -0,22 -0,07
Flavonois
Caempferol-3-O-glicosideo 0,34 -0,31 0,28 0,70* -0,21 0,73*
Rutina -0,17 -0,09 0,68* 0,41 -0,03 0,48
Quercetina 0,57* 0,23 0,26 -0,03 -0,16 0,09
Isohamnetina-3-O-glicosideo -0,16 0,11 0,72* -0,09 -0,15 0,00
Miricetina -0,21 0,04 0,43 0,02 -0,13 -0,04
Antocianinas
Malvidina-3-O-glicosideo -0,28 0,11 0,16 0,07 -0,09 -0,03
Cianidina-3-O-glicosideo NA NA NA NA NA NA
Delfinidina-3-O-glicosideo -0,22 -0,05 -0,12 0,14 -0,07 -0,05
Peonidina-3-O-glicosideo -0,27 0,30 0,24 0,02 0,08 0,01
Acidos fendlicos
Acido galico -0,15 0,10 0,73* 0,15 -0,20 0,32
Acido p-cumérico -0,22 0,42 0,22 -0,04 0,28 0,00
Estilbenos
Trans-resveratrol -0,27 -0,11 0,49 -0,15 -0,02 -0,24

* correlages significativas a p<0,05



Tabela 9 Andlise de correlacdo de Pearson, correlacionando os compostos fendlicos e a presenca de espécies do género
Penicillium nas uvas (Vitis vinifera L.)

Compostos fendlicos P. decumbens  P. citrinum P. glabrum  P.sclerotiorum P. implicatum P. solitum

Flavanois

(+)-Catequina 0,15 0,04 -0,01 -0,05 -0,18 -0,28

(-)-Epicatequina 0,60* 0,17 -0,06 0,09 0,00 -0,01

(-)-Galato epicatequina 0,98* -0,07 -0,01 0,44 -0,07 -0,05

(-)-Galato epigalocatequina 0,38 0,21 0,58* 0,34 -0,10 0,23

Procianidina A2 0,54* 0,10 -0,22 0,06 -0,16 -0,23

Procianidina B1 0,08 -0,23 -0,07 -0,11 -0,23 -0,07

Procianidina B2 0,23 0,45 -0,08 0,00 0,00 -0,08
Flavondis

Caempferol-3-O-glicosideo -0,15 -0,33 -0,11 -0,27 0,30 0,29

Rutina 0,29 -0,16 0,03 -0,24 0,54* 0,27

Quercetina 0,60* -0,39 -0,23 0,01 0,14 -0,14

Isohamnetina-3-O-glicosideo 0,54* -0,13 -0,09 -0,04 0,61* 0,37

Miricetina 0,52 0,25 0,43 0,36 0,38 0,61

Antocianinas

Malvidina-3-O-glicosideo 0,56* 0,39 0,54* 0,54* -0,09 0,47

Cianidina-3-O-glicosideo NA NA NA NA NA NA

Delfinidina-3-O-glicosideo 0,25 0,55* 0,65* 0,65* -0,02 0,60*

Peonidina-3-O-glicosideo 0,78* 0,09 0,35 0,35 0,18 0,14

Acidos fendlicos

Acido galico 0,48 -0,19 -0,18 -0,18 0,12 -0,11

Acido p-cumérico 0,82* 0,01 0,26 0,26 0,00 -0,23
Estilbenos

Trans-resveratrol 0,21 0,28 0,42 0,20 0,70* 0,78*

* correlag6es significativas a p<0,05
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Jiang, Shi e Zhu (2013) detectaram danos as bagas e acumulo de
ocratoxina A mais rapido na variedade Thompson Seedless, intermediério na
Kyoho, e mais lenta nas uvas Red Terra. Ao longo do periodo de incubacéo,
observaram a diminuicdo nos teores de acglcares e de sélidos sollveis em
algumas variedades, possivelmente consumidos por A. carbonarius, e 0 aumento
destes componentes em outras, possivelmente devido a hidrdlise de
polissacarideos (amido e pectina), o que demonstra a capacidade de degradacédo
destes fungos e a diferenca na sucetibilidade das variedades.

Concomitantemente, o presente estudo demonstra a existéncia de uma
correlagdo positiva entre algumas caracteristicas fisico-quimicas das variedades
de uvas viniferas e a incidéncia de fungos do género Aspergillus e Penicillium
nestas. Portanto, deduz-se que quanto maior o valor do parametro fisico-quimico
correlacionado, maior a incidéncia da espécie.

Podemos inferir que os teor de aglcares totais presentes na amostra
Moscato Canelli 1 favorecem a incidéncia da espécie P. citrinum. Espécie esta
também favorecida pela atividade antioxidante presente na amostra Syrah 3 e na
variedade Ruby Cabernet.

Segundo Magan (2007), fungos micotoxigénicos possuem um
mecanismo de adaptacdo a diferentes ambientes se tornando bons competidores.
Isto ocorre devido a sua capacidade de produzir um complexo enzimatico,
responsavel pela degradagdo de substratos especificos, e a producdo de
metabolitos secundarios e volateis (MEDINA, 2015).

O crescimento e a producdo de metabdlitos por fungos filamentosos,
geralmente, sdo uma resposta as condicGes fisico-quimicas do substrato que esta
inserido. Em estudo in vitro, a producdo de enzimas extracelulares por P.
janczewskii foi influenciada pela fonte de carbono, sendo que a presenca de

frutose no meio de cultura estimulou a liberagdo da enzima p-
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fructofuranosidases, o que favoreceu o crescimento desta espécie (PESSONI et
al., 2015).

A presenca dos compostos (-)-epicatequina, (-)-galato epicatequina,
procianidina A2, quercetina, isohamnetina-3-O-glicosideo, malvidina-3-O-
glicosideo, peonidina-3-O-glicosideo, &cido p-cumarico, a porcentagem de
solidos sollveis totais e o teor de pectina total podem ter favorecido a incidéncia
de P. decumbens na variedade Touriga Nacional. O teor de pectina também esta
relacionado com a presenca de A. carbonarius nesta mesma variedade e na
variedade Moscato Itélia.

Espécies pertecentes ao género Aspergillus sdo reconhecidas como as
principais produtoras de pectinases (SANDRI et al., 2011), o que confirma a
capacidade de degradacdo de pectinas por fungos filamentosos, e portanto o seu
desenvolvimento em substratos com maiores teores de pectinas. Porém,
Teixeira, Lima Filho e Duran (2000), em ensaio in vitro, descreveram uma
inibicdo na producdo de pectinases por Aspergillus japonicus, quando as
concentracdes de glicose, sacarose e pectina estavam em excesso.

O principal grupo contaminante da variedade Barbera foi A. niger
Agregado. Os compostos fenolicos (-)-galato epigalocatequina, caempferol-3-O-
glicosideo e a acidez total podem estar relacionados com essa contaminagéo. A.
sojae esteve presente apenas nesta variedade e também possui correlagdo com
estes mesmos parametros avaliados.

Lorenzini et al. (2012) ao infectarem uvas com Botrytis cinera e cepas
nativas das uvas relataram uma diminuicdo de &cido tartarico devido a
degradac&o causada pelos fungos presentes.

Em estudo avaliando o crescimento de A. carbonarius inoculados em
uvas, Lasram et al. (2012) observaram uma maior producdo de ocratoxina A em
uvas com maior acidez e menor teores de aglcares, 0 que sugere que 0s acidos

presentes nas uvas podem favorecer o crescimento fingico. Em contraste, a
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inibicdo de P. commune, in vitro, por &cidos organicos foi relatada por Zhang et
al. (2005). Estes resultados confirmam as diferentes relagOes existentes entre as
espécies fungicas e as caracteristicas fisico-quimicas do substrato.

A amostra Syrah 1 exibiu concentraces consideraveis de isohamnetina-
3-O-glicosideo, o que pode estar associado com incidéncia de P. implicatum
nesta variedade. Ja& a maior incidéncia de A. niger ocorreu na amostra Syrah 3.
Tal variedade apresentou altos valores dos compostos fendlicos (-)-epicatequina
e Procianidina B2 e atividade antioxidante.

O maior numero de isolados pertencentes a espécie A. aculeatus foi
encontrado na variedade Chenin Blanc, uma variedade branca. Tal espécie
apresentou correlagcdo positiva com o parametro de cor Chroma que é um
pardmetro relacionado com a intensidade da cor. Tal resultado sugere a
preferéncia de A. aculeatus por uvas brancas.

A presenca do composto delfinidina-3-O-glicosideo na variedade Ruby
Cabernet pode estar relacionada com a maior incidéncia das espécies P.
glabrum, P. citrinum, P. sclerotiorum e P. solitum nesta variedade. Os teores de
antocianinas totais também podem estar associados a infec¢do das bagas por P.
sclerotiorum. Ja os compostos (-)-galato epigalocatequina e malvidina-3-O-
glicosideo podem ter favorecido o crescimento de P. glabrum nesta variedade.

Os compostos fenolicos sdo considerados os principais antioxidantes de
plantas medicinais, cogumelos, 6leos essenciais, especiarias, frutos, e vegetais
(MOKBEL; HASHINAGA, 2006), além de possuirem capacidade inibitéria ao
crescimento microbiano (LI et al., 2007; ORTUNO et al., 2006). Porém, tal
inibicdo encontra-se estritamente relacionada com a espécie e a concentragdo em
que se encontra no substrato. Wu et al. (2014) relatam que a inibicdo do
crescimento de A. niger por flavonoéis polimetoxilados é mais eficiente do que a

de P. corylophilum.
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Em avaliagdo da inibicdo da producdo de ocratoxina A por compostos
fendlicos, Palembo, O’Keeffe e Mahoney (2007), evidenciaram uma forte
inibicdo da producdo de OTA por A. albertensis na presenca de catequina (87-
94%) e é&cido galico (57-87%). Em contraste, A. melleus na presenca de
catequina produziu de 5 a 8 vezes mais OTA do que no controle. Estes autores
destacam que, apesar de café e uvas serem fontes de compostos antioxidantes,
estes substratos também sdo comumente colonizados por espécies dos géneros
Penicillium e Aspergillus, o que indica que o papel dos antioxidantes e producéao
de micotoxinas na ecologia dos fungos é bastante complexo.

Santos Janior et al. (2014) observaram a inibicdo do crescimento de A.
ochraceus inoculados em grdos de café pelos compostos fendlicos Guaijaverin,
Quercetina 3-O-a- L-rhamnopiranosideo, Quercetina 3-O-robinobioside e
Rutina. Entretanto, Tranchimand, Brouant e lacazio (2010) relatam a capacidade
de espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium de metabolizar flavonais,
sendo estes a Unica fonte de carbono.

Neste trabalho, uma correlacdo positiva entre diversos compostos
fendlicos e espécies fungicas foi observada, o que nos leva a acreditar que tais
espécies possuem capacidade de metabolizar estes compostos. Além disto, a
maior concentracdo destes compostos nas variedades avaliadas pode estar
relacionada com o mecanismo de defesa das uvas frente ao estresse causado pela
colonizagdo por fungos. Estes resultados demonstram o efeito das diferentes
variedades de uvas na incidéncia de fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium. No entanto, diferentes correlacBes foram observadas para uma
mesma variedade de uva (Syrah e Moscato Canelli). Esta diferenga pode ser
explicada pelo fato de que a composicdo quimica ndo depende apenas da
variedade, mas também da qualidade da planta, a origem geografica, das
condicdes climaticas e de fatores ambientais e tecnoldgicos (MARTINEZ-
AVILA et al., 2012).
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4 CONCLUSAO

O efeito quantitativo das caracteristicas fisico-quimicas das variedades
de uvas viniferas na presenca de fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus é
bastante dificil de demonstrar devido a forte inter-relacdo existente entre elas e
demais fatores de influéncia na contaminagdo flngica. Porém, o conhecimento
destas relagbes pode auxiliar na adogdo de estratégias adequadas de gestdo do
vinhedo, que podem contribuir para a reducdo destes fungos e da presenca de
micotoxinas em uvas e derivados, ja que algumas espécies relatadas neste estudo
foram potencialmente toxigénicas.

O maior numero de compostos fendlicos foi detectado na variedade
Touriga Nacional, sendo esta a variedade mais contaminada por fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium.

Todas as espécies identificadas neste estudo apresentaram uma
correlagdo positiva com pelo menos um parametro fisico-quimico avaliado,
destacando-se os teores de pectina, acUcares totais, acidez total e compostos

fendlicos.
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APENDICE

Fungos identificados neste trabalho depositados na Colecdo de Cultura de Microrganismos do Departamento de Ciéncia

dos Alimentos:

cODIGO ESPECIE SUBSTRATO ORIGEM DEPOSITO

CCDCA10614 A. carbonarius (+) MOSCATO ITALIA CASA NOVA - BA 20/01/2016
CCDCA10615 A. carbonarius (+) MOSCATO ITALIA CASA NOVA — BA 20/01/2016
CCDCA10616 A. aculeatus MOSCATO ITALIA CASA NOVA - BA 20/01/2016
CCDCA10617 A. niger SYRAH CASA NOVA — BA 20/01/2016
CCDCA10618 A. niger SYRAH CASA NOVA - BA 20/01/2016
CCDCA10619 A. aculeatus SYRAH CASA NOVA - BA 20/01/2016
CCDCA10620 A. niger SYRAH CASA NOVA - BA 20/01/2016
CCDCA10621 A. niger SYRAH CASA NOVA — BA 20/01/2016
CCDCA10622 A. flavus SYRAH CASA NOVA — BA 20/01/2016
CCDCA10623 A. flavus SYRAH CASA NOVA — BA 20/01/2016
CCDCA10624 A. carbonarius (+) TOURIGA NACIONAL LAGOA GRANDE - PE 20/01/2016
CCDCA10625 A. carbonarius (+) TOURIGA NACIONAL LAGOA GRANDE - PE 20/01/2016
CCDCA10626 A. niger TOURIGA NACIONAL LAGOA GRANDE - PE 20/01/2016
CCDCA10627 A. niger TOURIGA NACIONAL LAGOA GRANDE - PE 20/01/2016
CCDCA10628 A. carbonarius (+) TOURIGA NACIONAL LAGOA GRANDE - PE 20/01/2016
CCDCA10629 A. carbonarius (+) TOURIGA NACIONAL LAGOA GRANDE - PE 20/01/2016
CCDCA10630 A. aculeatus TOURIGA NACIONAL LAGOA GRANDE - PE 20/01/2016
CCDCA10631 A. niger SYRAH LAGOA GRANDE - PE 20/01/2016



cODIGO

CCDCA10632
CCDCA10633
CCDCA10634
CCDCA10635
CCDCA10636
CCDCA10637
CCDCA10638
CCDCA10639
CCDCA10640
CCDCA10641
CCDCA10642
CCDCA10643
CCDCA10644
CCDCA10645
CCDCA10646
CCDCA10647
CCDCA10648
CCDCA10649
CCDCA10650
CCDCA10651
CCDCA10652
CCDCA10653
CCDCA10654
CCDCA10655
CCDCA10656

ESPECIE

>>>>>2>>2>D>DD3DDSDDDEDDDDDDDD

. carbonarius (+)
. higer

. carbonarius (+)
. aculeatus

. aculeatus

niger

. carbonarius (+)

niger
niger
flavus
flavus

. carbonarius (+)
. carbonarius (+)
. aculeatus
. aculeatus
. aculeatus
. carbonarius (+)
. carbonarius (+)

niger
niger
niger
niger

. carbonarius (+)
. aculeatus
. aculeatus

SUBSTRATO
SYRAH

SYRAH

SYRAH

SYRAH

SYRAH

MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
RUBY CABERNET
CHENIN BLANC
CHENIN BLANC
CHENIN BLANC
CHENIN BLANC
CHENIN BLANC
CHENIN BLANC
BARBERA
BARBERA
BARBERA
BARBERA
BARBERA

ORIGEM

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

DEPOSITO

20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016



cODIGO

CCDCA10657
CCDCA10658
CCDCA10659
CCDCA10660
CCDCA10661
CCDCA10662
CCDCA10444
CCDCA10445
CCDCA10446
CCDCA10447
CCDCA10448
CCDCA10449
CCDCA10450
CCDCA10451
CCDCA10452
CCDCA10453
CCDCA10454
CCDCA10455
CCDCA10456
CCDCA10457
CCDCA10458
CCDCA10459
CCDCA10460
CCDCA10461
CCDCA10462

ESPECIE

>>>>>2>>2>D>DD>3DDDDDDDDDDDDD

. carbonarius (+)
. carbonarius (+)
. niger

niger
niger
niger

. carbonarius (+)

niger
niger

. carbonarius (+)
. aculeatus
. aculeatus

niger

. carbonarius (+)
. carbonarius (+)

sojae
sojae

. higer (+)

flavus
niger

. aculeatus
. aculeatus
. japonicus
. japonicus
. niger (+)

SUBSTRATO
CHENIN BLANC
CHENIN BLANC
CHENIN BLANC
CHENIN BLANC
TEMPRANILLO
TEMPRANILLO

SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

ORIGEM

SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

CASA NOVA - BA

DEPOSITO

20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015



cODIGO

CCDCA10463
CCDCA10464
CCDCA10465
CCDCA10466
CCDCA10467
CCDCA10468
CCDCA10469
CCDCA10470
CCDCA10471
CCDCA10472
CCDCA10473
CCDCA10474
CCDCA10475
CCDCA10476
CCDCA10477
CCDCA10478
CCDCA10479
CCDCA10480
CCDCA10481
CCDCA10482
CCDCA10483
CCDCA10484
CCDCA10485
CCDCA10486
CCDCA10487

ESPECIE

>>>>>2>>2>D>DD3DDSDDDDDDDDDDD

. niger (+)
. aculeatus

niger

. carbonarius (+)
. aculeatus

sojae

. carbonarius (+)

niger (+)
niger
sojae
aculeatus
sojae

. parasiticus (+)

aculeatus

. japonicus

aculeatus
sojae

. aculeatus

niger
sojae

. higer (+)

. carbonarius (+)
. aculeatus

. aculeatus

. sojae

SUBSTRATO

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO TOURIGA NACIONAL
SOLO TOURIGA NACIONAL
SOLO TOURIGA NACIONAL
SOLO TOURIGA NACIONAL
SOLO TOURIGA NACIONAL
SOLO TOURIGA NACIONAL
SOLO TOURIGA NACIONAL
SOLO TOURIGA NACIONAL
SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI

ORIGEM

CASA NOVA —BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE

DEPOSITO

15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015



cODIGO

CCDCA10488
CCDCA10489
CCDCA10490
CCDCA10491
CCDCA10492
CCDCA10493
CCDCA10494
CCDCA10495
CCDCA10496
CCDCA10497
CCDCA10498
CCDCA10499
CCDCA10500
CCDCA10501
CCDCA10502
CCDCA10503
CCDCA10504
CCDCA10505
CCDCA10506
CCDCA10507
CCDCA10508
CCDCA10509
CCDCA10510
CCDCA10511
CCDCA10512

ESPECIE
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niger
sojae

. ochraceus (+)
. carbonarius (+)

flavus

. ochraceus (+)

flavus
foetidus

. parasiticus (+)

niger (+)
sojae
niger

. parasiticus (+)

aculeatus
niger (+)

. carbonarius (+)

sojae

. aculeatus

. ochraceus (+)
A.
A.
A.
A.
A.
A.

carbonarius (+)
flavus

flavus
parasiticus (+)
niger

niger

SUBSTRATO

SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO RUBY CABERNET
SOLO RUBY CABERNET
SOLO RUBY CABERNET

ORIGEM

LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE

SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE

DEPOSITO

15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
15/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015



cODIGO

CCDCA10513
CCDCA10514
CCDCA10515
CCDCA10516
CCDCA10517
CCDCA10518
CCDCA10519
CCDCA10520
CCDCA10521
CCDCA10522
CCDCA10523
CCDCA10524
CCDCA10525
CCDCA10526
CCDCA10527
CCDCA10528
CCDCA10529
CCDCA10530
CCDCA10531
CCDCA10532
CCDCA10533
CCDCA10534
CCDCA10535
CCDCA10536
CCDCA10537

ESPECIE

>>>>>2>>2>D>DD3DDSDDDEDDDDDDDD

. aculeatus
. aculeatus
. flavus (+)

niger

. aculeatus

niger

. aculeatus

flavus

. ochraceus (+)
. carbonarius (+)
. carbonarius (+)

niger

. higer (+)
. aculeatus
. aculeatus

sojae
sojae

. japonicus
. japonicus

niger
sojae
sojae

. higer (+)
. aculeatus
. aculeatus

SUBSTRATO

SOLO RUBY CABERNET
SOLO RUBY CABERNET
SOLO RUBY CABERNET

SOLO CHENIN BLANC
SOLO CHENIN BLANC
SOLO CHENIN BLANC
SOLO CHENIN BLANC
SOLO CHENIN BLANC
SOLO CHENIN BLANC
SOLO CHENIN BLANC
SOLO CHENIN BLANC
SOLO TEMPRANILLO
SOLO TEMPRANILLO
SOLO TEMPRANILLO
SOLO TEMPRANILLO
SOLO TEMPRANILLO
SOLO TEMPRANILLO
SOLO TEMPRANILLO
SOLO TEMPRANILLO
SOLO BARBERA

SOLO BARBERA

SOLO BARBERA

SOLO BARBERA

SOLO BARBERA

SOLO BARBERA

ORIGEM

SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

DEPOSITO

16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015



cODIGO

CCDCA10663
CCDCA10664
CCDCA10665
CCDCA10666
CCDCA10667
CCDCA10668
CCDCA10669
CCDCA10670
CCDCA10671
CCDCA10672
CCDCA10673
CCDCA10674
CCDCA10675
CCDCA10676
CCDCA10677
CCDCA10678
CCDCA10679
CCDCA10680
CCDCA10681
CCDCA10682
CCDCA10683
CCDCA10684
CCDCA10685
CCDCA10686
CCDCA10687

ESPECIE

. solitum

. implicatum
. implicatum
glabrum
glabrum

. citrinum (+)
. citrinum (+)

decumbens
. citrinum (+)
glabrum

. citrinum (+)
. citrinum (+)

. citrinum (+)
. glabrum
. glabrum
. glabrum

. citrinum (+)

. glabrum
. glabrum

T YU U U UV UUYUUUUUHVDUUVUUUUUDIU DU U

. sclerotiorum
. sclerotiorum

. sclerotiorum
. sclerotiorum

. sclerotiorum

. sclerotiorum

SUBSTRATO

SYRAH

SYRAH

SYRAH

SYRAH

SYRAH

SYRAH

SYRAH

TOURIGA NACIONAL
TOURIGA NACIONAL
TOURIGA NACIONAL
TOURIGA NACIONAL
TOURIGA NACIONAL
SYRAH

SYRAH

MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
MOSCATO CANELLI
RUBY CABERNET
RUBY CABERNET

ORIGEM

CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE

SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE

DEPOSITO

20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016



cODIGO

CCDCA10688
CCDCA10689
CCDCA10690
CCDCA10691
CCDCA10692
CCDCA10693
CCDCA10694
CCDCA10695
CCDCA10696
CCDCA10697
CCDCA10538
CCDCA10539
CCDCA10540
CCDCA10541
CCDCA10542
CCDCA10543
CCDCA10544
CCDCA10545
CCDCA10546
CCDCA10547
CCDCA10548
CCDCA10549
CCDCA10550
CCDCA10551
CCDCA10552

ESPECIE
P. sclerotiorum
P. citrinum (+)
P. citrinum (+)
P. sclerotiorum
P. solitum

P. sclerotiorum
P. sclerotiorum
P. sclerotiorum
P. glabrum

P. glabrum

P. corylophilum
P. citrinum (+)
P. implicatum
P. citrinum (+)
P. citrinum (+)
P. citrinum (+)
P. citrinum (+)
P. citrinum (+)
P. citrinum (+)
P. citrinum (+)
P. citrinum (+)
P. citrinum (+)
P. chrysogenus
P. citrinum (+)
P. citrinum (+)

SUBSTRATO
RUBY CABERNET
RUBY CABERNET
RUBY CABERNET
RUBY CABERNET
RUBY CABERNET
RUBY CABERNET
CHENIN BLANC
CHENIN BLANC
BARBERA
BARBERA

ORIGEM

SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE

SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO MOSCATO ITALIA
SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO SYRAH

SOLO TOURIGA NACIONAL
SOLO TOURIGA NACIONAL
SOLO TOURIGA NACIONAL

CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA
CASA NOVA - BA

LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE

SOLO SYRAH
SOLO SYRAH

LAGOA GRANDE - PE
LAGOA GRANDE - PE

DEPOSITO

20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
20/01/2016
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015



cODIGO

CCDCA10553
CCDCA10554
CCDCA10555
CCDCA10556
CCDCA10557
CCDCA10558
CCDCA10559
CCDCA10560
CCDCA10561
CCDCA10562
CCDCA10563
CCDCA10564
CCDCA10565
CCDCA10566
CCDCA10567

ESPECIE

p
P
p
p
P
P
P
P.
P
P
P
P
P
P
P

. citrinum (+)
. citrinum

. sclerotiorum
. citrinum (+)
. citrinum (+)
. corylophilum
. citrinum (+)
citrinum (+)
. citrinum (+)
. citrinum (+)
. sclerotiorum
. citrinum (+)
. citrinum (+)
. citrinum (+)
. citrinum (+)

SUBSTRATO

SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO MOSCATO CANELLI
SOLO RUBY CABERNET
SOLO RUBY CABERNET
SOLO CHENIN BLANC
SOLO CHENIN BLANC
SOLO TEMPRANILLO
SOLO TEMPRANILLO
SOLO TEMPRANILLO
SOLO BARBERA

SOLO BARBERA

ORIGEM

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
SANTA MARIA DA BOA VISTA - PE
LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

LAGOA GRANDE - PE

DEPOSITO

16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015
16/09/2015



