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RESUMO GERAL

Diversas espécies de fungos podem se desenvolver durante os diferentes
estagios de maturacdo das uvas nos vinhedos entretanto, os géneros Aspergillus
e Penicillium sdo considerados os principais produtores de ocratoxina A (OTA)
em uvas e seus derivados, principalmente nas tradicionais regides vinicolas do
mundo. Neste contexto, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a
biodiversidade de fungos filamentosos, na superficie de uvas saudaveis,
sementes e mosto destinadas a elaboracdo de vinho (Vitis vinifera) e suco (Vitis
labrusca) obtidas em &reas de vitivinicultura do Brasil e, verificar a incidéncia
de espécies produtoras de OTA durante a elaboracdo de vinhos e correlacionar
com o teor de ocratoxina A nos produtos finais. O isolamento dos fungos das
bagas de uvas e sementes foi realizado por Plagueamento Direto em meio Agar
Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC). Para as amostras de mosto
utilizou-se a técnica de plaqueamento em superficie a partir de diluigdes
seriadas. Os fungos isolados foram purificados e identificados com o auxilio de
manuais de identificacdo. A producdo de OTA por fungos foi determinada pelo
método Plug Agar. A quantificacdo de Ocratoxina A (OTA) das amostras de
vinhos e sucos de uva foi realizada pelo método de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), com deteccdo por fluorescéncia. Das amostras
analisadas de bagas, sementes e mosto de uva um total de 2949 fungos e 16
géneros foram isolados e identificados. As espécies de Aspergillus foram mais
frequentes na regido de clima mais quente, enquanto que as espécies de
Penicillium nas regibes com temperaturas mais baixas. As espécies de
Aspergillus Secdo Nigri mais frequentes foram: A.japonicus, A. niger e A.
tubingensis. As espécies ocratoxigénicas identificadas foram A.niger e
A.carbonarius. Todos os isolados de A.carbonarius foram produtores de OTA,
demonstrando que esta espécie é a principal fonte desta toxina em uvas. No
género Penicillium as espécies mais frequentes foram: P.brevicompactum,
P.glabrum, P.pinophilum e P.crustosum. Os demais géneros identificados neste
estudo foram: Acremonium sp, Alternaria sp, Cladosporium sp, Curvularia sp,
Dreschelera sp, Fusarium sp, Gliocladium sp, Oidiodendron sp, Rhizopus sp,
Trichoderma sp, Ulocladium sp, Xilaria sp. A OTA foi detectada em seis
amostras correspondendo a 42,6% das amostras analisadas, em concentragdes
entre 0,02 a 0,78 pg/L. O nivel mais elevado da OTA foi encontrado na amostra
de vinho elaborado a partir da variedade Petit verdot cultivada no Vale do
Submédio Sdo Francisco. Apenas na amostra de suco de uva elaborado a partir
da variedade BRS Violeta foi detectada a presenca da OTA na concentracdo de
0,03pg/L. Os niveis de OTA detectados foram inferiores ao limite maximo
toleravel para esta toxina em vinho e suco de uva estabelecido pela Legislacéo
Brasileira de 2,0ug/L.

Palavras-chave: Biodiversidade. Ocratoxina A. Vitis vinifera L. Vitis labrusca.



GENERAL ABSTRACT

Various species of fungi may develop during the different maturation
stages of grapes in the vineyards, however, the genus Aspergillus and
Penicillium are considered the main producers of Ochratoxin A (OTA) in grapes
and their derived, mainly in the traditional vineyard regions of the world. In this
context, this study was performed with the objective of evaluating filamentous
fungi biodiversity, in the surface of healthy grapes, seeds and must destined for
the production of wine (Vitis vinifera) and juice (Vitis labrusca) obtained in
vitiviniculture areas in Brazil, and also verifying the incidence of OTA
producing species during wine production and at correlating with the OTA
content in the final products. The isolation of the fungi from the grape berries
and seeds was done by direct plating technique in a mycological media
dicholoran rose bengal chloranphenicol (DRBC). For the must samples, a
surface plating of serially diluted samples technique was used. The isolated
fungi were purified and identified with the aid of identification manuals. The
production of OTA by fungi was determined by the Agar Plug method. The
quantification of Ochratoxin A (OTA) from the wine and grape juice samples
was performed by the High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)
method, with detection by fluorescence. Of the berriy, seed and must samples
analyzed a total of 2949 fungi and 16 genus were isolated and identified. The
Aspergillus species were more frequent in warmer climate regions, while the
Penicillium species in the lower temperature regions. The most frequent
Aspergillus nigri section species were: A. japonicas, A. niger and A. tubingensis.
The identified ochratogenic species were A. niger and A. carbonarius. All the A.
carbonarius isolates were OTA producers, demonstrating that this species is the
main source of this toxin in grapes. In the Penicillium genus, the most frequent
species were: P. brevicompactum, P. glabrum, P. pinophilum and P. crustosum.
The remaining genus identified in this study were: Acremonium sp, Alternaria
sp, Cladosporium sp, Curvularia sp, Dreschelera sp, Fusarium sp, Gliocladium
sp, Oidiodendron sp, Rhizopus sp, Trichderma sp, Ulocladium sp and Xilaria sp.
The OTA was detected in six samples, correspondent to 42.6% of the analyzed
samples, in concentration between 0.02 and 0.78 pg/L. The most elevated level
of OTA was found in the wine sample produced from the Petit verdot variety in
the Vale Submédio S&o Franscisco. Only in the grape juice sample produced
from the Violet BRS variety the presence of OTA was detected in the
concentration of 0.03ug/L). The OTA levels detected were inferior to the
maximum limit tolerable for this toxin in wine and grape juice of 2.0 pg/L,
established by the Brazilian Legislation.

Key-words: Biodiversity. Ochratoxin A. Vitis vinifera. Vitis labrusca.
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CAPITULO 1 Introdugéo Geral

1 INTRODUCAO

O estudo da diversidade de fungos filamentosos presentes em regides
vitivinicolas do Brasil, faz-se importante para que se possa obter mais
informacGes sobre a microbiota presentes nas bagas de uva e sua influéncia no
processo de vinificagdo, bem como sobre a ocorréncia de espécies
ocratoxigénicas em uvas e 0s teores de ocratoxina A (OTA) em vinhos e sucos
de uva, visto que as regibes viticolas do Brasil vém alcangando um crescente
desenvolvimento.

A incidéncia de fungos filamentosos em produtos agricolas esta
relacionada com a qualidade e a seguranca dos alimentos e bebidas. Diversos
fungos filamentosos podem estar presentes na microbiota das uvas, entretanto,
0s géneros Aspergillus e Penicillium sdo os mais comumente encontrados. Esses
fungos podem causar deterioracdo nas uvas e/ou contamina-las com metabdlitos
secundarios toxicos, denominados de micotoxinas. Em paises de clima tropical,
as principais espécies produtoras de OTA pertencem ao género Aspergillus. As
espécies de Aspergillus Secdo Nigri sdo as mais frequentemente relacionadas
como contaminantes de uvas e seus derivados. Dentre estas espécies,
A.carbonarius é considerada a maior fonte de OTA em vinhos, uvas e derivados,
em funcdo das espécies ocratoxigénicas detectadas e 0s niveis da toxina
produzidos.

A OTA tém demonstrado efeitos carcinogénicos, nefrotéxicos,
teratogénicos e imunotdxicos em animais e, acredita-se que esteja relacionada a
Nefropatia Endémica dos Balcds e com tumores no trato urinario dos seres
humanos. Recentemente, no Brasil foi regulamentado e aprovado, os limites

maximos tolerados para micotoxinas em alimentos. Esse regulamento foi criado
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com 0 objetivo de estabelecer os limites maximos admissiveis de micotoxinas
em alimentos prontos para oferta ao consumidor e em matérias-primas,
incluindo a ocratoxina A (OTA) em uvas e derivados (2ug/L).

A ocorréncia da OTA em uvas, sucos e vinhos estd relacionada
principalmente aos fatores abidticos tais como a temperatura, atividade de agua e
0 substrato, e as condicGes fitossanitarias das areas de cultivo. Entretanto, a
interacdo destes fatores ecoldgicos que afetam o crescimento e a producdo da
OTA por fungos micotoxigénicos. E importante salientar que o desenvolvimento
dos fungos ndo esta necessariamente associado com a producdo de micotoxinas.
O potencial micotoxigénico do fungo depende de alguns fatores como, a
composicao fisica e quimica da uva, de fatores ambientais e do fungo.

Com o presente trabalho objetivou-se estudar a diversidade de fungos
filamentosos, na superficie de uvas sadias, sementes e mosto destinadas a
elaboracdo de vinho (Vitis vinifera) e suco (Vitis labrusca) obtidas nos
municipios de Caldas e Trés Coracles (regidao Sul de Minas Gerais), Espirito
Santo do Pinhal (Sudeste do estado de S&o Paulo) e nos municipios de Santa
Maria da Boa Vista e Lagoa Grande (Petrolina) (PE), e Casa Nova (BA),
situados no Vale Submédio Sao Francisco, e verificar a incidéncia de espécies
produtoras de OTA durante a elaboracéo de vinhos e correlacionar com o teor de
ocratoxina A nos produtos finais.

Esta pesquisa foi realizada em parceria com o projeto Desenvolvimento
de novos vinhos tropicais, com alta qualidade e tipicidade, para fortalecer e dar
sustentabilidade ao setor vitivinicola do Vale Submédio S&o Francisco
CNPg/MAPA/SDA N°064/2008. E com o apoio do Nucleo Tecnoldgico

EPAMIG Uva e Vinho de Caldas/MG, que nos forneceu as amostras.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Viticultura Brasileira

A viticultura brasileira nasceu com a chegada dos colonizadores
portugueses no ano de 1532, no Estado de S&o Paulo. Permaneceu como cultura
doméstica até o final do século XIX, tornando-se uma atividade comercial a
partir do inicio do século XX, por iniciativa dos imigrantes italianos
estabelecidos no Sul do pais, em 1875. Desde seu inicio até a década de 60, a
viticultura brasileira ficou restrita as regides Sul e Sudeste, mantendo as
caracteristicas de clima temperado, com ciclo vegetativo anual e periodo de
repouso definido pela ocorréncia das baixas temperaturas dos meses de inverno.
Neste mesmo periodo, o cultivo da videira foi introduzido na regido semiarida
do Vale Submédio Sdo Francisco, dando inicio a viticultura tropical no Brasil
(LEAO; SOARES, 2000; PROTAS; CAMARGO; MELLO, 2006).

Na década de 70, a viticultura tropical expandiu-se rapidamente,
consolidando-se um p6lo no Norte do Parana e na década de 80 nos polos do
Noroeste de Sdo Paulo e de Pirapora no Norte de Minas Gerais. Devido a
diversidade ambiental é possivel observar diferentes condi¢fes bioclimaticas
entre as regides Vvitivinicolas do Brasil, sendo possivel encontrar &reas
produtivas caracteristica de regides temperadas, com um periodo de repouso
hibernal; &reas subtropicais, onde a videira é cultivada em dois ciclos anuais e
areas de viticultura tropical, onde é possivel a realizacdo de um, dois até trés
ciclos vegetativos por ano (PROTAS; CAMARGO; MELLO, 2006).

A partir da década de 80, houve uma maior intensidade e investimentos
com a implantagdo e modernizagéo das vinicolas (setor industrial), incentivado

pelo mercado interno, com forte base tecnolégica focada na producédo de uvas de
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variedades Vitis vinifera para a elaborag&o de vinhos finos de qualidade (GOES,
2005; PROTAS; CAMARGO; MELLO, 2006).

Como consequéncia deste cendrio, os vinhos finos nacionais tém
apresentado uma grande evolucdo qualitativa, reconhecida nacional e
internacionalmente, incorporando notaveis melhorias, principalmente no que diz
respeito ao emprego de cultivares finas e as técnicas enologicas. No entanto, o
mesmo ndo ocorre para 0s vinhos de consumo corrente, devido ao menor
potencial enoldgico da matéria-prima utilizada (PROTAS; CAMARGO;
MELLO, 2001, 2006; TONIETTO, 2002). A qualidade da matéria-prima
nacional (uvas para processamento) entretanto, ainda apresenta potencial
enoldgico inferior ao dos principais concorrentes (Chile, Argentina, Itélia,
Franca, Portugal, entre outros), o que afeta a capacidade competitiva do setor no
segmento de vinhos finos, que se ressente, principalmente no atual contexto de
mercado globalizado.

A legislagdo brasileira define vinho como a bebida obtida pela
fermentacdo alcodlica do mosto simples da uva sa, fresca e madura (BRASIL,
1990). A denominagdo de vinhos finos é utilizada para designar os vinhos
elaborados a partir de uvas européias da espécie Vitis vinifera L. Ao contrario
destes, vinhos que sdo produzidos de uvas americanas como a Vitis labrusca e
seus hibridos sdo classificados como vinhos comuns. Essa classificagdo é
empregada pela diferenciagdo entre as espéecies de uva utilizadas na elaboragdo
do vinho, o que ndo implica na qualidade das mesmas (AMORIM et al., 2006).

De acordo com Protas, Camargo e Mello (2001), a partir da década de
70 observou-se também o desenvolvimento da agroindistria de suco de uva, que
conseguiu se destacar principalmente pela qualidade e singularidade do produto,
conquistando mercados internacionais exigentes.

A producéo brasileira de suco estd concentrada principalmente no Rio

Grande do Sul, embora nas Ultimas décadas, tenha-se observado uma forte
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tendéncia para outras regifes de Goias (Santa Helena), Mato Grosso do Sul
(Nova Mutum) e no Vale do Submédio S&o Francisco. As principais cultivares
utilizadas para a elaboracdo de suco nestas regifes sdo Isabel, Isabel Precoce,
BRS Rubea, BRS Cora, Concord e Bord6. Para a agroindustria e produtores de
uvas para suco, o elevado teor glucométrico, a cor, 0 aroma e 0 sabor das uvas
sdo caracteristicas importantes, bem como o desenvolvimento de cultivares
precoces e tardias que permitam a ampliacdo do periodo de colheita nas regides
produtoras (RITSCHEL; CAMARGO, 2007).

Atualmente, o suco de uva tem-se mostrado um produto com futuro
promissor, de acordo com levantamento realizado pela Unido Brasileira de
Viticultura - UVIBRA (2012), a comercializagdo do suco de uva tem aumentado
gradativamente, sendo que no ano de 2011 (janeiro a junho) houve um
acréscimo de 18,3% na producgdo deste produto em relacdo ao ano anterior. 1sso
tem levado as empresas a fazerem grandes investimentos em estrutura e

tecnologia, buscando atender a demanda e atingir altos padrdes de qualidade.

2.2 Produgéo nacional de uvas e derivados

A cadeia produtiva da uva no Brasil é bastante complexa, incluindo
diversos setores como 0 segmento de uva para mesa, finas e comuns; o segmento
de vinhos, finos e comuns; e 0 segmento de sucos, que vem mostrando clara
tendéncia de crescimento nos ultimos anos (RITSCHEL; CAMARGO, 2007).

No cenério internacional a vitivinicultura brasileira ocupou em 2009, o
19° lugar em &rea cultivada com uvas e 0 14° em producgdo. No que se refere as
exportacOes de uvas, o Brasil foi 0 17°, e 0 10° maior exportador de suco de
uvas, em quantidade e em valor (MELLO, 2011).

A producdo de uvas no Brasil, entre os anos (2007-2010), é descrita na

Tabela 1. No ano de 2010, ocorreram problemas climaticos que resultaram em
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uma queda de 3,74% da producdo de uvas para processamento em relagdo ao
ano de 2009 na maioria dos Estados brasileiros, em especial no Rio Grande do
Sul.

Embora seja possivel observar um forte crescimento em outras regides
vitivinicolas do Brasil, nesses ultimos anos, o estado do Rio Grande do Sul
continua sendo o principal produtor de uvas e vinhos do pais. No Rio Grande do
Sul e Santa Catarina, 81% dos produtos processados sdo de vinhos de consumo
corrente e sucos de uva, elaborados a partir de uvas da espécie Vitis labrusca e,
apenas 10% sdo vinhos finos, elaborados a partir de Vitis vinifera (MELLO,
2006; SATO, 2000).

Tabelal Produgdo de uvas no Brasil (em toneladas)

Estado/Ano 2007 2008 2009 2010
Pernambuco 170.326 162.977 158.515 168.225
Bahia 120.654 101.787 90.508 78.283
Minas Gerais 11.995 13.711 11.773 10.590
Séo Paulo 193.023 184.930 177.934 177.538
Parana 99.180 101.500 102.080 101.900
Santa Catarina 54.554 58.330 67.546 66.214
Rio Grande do Sul  705.228 776.027 737.363 692.692
Total Brasil 1.354.960 1.399.262 1.345.719 1.295.442

Fonte: Mello (2006)
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A maior parte da producdo de uva no Brasil é destinada ao mercado
interno. O principal produto de exportacdo é o suco de uva, representado por
30% da producdo. Apenas 5% das uvas in natura e menos de 1% dos vinhos sdo
comercializados fora do pais. O Brasil tem todas as condi¢des de se tornar um
dos maiores exportadores de suco de uva, pelas caracteristicas das cultivares
utilizadas e pela possibilidade de diversificagdo do produto, dadas as
caracteristicas regionais, com surgimento de novos pélos viticolas (MELLO,
2006; PROTAS; CAMARGO; MELLO, 2006).

A producéo de vinhos no Brasil foi maior nos anos de 2004 e 2008, com
um total de 356 e 334 milhdes de litros, respectivamente. Em 2009 a produgéo
de vinhos no Brasil foi de apenas 245 milhdes de litros, concentrada no Estado
do Rio Grande do Sul, e em pequena parte representados nos Estados de Santa
Catarina, Pernambuco, Séo Paulo e Minas Gerais, sendo 84% de vinhos comuns
elaborados a partir de uvas americanas (Vitis labrusca, Vitis bourquina e
hibridos) e, apenas 16% voltados a producédo de vinhos finos, elaborados a partir
de variedades Vitis vinifera. Devido a essa baixa producdo no ano de 2009, a
maior parte dos vinhos finos consumidos pelos brasileiros foram importados
(76%), principalmente do Chile e da Argentina (UVIBRA, 2012).

Segundo Camargo, Tonietto e Hoffmann (2011), no ano de 2010,
aproximadamente 43,07% da uva produzida no Brasil foi destinada ao
processamento para elaboracdo de vinhos, suco de uva e derivados, sendo o
restante destinado ao mercado de uva in natura (Tabela 2).

Tabela 2 Producdo de uvas para 0 processamento e para consumo in natura, no
Brasil (em toneladas)

Ano 2007 2008 2009 2010
Processamento 637.125 708.042 678.169 557.888
Consumo in 717.835 691.220 667.550 737.554
natura

Total 1.354.960 1.399.262 1.345.719 1.295.442

Fonte: Mello (2006)
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2.3 Principais regides brasileiras produtoras de vinho

A viticultura brasileira ocupa uma &rea de, aproximadamente, 71 mil ha
distribuidos basicamente pelos Estados do Rio Grande do Sul (zona temperada),
S&do Paulo, Santa Catarina, Parana (Subtropical), Pernambuco (zona tropical),
Bahia (zona tropical) e Minas Gerais (zona subtropical), sendo base de
sustentacdo da exploracdo agroindustrial de algumas dessas regiGes, nao
somente pela producdo de uvas de mesa, mas também de matéria-prima para a
elaboracdo de vinhos, suco e derivados (AGRIANUAL, 2006; INSTITUTO
BRASILEIRO DO VINHO - IBRAVIN, 2012). As regides tradicionais e 0s
principais polos emergentes da vitivinicultura brasileira sdo apresentados no

mapa (Figura 1).
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As regides produtoras do Brasil

! fonte Goia vissel Foa Brasi ubitoal

Figural Principais Regides Brasileiras produtoras de Vinho
Fonte: Viotti (2010), modificada.

A producdo de vinho concentra-se praticamente no Estado do Rio
Grande do Sul, com uma pequena representacdo em Santa Catarina,
Pernambuco, Bahia e em Minas Gerais. Desde a sua introdu¢do no Brasil, a
videira encontrou nas adversidades climaticas um forte entrave ao seu
desenvolvimento. Em 1532, as variedades europeias introduzidas por Martin
Afonso de Souza, plantadas no litoral do Estado de S&o Paulo, foram
praticamente dizimadas pelos ataques de fungos, que desenvolviam com
facilidade nas condicbes de alta umidade e temperaturas daquela regido
(SOUSA, 1996).
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Entretanto, com a introdugdo de cultivares americanas, mais rusticas e
adaptadas as condicBes tropicais e subtropicais, a viticultura brasileira
experimentou um forte avanco. Este fato, aliado a colonizacdo de diversas
regides por imigrantes italianos e portugueses, que possuiam o habito de cultivar
a videira e consumir seus produtos é que permitiu o nascimento e evolucao das
principais regides viticolas nacionais, como as da Serra Gaucha, no Rio Grande
do Sul; do Vale do Peixe, em Santa Catarina e do Planalto de Pogos de Caldas
em Minas Gerais (SOUSA, 1996).

2.3.1 Regido Sudeste (Sul de Minas Gerais)

A regido Sul de Minas Gerais situa-se a 21 °S 40 °0, altitude de 1150 m,
precipitacdo pluviométrica anual de 1500 mm, temperatura média anual de 19
°C e umidade relativa do ar de 75%. Nesta regido a latitude é compensada pela
altitude, praticando-se uma viticultura de clima temperado, com poda em julho e
agosto e colheita em dezembro e janeiro (IBRAVIN, 2012; PROTAS;
CAMARGO; MELLO, 2006).

A viticultura no Estado de Minas Gerais teve o inicio das suas atividades
no século 19, com o cultivo de videiras de origem americana (Vitis labrusca e
Vitis bourquina). Ao longo da histdria, esta regido consagrou-se como produtora
de vinhos de mesa, elaborados com as variedades Bordd, localmente chamada de
“Folha de Figo”, Jacquez e Nidgara, tendo como principais produtores os
municipios de Caldas, Andradas e Santa Rita de Caldas (PROTAS;
CAMARGO, 2010).
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Figura2 Vinhedos no municipio de Caldas (regido Sul de Minas Gerais)

Fonte: Fotos feitas pela autora, 2011

Atualmente, a producgdo de vinho é realizada com uvas cultivadas na
prépria regido e também com uvas adquiridas no Rio Grande do Sul, ja que a
area cultivada foi bastante reduzida nos ultimos anos. Embora a vitivinicultura
do pdlo de Caldas e Andradas seja focada na producéo de vinhos de mesa e suco
de uva, existem agdes de empresérios e da propria Empresa de Pesquisa e
Agropecuéria - EPAMIG, no sentido de incentivar a producdo de uvas viniferas
(IBRAVIN, 2012).

A partir de 2001 pesquisadores do Nucleo Tecnoldgico Uva e Vinho da
EPAMIG comecaram a estudar a possibilidade de se trabalhar com cultivares
européias (Vitis vinifera) na regido sul de Minas Gerais, com condigdes de clima
temperado quente a uma altitude entre 800 e 900 m. Em parceria com a Fazenda
Santa Fé, localizada no municipio de Trés CoracOes, realizaram uma série de
experimentos com cultivares européias, e, dentre as cultivares testadas, a Syrah
foi a que melhor se adaptou a mudanca do ciclo da planta (AMORIM;
FAVERO; REGINA, 2005; IBRAVIN, 2012).
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2.3.2 Regiao Nordeste (Vale do Submédio Sdo Francisco)

A regido do Vale do Submédio S&o Francisco, cujas cidades Polos séo
Petrolina, em Pernambuco, e Juazeiro, na Bahia, é pioneira na producédo de uva e
vinho sob condicGes tropicais no Brasil. A regido situa-se no trépico Semiarido
brasileiro, a 9 °S 40 °O e altitude em torno de 350 m, média de 500 mm de
precipitacdo, concentrada entre os meses de dezembro a marco, temperatura de
26 °C e umidade relativa do ar de 50%. Neste periodo ha maior incidéncia de
doencas fangicas, especialmente de mildio e de podriddes dos cachos
(IBRAVIN, 2012; PROTAS; CAMARGO; MELLO, 2006).

A producéo de uvas destinadas a elaboracgdo de vinho na regido do Vale
do Submédio Sdo Franciso teve inicio na década de 80, quando foram
introduzidas na regido as cultivares Syrah e Cabernet Sauvignon (tintas) e
Chenin Blanc (brancas), trazidas do Sul do Brasil. Em meados da década de 90 e
inicio de 2000, outras empresas instalaram-se na regido, 0 que proporcionou um
maior aumento do volume de vinho elaborado. O Vale é considerado a segunda
regido produtora de vinhos finos do Brasil, sendo responsavel por 15% da
producdo nacional, com oito milhdes de litros por ano (PEREIRA, 2012). Este
fato ocorreu em funcdo do sucesso no cultivo das variedades Vitis vinifera que
adaptam-se melhor em é&reas de verdo longo e seco e invernos brandos
(TONIETTO; CAMARGO, 2006).

A drea da regido irrigada compreende aproximadamente 120 mil
hectares, sendo 12,2 mil hectares cultivados com videira. Cerca de 95% da area
plantada é destinada a producéo de uvas para consumo in natura, tanto para o
mercado interno como para exportagdo. Para a producédo de vinhos estima-se que
exista uma area de 500 hectares de parreiras que dao origem a 6 milhdes de
litros de vinho/ano, sendo 80% de vinho tinto e o restante de vinho branco
(SOARES; LEAO, 2009). Os principais municipios produtores de vinho desta
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regido sdo Santa Maria da Boa Vista e Lagoa Grande em Pernambuco, e Casa
Nova na Bahia (ANUARIO..., 2006).

Figura3 Vinhedos na regido do Vale Submédio Sdo Francisco (Nordeste do
Brasil)

Fonte: Fotos feitas pela autora, 2011

A regido do Vale do Submédio S&o Francisco é considerada como um
dos pélos mais dindmicos do pais e a Unica regido do mundo que produz uvas
durante todo o ano. Este fato ocorre em fungdo de algumas vantagens
caracteristicas da regido, como o clima e a irrigacdo a partir do Rio S&o
Francisco, além de outras praticas de manejo que faz com que o ciclo fenoldgico
da videira seja mais curto. Além disso, € possivel realizar o escalonamento da
producéo ao longo do ano, sendo possivel reduzir os investimentos em termos de
infraestrutura para a elaboracdo dos vinhos, possibilitando escolher os periodos
ao longo do ano favoraveis para a obtencdo de uvas e vinhos de qualidade e com
tipicidades (PEREIRA, 2006).

O Vale do Submédio S8o Francisco também produz suco de uva,
embora ainda em pequena escala. O suco de uva € um produto de grande
aceitacdo comercial no Brasil, principalmente pelos seus beneficios & salde
(SANTOS; FERRAZ, 2006).
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As variedades cultivadas na regido, para a elaboragdo de vinhos tintos
sdo Syrah, Tempranillo, Touriga, Petit Verdot, Cabernet Sauvignon, Ruby e
Cabernet Franc. A cultivar Syrah apreciadora de calor e sol, adapta-se bem a
esta regido. Na elaboracdo de vinhos brancos séo utilizados as cultivares Chenin
Blanc, Moscato Canneli, Verdejo, Viognier e Sauvignon Blanc. J& para a
elaboracdo de suco as variedades utilizadas sdo lIsabel precoce e BRS Cora
(VIOTTI, 2010).

2.3.3 Regido Sudeste (Séo Paulo)

A Vvitivinicultura paulista nasceu na regido Leste, nos arredores das
cidades de Sdo Paulo e de Campinas. Nas primeiras décadas do século XX
ganhou expressdo no municipio de Sdo Roque, como produtor de vinhos de
mesa e, na sequéncia, expandiu-se ganhando expressdo na regido de Jundiai,
neste caso tanto na producdo de uvas para vinho quanto na producdo da
variedade Niagara Rosada, destinada ao mercado de uva de mesa. Nessa regido
de Sao Paulo, o cultivo de uvas finas de mesa desenvolveu-se nos municipios de
S&o Miguel Arcanjo e Pilar do Sul, tendo como base da matriz produtiva,
principalmente as variedades Italia e Rubi. Mais tarde, na década de 1980, o
cultivo da uva fina de mesa também ganhou expressao na regido Noroeste do
Estado (com polo de referéncia no municipio de Jales), cujo sistema de producao
contempla dois ciclos e uma colheita/ano, no periodo de entressafra das demais
regibes do estado, entre os meses de julho e outubro (PROTAS; CAMARGO,
2010).

Como novidade no setor vitivinicola de Sdo Paulo registra-se algumas
iniciativas no sentido da producdo de vinhos finos. Estdo sendo feitos
investimentos em municipios como S&o Carlos, Espirito Santo do Pinhal, Itobi e

Divinolandia, com o plantio de castas finas visando & produgao de vinhos finos e
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vinhos espumantes de qualidade. O sistema/modelo de producdo prevé a
realizacdo de dois ciclos vegetativos e uma colheita por ano, realizada no
periodo entre os meses de julho a outubro, quando as condigdes climaticas
apresentam baixa incidéncia de chuvas, muita insolacdo e temperaturas amenas,
favoraveis a maturacdo da uva (PROTAS; CAMARGO, 2010). O municipio de
Espirito Santo do Pinhal localiza-se a uma latitude 22°11'00" sul e a uma
longitude 46°42'00" oeste, estando a uma altitude de 870 metros, apresenta
indicadores climaticos médios de 1500 mm de precipitacdo, temperatura média
anual de 19 °C e umidade em torno de 50%. As principais cultivares que vem
sendo implantadas na regido de Espirito Santo do Pinhal sdo Syrah, Cabernet

Sauvignon, Merlot, Sauvignon Blanc e Chardonnay.

2.3.4 Regido Sul — Serra Gaucha

No Estado do Rio Grande do Sul a principal regido produtora é a da
Serra Gaulcha, situada a 29 °S 51 °O, com altitude entre 600-800 m, apresenta
caracteristicas climaticas proximas a das regides temperadas, com precipitagdo
média anual de 1700 mm distribuidos ao longo do ano, temperatura média de
17,2 °C e umidade relativa do ar de 76% (PROTAS; CAMARGO; MELLO,
2006).

Apresenta, aproximadamente, 32 mil hectares de vinhedos, sendo
considerada a maior regido vitivinicola do Pais. Trata-se de uma viticultura de
pequenas propriedades, pouco mecanizada, onde predomina o uso da mao de
obra familiar. A colheita ocorre nos meses de janeiro e fevereiro e a maior parte
das uvas colhidas é utilizada para elaboracéo de sucos e vinho de mesa. Situada
no nordeste do estado, destacam-se 0s municipios de Bento Gongalves, Caxias
do Sul e Garibaldi pelo volume e pela qualidade dos vinhos que produzem

(VIOTTI, 2010). Mais de 80% da producdo de uvas da regido origina-se de
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cultivares americanas (Vitis labrusca, Vitis bourquina) e hibridas
interespecificas, Isabel, Bordd, Nidgara Branca, Concord, Niagara Rosada,
Jacquez e Seibel 1077. Referente as castas de Vitis vinifera, destacam-se as
cultivares de uvas brancas Moscato Branco, Riesling Italico, Chardonnay e
Trebbiano (Ugni Blanc); entre as tintas as principais sdao Cabernet Sauvignon,
Merlot, Cabernet Franc, Tannat, Ancellota e Pinotage (IBRAVIN, 2012).

A maior parte da uva colhida € destinada a elaboracao de vinhos, sucos e
outros derivados. As uvas de origem americana sdo utilizadas sobretudo para a
elaboragdo de suco e de vinho de mesa. No que se refere aos vinhos finos,
merece destaque a producdo de vinhos espumantes de alta qualidade, além dos
vinhos tranquilos, brancos e tintos. Detentora de alta tecnologia enoldgica,
sobretudo no segmento de vinhos finos, esta regido vem crescendo como
produtora de vinhos de qualidade. Nos Ultimos trés anos, a vitivinicultura
comecgou a ser estimulada nos municipios de Bagé e Candiota, na regido da
Campanha Meridional, e Pinheiro Machado e Encruzilhada do Sul, na regido da
Serra do Sudeste. Em 2011, o estado do Rio Grande do Sul apresentou uma
producéo de 258.73 milhdes litros de vinho de mesa e de 52,20 milhdes de litros
de vinho fino (IBRAVIN, 2012).
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3 BIOSSINTESE DA OCRATOXINA A (OTA)

As micotoxinas podem ser definidas como produtos naturais de baixo
peso molecular produzidas por fungos filamentosos. Em pequenas concentracoes
as micotoxinas sao toxicas para os vertebrados e outros animais e, apesar de
todas as micotoxinas serem de origem fungica, nem todos 0s compostos tdxicos
produzidos pelos fungos sdo considerados micotoxinas (BENNET; KLICH,
2003).

A ocratoxina A (OTA) é um metabdlito secundario de origem flngica
que foi descoberto na Africa por Merwe, Stein e Fourie (1965) em linhagens de
Aspergillus ochraceus como sendo um dos grupos de metabdlitos prejudiciais
para os seres humanos e animais. Mais tarde outras espécies pertencentes aos
géneros Aspergillus e Penicillium foram descritas como produtoras desta toxina
(VARGA et al., 1996).

No género Penicillium, P. verrucosum e P. nordicum sdo as Unicas
espécies que demonstraram ser capazes de produzir esta toxina (GEISEN et al.,
2004). Enquanto estas espécies sdo responsaveis pela producgdo de ocratoxina A
em cereais, espécies de Aspergillus sdo relatadas como as principais
contribuintes para a presenca de ocratoxina A em café e uvas (LUND;
FRISVAD, 2003; VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006).

A ocratoxina A (OTA) é uma molécula moderadamente instavel ao
calor, permanecendo intacta durante a maioria das operagdes de processamento
de alimentos e, portanto, pode estar presente nos produtos finais
(BULLERMAN; BIANCHINI, 2007).

A estrutura da ocratoxina A (OTA) é caracterizada quimicamente por ser
um derivado isocumarinico ligado através do seu grupo 7-carboxilico a L-B-
fenilalanina por um grupo amida (Fig. 12). A ocratoxina A €é considerada a mais

toxica, em fungdo da presenca do atomo de cloro na posi¢do C5, exercendo um
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efeito direto na dissociacdo do grupo hidroxil fendlico na ocratoxina A e
ocratoxina C, promovendo um efeito téxico a molécula (BELLI et al., 2002).

o
M—OH 0 OH o
Ot A
H

CH,

Figura 4 Estrutura Quimica da Ocratoxina A (OTA)
Fonte: Merwe, Stein e Fourie (1965)

O grupo das ocratoxinas inclui também, a ocratoxina C (OTC), 4-
hidroxiocratoxina A (4-OH OTA), ocratoxina a (OT a, sendo a fenilalanina
ausente), e a ocratoxina B (dtomo de cloro no 5C da diidro-metil-isocumarina
esta ausente) (DUARTE; PENA; LINO, 2010; SERRA; BRAGA; VENANCIO,
2005). A substituicdo do atomo de cloro tranformando a ocratoxina B em
ocratoxina A promove, ndo s6 a protecdo da toxina contra as carboxilpeptidases
em animais monogastricos, mas também parece dar uma importante expressao
na toxicidade em animais (HARRIS; MANTLE, 2001). Essas micotoxinas sao
compostas por dois agrupamentos, uma di-hidroxi isocumarina, ligada por meio
do grupo 7-carboxi a amida do grupamento L-B-fenilalanina (ligacdo estavel a
hidrolise e a temperatura), com exce¢do da OTa em que o grupamento
fenilalanina esta ausente (RINGOT et al., 2006).

A OTA é pouco solivel em agua e solivel em solugdo aquosa de
bicarbonato de sodio. E caracterizada como um composto branco cristalino,
quimicamente denominada (R) —N-[(5-cloro-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-1-

oxo0-1H-2-benzopiran-7-il) carbonil ] — L-fenilalanina. Sua formula empirica é
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CooH1506NC1 e peso molecular 403,82 g mol™. Em relacdo a emissdo de
fluorescéncia, 0 méximo pode ocorrer a 467 nm em etanol a 96% e 428 nm em
etanol absoluto (ANLI; ALKIS, 2010).

Apesar de existirem informacGes sobre sua estrutura guimica, a via
biossintética da ocratoxina A ndo esta completamente estabelecida. No entanto,
estudos com carbono 14 como marcadores bioldgicos mostraram que a metade
da fenilalanina origina-se da via do Shiquimato (a partir do &cido Shiquimico) e
a metade dihidro-isocumarina vem da via de um pentacetideo (Figura 13)
(ANLI; BAYRAM, 2009; HARRIS; MANTLE, 2001; HUFF; HAMILTON,
1979; RINGOT et al., 2006).
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Figura 5 Biossintese da Ocratoxina A
Fonte: Ringot et al. (2006)

O primeiro passo da sintese de policetideo de isocumarina consite da
condensacdo de uma unidade de acetato (acetil-COA) para 4 unidades de
malonato (MOSS, 1996, 1998). A enzima envolvida nesta atividade é a
policetideo sintetase. As condigBes que permitem a expressdo desta enzima
pelos genes de fungos produtores ocorrem somente durante o inicio da produgéo

da micotoxina. Quando formado, na sequéncia, o policetideo é modificado pela
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formacdo de um anel de lactona (sintese de mellein, isocumarina com
propriedades similares as da OTA) e a adicdo de um grupo carboxilico,
formando ocratoxina B. A seguir um atomo de cloro responsavel pelo seu carater
toxico, é incorporado a molécula pela acdo da cloroperoxidase, sintetizando a
ocratoxina o. Na ultima etapa, a enzima ocratoxina A sintetase catalisa a ligacao
entre a OTa com a fenilalanina (ANLI;, BAYRAM, 2009; EDWARDS;
O’CALLAGHAN; DOBSON, 2002; HARRIS; MANTLE, 2001; RINGOT et
al., 2006).

Huff e Hamilton (1979) propuseram uma via hipotética baseada na
estrutura da molécula de ocratoxina A. Nesta via, a meleina e a hidroximeleina
seriam 0s provaveis precursores desta toxina. Entretanto, Harris e Mantle (2001)
descreveram experimentos com precursores marcados da ocratoxina A. De
acordo com estes autores, a meleina, que foi proposta como um precursor da
ocratoxina A ndo desempenha papel na via biossintetica da toxina.

Além da via primaria da biossintese de fenilalanina, necessaria para a
sintese da OTA, outras enzimas Sa0 necessarias para este processo, como uma
policetideo sintase, responsavel pela sintese do policetideo dihidroisocumarina,
uma metilase para a formacdo do grupo carboxil, uma ocratoxina A sintase
(peptideo sintase) para a ligacdo do aminoacido fenilalanina ao policetideo, e
finalmente uma cloroperoxidase ou halogenase para a introducdo do atomo de
cloro (FARBER; GEISEN, 2004).

A principal etapa da via de biossintese da ocratoxina A é a formacdo do
policetideo. Esta formag&o, que é catalizada pela policetideo sintase, constitui de
condensagdes descaboxilativas sucessivas de unidades de acetato (unidade
iniciadora) e malonato (unidade adicionada), em um processo analogo a sintese
de &cidos graxos (VARGA et al., 2003). As policetideos sintases representam
uma classe de enzimas com multidominios que utilizam uma estratégia interativa

para a construcdo do policetideo. Estas sdo requeridas para a biossintese de
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varias toxinas, antibiéticos e outros componentes biologicamente ativos
produzidos por fungos (BROWN et al., 2007; FUJII et al., 1998).

Alguns estudos tem demonstrado a identificacdo de genes envolvidos
com a biossintese da ocratoxina A, sendo a maioria destes estudos realizados em
espécies de Penicillium (GEISEN et al., 2004; SCHMIDT-HEYDT et al., 2007)
e Aspergillus ochraceus (O’CALLAGHAN; CADDICK; DOBSON, 2003). E
recentemente, em A.carbonarius (CRESPO-SEMPERE et al., 2010; GALLO et
al., 2009) e Aspergillus westerdijkiae (BACHA et al., 2009).

Para A. ochraceus foi descrito parte de um gene, denominado pks, que
codifica uma policetideo sintase similar a policetideos sintases flngicas
envolvidas na bhiossintese de micotoxinas, como as fumonisinas e aflatoxinas.
Através da técnica de RT-PCR em tempo real, verificou-se que existe uma forte
relacdo entre a expressdo deste gene e a producdo de ocratoxina A por A.
ochraceus (O’CALLAGHAN; STAPLETON; DOBSON, 2006).

Gallo et al. (2009) identificaram e caracterizaram parte do gene ACpks
que codifica uma policetideo sintase em A. carbonarius possivelmente
envolvido com a producdo de ocratoxina A. A transcricdo do gene foi
diferencialmente regulada, sendo os transcritos observados em meio permissivo
e ausentes em meio restritivo para a producdo da toxina. Estes autores avaliaram
também a expressdo do gene ACpks de A. carbonarius em diferentes faixas de
pH. Os niveis de expressdo do gene monitorado por RT-PCR nos dias 3 e 4 ndo
apresentaram mudancas sob as diferentes condi¢bes de pH testados, entretanto
observou-se um aumento na producdo da OTA. Apesar disto, nenhuma destas
sequéncias foi provada estar envolvida com a biossintese de ocratoxina A. Ou
seja, para A. carbonarius a caracterizacdo de novos genes e a comprovagdo de
sua participacdo na via biossintética desta toxina ainda faz-se necessaria.

Apesar dos avangos em estudos que objetivam identificar os genes

envolvidos diretamente na via de biossintese da ocratoxina A, pouco se conhece
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sobre 0s mecanismos regulatorios desta via. Muitos dos genes que participam da
regulacdo foram descritos para outras micotoxinas.

Nos Gltimos anos a ocratoxina A tem recebido atencdo da comunidade
cientifica por possuir propriedades nefrotdxicas, genotoxicas, teratogénica e
imunossupressora (FOOD SAFETY AND QUALITY - JECFA, 2001), e esta
relacionada com a Nefropatia Endémica de Balcds, doenca degenerativa dos rins
que afeta exclusivamente a populacdo adulta rural. Mais recentemente foram
descritos evidéncias de uma possivel correlagdo entre OTA e desenvolvimento
de tumores do trato urinario de seres humanos (PITT et al., 2000). Segundo a
International Agency for Research on Cancer - IARC (1993), a OTA ¢é
classificada como possivel carcinogénico para humanos (grupo 2B). Os efeitos
imunotdxicos das micotoxinas ndo sao facilmente detectados nas populaces,
mas sdo de extrema importancia, pois suscetibilizam a defesa do organismo
contra micro-organismos e células tumorais. Assim tornou-se um problema de
satde publica mundial (SILVA et al., 2007).

A ocratoxina A (OTA) ocorre em diversos géneros alimenticios e
bebidas, incluindo, cevada, trigo, centeio, milho, cerveja, arroz, feijao, grdos de
café (verde e torrado), amendoim, soja, carne suina e aves, castanha-do-Brasil,
pdo, nozes, vegetacdo em decomposicdo, frutas secas, suco de maca, solo,
condimentos, uva e derivados, entre outros (ABRUNHOSA; SERRA;
VENANCIO, 2002; ASTORECA et al., 2009; BATISTA et al., 2009; CECI et
al., 2007; DUARTE; PENA; LINO, 2010; LASRAM et al., 2010; PERRONE et
al., 2007; PRADO et al., 2008; VARGA; SAMSON, 2008).

De acordo com estudos, a ocorréncia da OTA pode ser favorecida por
uma série de fatores ambientais como umidade, temperatura, tempo de
incubacdo e tipo de substrato e pelos procedimentos realizados durante a
colheita, armazenamento e transporte dos produtos (PALACIOS-CABRERA et
al., 2001; PETZINGER; WEIDENBACH, 2002; ROMANI et al., 2000).
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Em decorréncia da presenca da OTA relatada em diversos alimentos, a
Comissdo Européia adotou o regulamento (EC) n°® 472/2002, estabelecendo
limites maximos toleraveis para esta toxina nos alimentos. Segundo Monaci e
Palmisano (2004), alguns paises como a Italia estabeleceram seus proprios
limites para a concentracdo de OTA em carne suina de 0,001 pg/L e em café
torrado instantaneo de 0,004 pg/L.

No Brasil, devido a varios fatores como: crescimento da area e praticas
vitivinicolas, exigéncia de alguns paises para exportacdo e aos varios efeitos
toxicos da Ocratoxina A a salde humana, foi aprovada recentemente a
Legislacdo Nacional (Resolugdo RDC N° 7 de 18 de fevereiro de 2011) que
estabelece os Limites Maximos Tolerados (LMT) para micotoxinas em
alimentos, onde fica estabelecido o Limite Maximo de 2 pg/L para suco de uva,

polpa de uva, vinho e seus derivados (BRASIL, 2011).
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4 FATORES RELACIONADOS AO CRESCIMENTO E PRODUGAO DE
OTA POR FUNGOS

O crescimento fungico e a producdo de micotoxinas depende de uma
complexa interagdo entre diversos fatores, tais como, temperatura, atividade de
agua (aw), pH, fatores nutricionais, tipos de produtos, tempo de armazenamento,
dentre outros (ANLI; ALKIS, 2010; GARCIA et al., 2011; LASRAM et al.,
2010; PATERSON; LIMA, 2010).

Dentre os parametros ambientais, 0s mais importantes sdo a temperatura
e a atividade de agua (aw), por serem mais restritivos a producédo de micotoxinas
do que para o crescimento fangico (KHALESIA; KHATIB, 2011; MAGNOLI et
al., 2007; ROMERO et al., 2010). A a, pode ser o fator mais critico que
influencia no crescimento, germinacdo e no estabelecimento dos fungos em
substratos ricos em nutrientes (BOURAS; KIM; STRELKOV, 2009).

De acordo com Hocking et al. (2007), a importancia da temperatura e da
a,y sobre a taxa de crescimento de fungos e da produgdo de OTA na baga da uva
é dificil de ser avaliada, pois, devido ao aumento do teor de agucar que ocorre da
fase pintor até a colheita, a a,, diminui para a faixa ideal favorecendo a producao
da toxina.

Esteban et al. (2006) avaliaram o efeito da atividade de agua (0,82-0,99
a,,) sobre o crescimento e producdo de OTA em isolados de A. niger Agregado,
cultivados em CYA (Czapeck Yeast Agar) e YES (Yeast Extract Sucrose agar),
durante 30 dias de incubacdo. Estes autores observaram que a a, foi mais
restritiva para a producéo da OTA que para o crescimento destes isolados.

A temperatura ideal para o crescimento de A.niger foi relatada entre 30-
37 °C (BELLI et al., 2004b; LEONG; HOCKING; PITT, 2004), enquanto que
para a producdo de OTA a faixa ideal é de 20-25 °C (ESTEBAN et al., 2004).
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O efeito da temperatura e da atividade de &gua no crescimento e
producdo de OTA por espécies de A.carbonarius isolados de vinhedos da
Europa e Australia foi avaliado em diversos estudos (BELLI et al., 2007;
CABRERA-PALACIOS et al., 2005; ESTEBAN et al., 2006; LEONG et al.,
2006¢; OUESLATI et al.,, 2010; VALERO et al., 2007). Nestes estudos,
observou-se em geral que as condicbes favoraveis para o crescimento desta
espécie ocorrem nas faixas de 25-35 °C e em a,, entre 0,95-0,99, e a condicdo
Otima para a producdo da OTA ocorre no intervalo de 15 a 20 °C e 0,95-0,98 a,,.

Tassou et al. (2007) avaliaram o efeito da atividade de agua (a,) e da
temperatura na taxa de crescimento e produgdo de OTA in vitro de dois isolados
de Aspergillus carbonarius, na Grécia. Os dois isolados cresceram a 30-35°C e
0,96 de aw, enquanto que a producdo maxima de OTA ocorreu em condi¢des
subétimas de crescimento (15-20 °C e 0,93 — 0,96 a,). Foi observado
crescimento a 0,85 de a, e a 25 °C. A produgdo maxima de ocratoxina A foi
detectada ap6s 25 dias de incubagdo a 20 °C e 0.96 a,, e esse valor foi de 3,14 e
2,67 pg/g para as cepas analisadas. E importante observar que os isolados da
Grécia sdo mais xerotolerantes que dos outros estudos realizados nos paises
mediterraneos, demonstrando assim a influéncia das condi¢es climaticas da
regido produtora na producdo da micotoxina. Esses dados fornecem informagdes
sobre a capacidade de crescimento e produgdo de OTA de Aspergillus
carbonarius sob diferentes condi¢bes ecoldgicas, contribuindo para o
desenvolvimento de modelos que previnam o risco de contaminagdo por
ocratoxina A na producéo do vinho.

Leong et al. (2006c) analisaram o efeito de diferentes a,, (0,92-0,98) e
temperaturas (15-35 °C) na producdo de OTA por cinco isolados de A.
carbonarius e dois de A. niger obtidos a partir de vinhas australianas. Estes
autores observaram que a temperatura Otima para a producdo da OTA foi

registrada a 15 °C, enquanto a a,, 6tima para a producédo da toxina foi 0,95-0,98



44

para A.carbonarius e 0,95 para A. niger. Belli et al. (2004b) observaram que a
producdo de OTA em uvas pode chegar a quantidade maxima a 25 °C e a,, acima
de 0,98 apds cinco dias de incubacao.

Além dos fatores ambientais, a presenca de microflora competitiva e a
composicdo do substrato, sdo fatores importantes para a contaminacdo por
espécies de Aspergillus e a producdo de OTA (KHALESIA; KHATIB, 2011;
RAMOS et al., 1998). Algumas espécies de micro-organismos detectados na
microbiota de uvas, como por exemplo, Aspergillus japonicus, A.wentii,
A.ochraceus, A.versicolor, A.clavatus e as espécies de leveduras epifitas
Candida guillermondii e Acremonium cephalosporium sdo capazes de competir
por espaco e nutrientes com fungos toxigénicos, reduzindo a concentragdo de
OTA em uvas e vinhos (ABRUNHOSA et al., 2001; PONSONE et al., 2012).

Os danos na superficie das bagas causados por insetos, aves e outros
agentes primarios de infec¢do, tais como a presenca de Botrytis cinerea também
facilitam o desenvolvimento de fungos produtores de OTA (LEONG et al.,
2006a). Botrytis cinerea é um patdgeno causador do mofo cinza em uvas e sua
infeccdo leva a abertura de feridas na pelicula das bagas, favorecendo a infecgédo
de fungos oportunistas como as espécies pertencentes ao género Aspergillus.

Varias pesquisas tém demonstrado que as condig¢Oes climaticas afetam a
intensidade de contaminacdo flangica, dependendo do ano da colheita e da
localizacdo do vinhedo (BATTILANI et al., 2006; BELLI et al., 2005; LEONG
et al., 2006¢). Periodos de chuva durante a colheita por exemplo, podem causar
0 rompimento das bagas, o que pode favorecer a infeccdo por espécies de
Aspergillus e consequentemente a producdo de OTA (COZZI et al., 2007;
HOCKING et al., 2007).

O efeito dos fatores climéticos, da regido geografica e latitude, tem sido
demonstrado em diversos estudos, por sua influéncia na contaminacédo fungica e

na producdo de OTA em uvas e vinhos. A maior ocorréncia da OTA é
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encontrada em latitudes mais baixas (ROSARI; ARZOUYAN; ESTIENNE,
2000; STEFANAKI et al., 2003; ZIMMERLLI; DICK, 1996).



46

5 FUNGOS FILAMENTOSOS TOXIGENICOS E OTA EM UVAS E
DERIVADOS

As principais espécies produtoras de ocratoxina A em alimentos sdo do
género Aspergillus, pertencentes as Sec¢des Circumdati e Nigri. Em regides de
clima quente a OTA ¢é produzida pelas espécies A. ochraceus, A. carbonarius e
raramente por A. niger e, em regides de clima temperado pelas espécies
Penicillium nordicum e P. verrucosum (PITT et al., 2000). Os fungos da Secéo
Nigri possuem esporos de coloracdo preta que conferem protecdo a luz solar e a
radiacdo UV, fornecendo uma vantagem competitiva em regides de clima quente
(PITT; HOCKING, 1997).

Os fungos responsaveis pela contaminacdo de uvas e derivados com
OTA séo os Aspergillus Secdo Nigri (BATTILANI et al., 2006; CHIOTTA et
al., 2009; LASRAM et al., 2010, 2012; PONSONE et al., 2011; WELKE;
HOELTZ; NOLL, 2009). As espécies mais frequentemente detectadas em uvas
sdo A. niger, A. carbonarius, A. tubingensis e A. japonicus. As espécies A.
foetidus, A. ibericus e A. brasiliensis, ocasinalmente podem ser encontradas em
uvas (OLIVER; TORTA; CATARA, 2008).

Dentre as espécies de Aspergillus Secdo Nigri, A. carbonarius é
considerada a principal fonte de contaminacdo com OTA em uvas e vinhos
(BAU et al., 2005; LASRAM et al., 2008, 2012; SERRA et al., 2003; VALERO
et al., 2007). Embora A. niger seja a espécie mais comum do género Aspergillus
presente em uvas, poucos isolados sdo ocratoxigénicos (LEONG et al., 2006b;
VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006).

Os Aspergillus Secdo Nigri tém sido considerados como a micobiota
predominante de uvas durante o momento da colheita, embora possam ser
detectados também em todas as fases de maturacdo (BAU et al., 2005;
LUCCHETTA et al., 2010; SAGE et al., 2002; SERRA et al., 2003; SERRA,;
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MENDONCA; VENANCIO, 2006). Durante a fase de maturagio das uvas
ocorre 0 aumento no teor de aglcar e 0 amolecimento da pelicula das bagas,
tornando-as mais suceptiveis a infecdo por fungos do género Aspergillus,
principalmente os da Se¢do Nigri (LEONG et al., 2006a).

Chiotta et al. (2009) avaliaram a presenca de espécies de Aspergillus
Secdo Nigri em uvas de diferentes regibes da Argentina. A. niger Agregado
(81%) foi a principal espécie isolada em todas as regifes estudadas, seguido por
A. carbonarius (11% dos isolados) e espécies unisseriadas (8%). O maior
produtor de OTA foi A. carbonarius (28 de 31, equivalente a 90%) com niveis
variando entre 1,2 a 1285 ng/g).

De acordo com Lasram et al. (2012), dentre as espécies de Aspergillus
Nigri obtidas de uvas, A. carbonarius foi o produtor de OTA predominante, com
99,5%, contra apenas 3,2% dos isolados de A. niger Agregado ocratoxigénicos.

Diversos estudos confirmam que a espécie A. carbonarius é
predominantemente responsavel pela contaminacdo de OTA em uvas cultivadas
em paises da Europa (BAU et al., 2005; BELLI et al., 2004b; BENJAOUI et al.,
2006; BRERA et al., 2008; RATOLA; MARTINS; ALVES, 2004; SERRA;
BRAGA; VENANCIO, 2005; SERRA; MENDONGCA; VENANCIO, 2006;
SOUFLEROS; TRICARD; BOLOUMPASI, 2003; TIAMOS; ANTONIOU;
TJAMOS, 2006), na Tunisia (LASRAM et al., 2007, 2012) e na Australia
(LEONG; HOCKING; SCOTT, 2006). Entretanto, estudos realizados na
Amércia do Sul, demonstraram que isolados de A. niger Agregado foram os
principais produtores de OTA em uvas originarias da Argentina e do Brasil
(MAGNOLI et al., 2003; PONSONE et al., 2007; ROSA et al., 2002).

Khoury et al. (2008), ao avaliarem a contaminacéo por Aspergillus Nigri
em uvas e mostos originarios da Libia, detectaram que A. niger Agregado foram
mais frequentes (52,2%), seguido por A. japonicus (2,9%) e A. carbonarius

(1,8%). Segundo os autores, embora os isolados de A. niger Agregado sejam
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mais frequentes, estas espécies ndo foram as responsaveis pela producdo de
OTA. Ao contrério de A. niger Agregado, 100% dos isolados de A. carbonarius
foram produtores de OTA.

Em Portugal e Espanha, os Unicos isolados identificados como A.
carbonarius que nao produziram a micotoxina (ABARCA et al., 2003; SERRA
et al., 2003) foram posteriormente caracterizados e associados a uma nhova
espécie, Aspergillus ibericus (SERRA; MENDONCA: VENANCIO, 2006).
Estudos confirmam a producdo de OTA por isolados de A. tubingensis,
originarios de uvas (LASRAM et al., 2012; MEDINA et al., 2005).
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6 OCRATOXINA A EM UVAS, VINHOS E SUCOS DE UVA

Dentre as micotoxinas a ocratoxina A (OTA) é frequentemente
encontrada como contaminante de uvas, vinhos, mostos e sucos de uva (BELLI
et al., 2004b; CLOUVEL et al., 2008). A presenga da OTA em suco de uva e
vinho foi relatada pela primeira vez por Zimmerli e Dick (1995).
Posteriormente, diversos estudos foram realizados para avaliar os niveis desta
toxina em sucos de uva e vinhos da Europa e da Africa do Sul (KOZAKIEWICZ
et al., 2003; OTTENEDER; MAJERUS, 2000; PIETRI et al., 2001; SAGE et al.,
2002).

Em um estudo realizado na Europa sobre a contribui¢do de cada género
alimenticio para a média total de ingestdo alimentar de OTA, o vinho foi
considerado a segunda fonte mais relevante, contribuindo com 13% e os cereais
foram considerados os contribuintes mais importantes (50%) (MIRAGLIA;
BRERA, 2002).

Os primeiros dados sobre a ocorréncia de OTA em vinho comercializado
na Espanha foram apresentados em estudos de Burdaspal e Legarda (1999). A
maior incidéncia e teor desta toxina foi detectada em vinhos de sobremesa
(73%), seguido dos vinhos rosé, tinto e branco, em concentra¢des de 0,01 a 4,63
Mg/L.

Quintela et al. (2011) analisaram vinhos origindrios da Espanha e
detectaram OTA em 57% das amostras estudadas. Todas as amostras mostraram
um baixo nivel de contaminacdo de OTA (0,004-0,179 ug/L), com concentracdo
média de 0,035 pg/L. O nimero de amostras positivas foi maior na area
semidrida (71%) do que na area seca (43%). Segundo os autores, as diferencas
detectadas podem ser atribuidas a baixa precipitacdo e temperaturas elevadas na
area semiarida, condicdes que favorecem o crescimento de fungos que produzem
a OTA.
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Rosa et al. (2004) avaliaram o teor de OTA em sucos de uva e vinhos de
mesa nacionais e importados comercializados no Rio de Janeiro, Brasil. Nas
amostras de suco foi detectada uma baixa porcentagem de OTA (29%), sendo a
concentracdo maxima obtida de 0,1 pg/L. Nos vinhos, a concentracdo de OTA
obtida foi de 0,034 pg/L, sendo a maior porcentagem e nivel de contaminacdo
detectados nas amostras de vinho tinto. Segundo estes autores, 0s vinhos e sucos
brasileiros apresentaram baixo teor de OTA, sendo o maior nivel da toxina
detectado nas amostras de suco de uva tinta.

Shundo et al. (2006) analisaram vinhos de diferentes regides do Brasil, e
detectaram OTA em 31% das amostras estudadas. O nivel mais elevado da OTA
(1,33 pg/L), foi detectado no vinho produzido na regido do Vale do Submédio
S&o Francisco (Nordeste do Brasil), onde todas as amostras analisadas estavam
contaminadas em concentragdes variando de 0,36 a 1,33 pg/L. No entanto, no
estado do Rio Grande do Sul, apenas duas das 22 amostras apresentaram
concentragdes de OTA de 0,10 e 0,24 pg/L.

A contaminacdo da OTA nos vinhos originarios do Brasil pode ser
considerada baixa quando comparada com outros paises, principalmente do Sul
e Oeste da Europa e Norte e Sul da Africa. Nestas regides, uma elevada
incidéncia de OTA em vinhos tintos tem sido observada (OTTENEDER;
MAJERUS, 2000).

Ratola et al. (2005), ao analisarem 340 vinhos portugueses revelaram
gue 69 amostras continham niveis detectaveis de OTA. Destas, trés excederam
0,5 pg/L de OTA, sendo a concentragdo maxima detectada de 2,1 pg/L.

Estudos demonstram que os vinhos elaborados no Sul da Europa e Norte
da Africa, com clima mediterraneo, apresentam maior contaminagio com OTA
do que os vinhos de regides mais temperadas da Europa Central (OTTENEDER,;
MAJERUS, 2000; ZIMMERLI; DICK, 1996).
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Flajs et al. (2009) utilizaram o ensaio imunoenziméatico (ELISA) e a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para analise de OTA em
amostras de mosto e vinho elaborados na Croacia. Os resultados revelaram que
as concentracdes de OTA no mosto (0,019-0,05 pg/L) foram maiores que nos
vinhos (0-0,021 pg/L).

Quintela et al. (2012) analisaram o teor de OTA de 30 amostras de
vinhos tintos importados. Os autores mostraram que a OTA foi detectada em
88% dos vinhos importados da Alemanha e Reino Unido, 100% dos vinhos da
Suica e 67% dos vinhos importados dos Estados Unidos. A maior concentragdo
da toxina foi detectada nos vinhos tintos da Suica (0,149 pg/L) e dos Estados
Unidos (0,125 pg/L).

Na Alemanha, uma pesquisa realizada entre 1995 e 1998 detectou, entre
90 amostras de suco de uva, um valor maximo de 5,26 pg/ kg e um valor médio
de 0,74 pg/ kg (MIRAGLIA; BRERA, 2002). Na Australia, Belli et al. (2004a)
ndo encontraram OTA em 10 amostras de suco de uva analisadas. Da mesma
forma, no Brasil 70,8% das amostras de suco de uva avaliadas foram negativas
quanto a presenca de OTA, enquanto que as demais amostras (29,2%) de suco
de uva tinta continham OTA em um intervalo de contaminagéo de 0,02-0,1 pg/L
(ROSA et al., 2004). A maior concentragdo de OTA foi detectada em uma
amostra de suco de uva tinta (0,1 pg/ kg).

De acordo com Varga e Kozakiewicz (2006) sdo necessarios mais dados
sobre a ocorréncia de OTA em sucos de uva, j& que criancas sdo um dos
principais consumidores e 0 consumo de suco é maior que o do vinho. Em geral,
estudos demonstram que o suco de uva é mais contaminado com OTA do que o
vinho (BATTILANI et al., 2006; BAU et al., 2005; LASRAM et al., 2007;
SERRA et al., 2003).

Majerus, Bresch e Otteneder (2000) determinaram uma maior taxa de

contaminacgdo em amostras de suco de uva (85%) do que nas amostras de vinho
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analisadas (40%). Os maiores niveis de contaminagdo observados nos sucos de
uva em relacdo aos vinhos, ocorrem devido a auséncia do processo de
fermentacdo, que contribui para a reducdo do teor de OTA durante a vinificacdo
(OTTENEDER; MAJERUS, 2000).
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7 MEDIDAS DE CONTROLE DA PRODUGAO DE OTA EM UVAS

Diversas medidas tém sido testadas para reduzir a ocorréncia da OTA
em uvas e para a remogdo da toxina durante e apds o processo de vinificagdo
(SOUFRIZZO et al., 2010). Durante o processo de vinificacdo, a maceragéo das
uvas contribui significativamente para o aumento dos niveis de OTA nos vinhos
tintos (FERNANDES et al., 2003). Devido a alta toxicidade desta micotoxina,
varias pesquisas vém sendo realizadas para encontrar processos pelos quais 0s
alimentos venham a ser descontaminados da OTA.

As estratégias mais aplicadas envolvem métodos fisicos, quimicos e
biolégicos (HUWING et al., 2001). Estes métodos tém como objetivo reduzir ou
eliminar o efeito toxico da OTA por destrui¢cdo, modificacdo ou adsorcao desta
toxina (EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION - EC, 2003).

Estudos tém demonstrado possiveis mecanismos de degradacdo e
descontaminagdo da OTA em mostos e vinhos (BEJAOUI et al., 2004,
CASTELLARI et al., 2001; DUMEAU; TRIONE, 2002; FERNANDES et al.,
2007; GARCIA et al., 2011). Algumas estratégias preventivas, como a utilizagdo
de agentes biocontroladores, fungicidas, antioxidantes e melhorias nas praticas
vitivinicolas e de elaboracdo do vinho sdo necessarias para controlar e reduzir a
contaminagdo da OTA (BELLI et al., 2007; COZZI et al., 2009; JORGENSEN,
2005; PONSONE et al., 2012).

De acordo com estudos, deve-se observar as possiveis vias que
favoregcam a infeccdo fungica da baga, como por exemplo, danos mecanicos,
ataque de insetos e a acdo de fungos causadores de podriddo das uvas como
Botrytis cinerea (COZZI et al., 2006; PARK; NJAPAU; BOUTRIF, 1999), além
da utilizacdo de tratamentos quimicos com fungicidas para o controle de
espécies de Aspergillus responsaveis pela podriddo preta nas uvas (PONSONE
etal., 2012; VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006).
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Medidas de controle biol6gico, como o uso de leveduras epifitas tem
sido bastante utilizado na reducdo da OTA. Entretanto, as medidas preventivas
ndo impedem completamente a contaminacgdo por OTA, sendo necessario adotar
medidas corretivas, como a utilizacdo de agentes capazes de remover a toxina de
mostos e vinhos contaminados (SOUFRIZZO et al., 2010).

Vérios métodos quimicos e fisicos, como o tratamento com hipoclorito,
amonizacdo e tratamento térmico foram desenvolvidos para desintoxicar OTA
na alimentacdo animal ou bebidas alcodlicas. Entretanto, os tratamentos
térmicos ndo sdo capazes de eliminar completamente a OTA dos alimentos
(BOUDRA,; LE-BARS; LE-BARS, 1995).

Outra estratégia para reduzir o crescimento de fungos e a produgdo de
micotoxinas € a utilizacdo de antioxidantes tais como &cido vanilico ou acido 4-
hidroxibenzéico (PALUMBO; O’KEEFFE; MAHONEY, 2007) e Oleos
essenciais extraidos de plantas como Thymus vulgaris ou Aframomum danielli,
capaz de afetar o crescimento fungico e a sintese de OTA (AROYEUN;
ADEGOKE, 2007; KABAK; DOBSON, 2009).

Outros métodos de desintoxicacdo sugerem o uso de o0zdnio, carvao
ativado, silicato de aluminio, célcio, tratamento com perdxido de hidrogénio
alcalino, bentonita e irradiacdo gama em cereais e derivados (JANOS; RIGOA,;
TERENB, 2000). Castellari et al. (2001) demonstraram que o carbono ativado e
caseinato de potéssio apresentaram alta capacidade de adsorcao para a OTA.

A estabilizacdo de mostos pela adigdo de sulfito € comumente utilizada
durante o inicio do processamento da uva e elaboracdo do vinho, como medida
preventiva para impedir o crescimento de micro-organismos indesejaveis. No
entanto, este composto ndo atua na reducdo ou degradacdo da OTA (HOCKING
et al., 2007; ROSET, 2003).

Agentes clarificantes que contém carbono, como o carvdo enoldgico,

tem sido utilizado como préatica na redugdo do teor de OTA em vinhos
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contaminados. No entanto, a eficdcia do carvdo na remogdo da toxina esta
relacionada com a alteracdo da qualidade do vinho, como o contetdo dos
polifendis (LEONG et al., 2007; VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006).

A Dbiodegradacdo ¢é considerada a melhor solucdo para a
descontaminacdo da OTA. Varios trabalhos foram realizados utilizando micro-
organismos ou culturas celulares, como fungos filamentosos, protozoarios,
bactérias, leveduras ou culturas celulares de plantas (ABRUNHOSA; SANTOS;
VENANCIO, 2006; OZPINAR et al., 2002; PIOTROWSKA; ZAKOWSKA,
2000; RUHLAND; ENGELHARDT; WALLNOFER, 1996; SCHATZMAYR et
al., 2003).

A acdo das bactérias do &cido lactico sobre a OTA durante o processo da
fermentacdo malolatica varia de acordo com a cepa. Certas cepas parecem
remover a toxina somente por meio do mecanismo de adsorcdo, como observado
para as leveduras (BEJAOUI et al., 2004; CECCHINI et al., 2006;
FERNANDES et al., 2003, 2007). Outras exibem diferentes capacidades de
diminuicdo do teor de OTA no vinho (SILVA et al., 2003). As estirpes mais
eficazes sdo capazes de degradar a OTA em ocratoxina o, ¢ podem diminuir a
concentragdo da toxina no vinho em até 80% (FUMI et al., 2007).

A degradacdo da OTA por algumas espécies de Aspergillus Secao Nigri,
em meio de cultura, ocorre através da clivagem da molécula na porcao
isocumarina, ocratoxina a e fenilalanina (LEONG et al., 2007). Esta degradagdo
pode ser benéfica para o fungo que a utiliza como fonte de nitrogénio organico
para o seu crescimento (HOCKING et al., 2007).

Segundo Merwe, Stein e Fourie (1965), espécies de A.niger ndo
toxigénicas sdo capazes de produzir enzimas tais como carboxipeptidases A que
degradam eficientemente a OTA. Outras enzimas obtidas por esta espécie que

também podem degradar a toxina sdo lipases, proteases e metaloenzima
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(ABRUNHOSA; SANTOS; VENANCIO, 2006; ABRUNHOSA; VENANCIO,
2007).

Bejaoui et al. (2006a, 2006b) avaliaram a descontaminagdo do suco de
uva por espécies de Aspergillus Sec¢do Nigri. Os autores mostraram que A.niger
foi capaz de degradar totalmente a OTA, enguanto que A.japonicus
parcialmente. A utilizacdo de espécies de A.niger na eliminacdo biolégica da
OTA em sucos de uva e mostos, € sugerido por se tratar de um fungo
reconhecido por sua baixa toxicidade.

Abrunhosa, Serra e Venancio (2002) avaliaram a capacidade de
degradacdo da ocratoxina A por fungos filamentosos isolados de uvas
portuguesas. Os autores observaram que 51 das 76 linhagens testadas,
predominantemente espécies de Aspergillus, foram capazes de degradar mais de
80% da ocratoxina adicionada a cultura. As espécies com maior potencial de
degradagdo (95%) foram os Aspergillus Secdo Nigri. Outros fungos
frequentemente isolados de uvas, tais como, Alternaria, Botrytis, Cladosporium
e Penicillium, também mostraram significativa capacidade de degradacéo.

As leveduras sdo considerados um dos mais potentes agentes de controle
bioldgico, devido a sua biologia e propriedades ndo toxicas (PONSONE et al.,
2012). O mecanismo provavelmente envolvidos no controle bioldgico de fungos
filamentosos pela levedura é a competicdo. Esses micro-organismos, de fato,
podem ser agentes de controle bioldgico eficazes devido a sua capacidade de
colonizar uvas e competir por espago e nutrientes com outros micro-organismos
(MCLAUGHLIN et al., 1990).

Recentemente, Ponsone et al. (2011) descreveram duas linhagens de
leveduras epifitas Lanchancea thermotolerans que foram capazes de controlar o
crescimento e acumulo de fungos ocratoxigénicos tanto "in vitro" e "in situ". Os
dados apresentados até agora indicam que as leveduras que ocorrem

naturalmente nas uvas sdo promissores fungicidas ecoldgicos porque elas podem
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sobreviver e colonizar as bagas de uvas nas vinhas e também manter o equilibrio
natural do ambiente.

Meca, Blaiotta e Ritiene (2010) avaliaram a capacidade de remocédo da
OTA por linhagens de Saccharomyces cerevisiae em vinho tinto italiano. Os
autores observaram que todas as linhagens analisadas foram capazes de reduzir
significativamente o contetdo de OTA durante o processo de fermentacdo do
vinho, através do mecanismo de adsorcao celular e ndo de degradacéo.

A adsorcdo da OTA ocorre possivelmente, por meio de parede celular da
levedura formada por dois constituintes principais: os p-glucanos e as
manoproteinas. As manoproteinas sdo compostos presentes na parte exterior da
parde celular, capazes de se ligar a micotoxinas, como por exemplo o
mananoligossacarideo modificado derivado da célula de Saccharomyces. A
resisténcia mecanica da parede celular é principalmente devido a presenga do [
1,3-glucano (MECA; BLAIOTTA,; RITIENE, 2010).

O composto trans-resveratrol (fitoalexina natural presente em uvas),
possui a capacidade de inibir a biossintese de algumas micotoxinas (FANELLI
et al., 2003), e controlar a contaminacao de espécies micotoxigénicas produtoras
de OTA (ALDRED et al., 2008). Além disso, devido as suas propriedades
antioxidantes, o trans-resveratrol também pode ter efeitos positivos sobre a
conservagéo do fruto durante o armazenamento (PONSONE et al., 2012).

Recentemente, Rossi et al. (2011) avaliaram a capacidade do trans-
resveratrol presente em diferentes variedades de uvas na inducéo do crescimento
de A.carbonarius e na biossintese da OTA. Estes autores observaram que 0
aumento da quantidade de trans-resveratrol nas bagas de uva logo apés a
infeccdo fungica, promove a inibicdo do crescimento de A.carbonarius e o
controle na sintese da OTA.

As medidas preventivas ndo impedem completamente a contaminacdo

por OTA, sendo necessario a adog¢do de programas de Boas Praticas Agricolas
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de colheita e pds-colheita que poderdo exercer destacada importancia na redugédo
dos riscos de contaminacdo das uvas por fungos toxigénicos e,

consequentemente dos vinhos obtidos a partir dessa matéria-prima.
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CAPITULO 2 Fungos filamentosos presentes nas bagas, sementes e mostos
de trés regides produtoras de uva

RESUMO

O presente trabalho fornece informacdes sobre a diversidade de fungos
filamentosos presentes na superficie das bagas, sementes e mostos de uvas e a
influéncia geografica de cultivo nas regides Sudeste (Sul de Minas Gerais e S&o
Paulo) e Nordeste (Vale do Submédio Sdo Francisco) do Brasil. Foram
analisadas um total de 26 amostras de uvas das cultivares Vitis vinifera e Vitis
labrusca. Para o isolamento dos fungos das bagas e sementes foi utilizada a
técnica do plagueamento direto em meio Agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (DRBC). Para a andlise do mosto foi realizado o espalhamento a
partir de dilui¢Bes seriadas. A identificacdo das espécies foi realizada com base
nas caracteristicas macro e micro morfoldgicas. A Analise de Componentes
Principais (PCA) avaliou o comportamento das variedades e dos fungos
isolados. Foi utilizado o Indice de diversidade de Shannon-Weiner para avaliar e
comparar a diversidade de fungos. A partir das amostras analisadas um total de
2949 fungos e 16 géneros foram isolados e identificados. Os principais géneros
detectados foram: Alternaria, Aureobasidium, Aspergillus, Cladosporium,
Curvularia, Colletrochium, Dreschelera, Fusarium, Gliocladium, Oidiodendron,
Penicillium, Rhizophus, Trichoderma, Ulocladium e Xilaria. Destes, Aspergillus
e Penicillium foram mais frequentes. A regido geografica e as condigdes
climaticas influenciaram na diversidade flngica presente nas amostras.
Aspergillus foi mais frequente na regido semiarida, enquanto que as espécies de
Penicillium sobressairam na regido subtropical. A diversidade das espécies de
Penicillium foi maior que de Aspergillus em todas as regiGes. As espécies de
Penicillium mais frequentes foram: P. brevicompactum, P. glabrum, P.
pinophilum e P. crustosum. Este é o primeiro trabalho realizado em vinhedos do
Brasil que relata a diversidade flngica presente em diferentes regifes, além de
demonstrar a diversidade na regido do Vale do Submédio Sao Francisco, que
apresenta particularidades, sendo a Unica zona produtora de vinho em condigdo
tropical semiérida do mundo.

Palavras-chave: Fungos filamentosos. Vitis vinifera. Vitis labrusca. Diversidade.
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ABSTRACT

The present work provides information on the diversity of filamentous
fungi present in the surface of grape barries, seeds and musts, and the
geographical influence on the cultivation in the Southeastern (South of Minas
Gerais and S8o Paulo) and Northeastern (Vale do Submédio Sdo Franscisco)
regions of Brazil. A total of 26 grape samples of the cultivars Vitis vinifera and
Vitis labrusca were analyzed. For the isolation of the fungi from the berries and
seeds, a direct plating technique was used in the mycological media Dicholoran
Rose Bengal Chloranphenicol (DRBC). For the analysis of the must, a spreading
from serially diluted samples was performed. The identification of the species
was based on macro and micro morphometric characteristics. The Principal
Component Analysis (PCA) evaluated the behavior of the varieties and of the
isolated fungi. The Shannon-Wiener diversity index was used to evaluate and
compare the diversity of the fungi. From the analyzed samples, a total of 2949
fungi and 16 genera were isolated and identified. The main genera detected
were: Alternaria, Aureobasisium, Aspergillus, Cladosporium, Curvularia,
Colletrochium,  Dreschelera, Fusarium, Gliocladium,  Oidiodendron,
Penicillium, Rhizophus, Trichoderma, Ulocladium and Xilaria. Of these,
Aspergillus and Penicillium were the most frequent. The geographical region
and weather conditions seem to have influenced fungal diversity present in the
samples. Aspergillus was the most frequent in the semi-arid region, while the
Penicillium species, in the subtropical region. The diversity of Penicillium
species was larger than of the Aspergillus in all regions. The most frequent
Penicillium species were: P. brevicompactum, P. glabrum, P. pinophilum and P.
crustosum. This is the first work performed in Brazilian vineyards which reports
the fungal diversity present in different regions, in addition to demonstrating the
diversity in the Vale do Submédio Sdo Franscisco region, which presents
particularities, being the sole wine producing zone in semi-arid tropical
conditions in the world.

Key-words: Filamentous fungi. Vitis vinifera. Vitis labrusca. Diversity.
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1 INTRODUCAO

A presenga de fungos filamentosos em vinhedos tem sido relacionada a
deterioracdo das uvas que pode ocorrer em diferentes estdgios de maturacdo
(MAGNOLLI et al., 2003). Botrytis cinerea é considerado o principal agente
causador da podriddo em uvas, promovendo um efeito prejudicial sobre as
propriedades organolépticas, afetando a qualidade do produto final. Este
patdgeno ¢é capaz de danificar as bagas permitindo a coloniza¢do por outros
fungos acelerando a podriddo e produzindo metabdlitos toxicos, como a
ocratoxina A. Os géneros Aspergillus e Penicillium sdo os principais
responsaveis pela producdo de ocratoxina A (OTA) em uvas (BATTILANI;
GIORNI; PIETRI, 2003; PITT; HOCKING, 1997; ZIMMERLI; DICK, 1996).
As principais espécies de fungos responsaveis pela contaminacdo de OTA em
uvas pertencem ao Aspergillus Secdo Nigri, entre os quais A. carbonarius € o
maior produtor (BATTILANI et al., 2003; BATILLANI; MAGAN;
LOGRIECO, 2006; LASRAM et al., 2012; LEONG et al., 2006).

A contaminagcdo de uvas e seus derivados com micotoxinas, em
particular a ocratoxina A (OTA), tem impulsionado estudos sobre a microbiota
fangica de uvas em diversos paises como Itdlia (BATTILANI; GIORNI;
PIETRI, 2003), Argentina e Brasil (CHIOTTA, 2009; ROSA et al., 2002),
Tunisia (LASRAM, 2010; LASRAM et al., 2012) Portugal (SERRA; BRAGA;
VENANCIO, 2005; SERRA et al., 2003), Espanha (BAU et al., 2005; BELLI et
al., 2006), Australia (LEONG; HOCKING; PITT, 2004), Grécia (MAGAN;
MEDINA; ALDRED, 2011).

Os géneros Botrytis, Alternaria, Cladosporium, Aspergillus, Oidium,
Uncinula, Rhizopus e Eurotium sdo considerados como o0s principais
contaminantes naturais em uvas e seus derivados (FLEET, 2001; MAGNOLI et

al., 2003; SAGE et al., 2002). Espécies de fungos capazes de causar podriddo
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nas uvas (por exemplo, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Penicillium
expansum e Rhizopus) podem ser comumente encontrados na superficie das
bagas (SERRA et al., 2006).

A presenca desses fungos filamentosos em diferentes regides vinicolas
pode ser influenciada por diferentes fatores, tais como o periodo de colheita,
tipos de variedades de uva, area geogréfica, condicdes climéticas e as praticas
viticolas aplicadas (SAGE; GARON; SEIGLE-MURANDI, 2004; SERRA et al.,
2006).

Este estudo teve como objetivo avaliar a diversidade de fungos
filamentosos presentes na microbiota de bagas de uvas, sementes e mostos, além
de comparar as diferencas devido a origem geografica das variedades analisadas,
de vinhedos localizados nos municipios de Caldas e Trés Coragdes, no Sul de
Minas Gerais (Regido R1), Espirito Santo do Pinhal, Norte de S&o Paulo
(Regido R2) e Santa Maria da Boa Vista, Petrolina, Lagoa Grande (Pernambuco)
e Casa Nova (Bahia) (Regido R3), localizados no Vale do Submédio Séo

Francisco.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Areas de Estudo

Para avaliar a distribuicdo dos fungos filamentosos, foram coletadas nas
safras de 2010 e 2011, 26 amostras de uvas de variedades Vitis labrusca (Boérdo,
BRS Cora, Isabel Precoce e Violeta) e Vitis vinifera (Cabernet Sauvignon,
Grenache, Petit Verdot e Syrah) (Tabela 2), de vinhedos localizados nos
municipios de Caldas e Trés Coracfes, no Sul de Minas Gerais (Regido R1),
Espirito Santo do Pinhal, Norte de Sdo Paulo (Regido R2), Santa Maria da Boa
Vista, Petrolina, Lagoa Grande (Estado do Pernambuco) e Casa Nova (Bahia)
(Regido R3), localizados no Vale do Submédio Séo Francisco. Alguns dados das
regibes, como coordenadas geogréaficas, tipo de clima, temperatura média e

precipitacdo anual estdo descritas nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 Localizacdo e coordenadas geograficas dos municipios onde foram

coletadas as variedades de uvas analisadas

Municipios Localizacao Clima
Latitude Longitude Altitude
Minas Caldas 21°00° 46°00° 1150 m  SubTropical
Gerais (R1)
Trés CoragOes 21°41° 45°15° 900 m SubTropical
S&o Paulo  Espirito Santo  22°11° 46°45° 1210 m  Tropical
(R2) do Pinhal
Vale Casa Nova 09° 15' 40° 51" 360 m Tropical
Submédio Semiéarido
Séo
Francisco
(R3)
Santa Maria da 09° 04' 40° 08' 361 m Tropical
Boa Vista Semiérido
Petrolina 09° 02' 40° 11 350m Tropical
Semiérido
Lagoa Grande 09° 04' 40° 08' 345m Tropical
Semiérido

Fonte: Amorim, Favero e Regina (2005) e Protas, Camargo e Mello (2006)

2.2 Amostragem

2.2.1 Amostras Estudadas

Para a andlise da diversidade de fungos filamentosos foram coletadas

amostras de uvas tintas viniferas (Vitis vinifera L.) utilizadas para a elaboracdo

de vinhos finos (n=15) e de uvas tintas para a elaboracdo de suco (Vitis

labrusca) (n=11), no estadio final de maturacdo (colheita), totalizando 26

amostras (Tabela 2).
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Tabela 2 Dados referentes as amostras analisadas (variedades, més de colheita,
temperatura (média °C), precipitagdo (mm) e umidade relativa (U.R
%), durante o periodo de amostragem)

Variedade Regido Més de coleta Temp. (mm)* (U.R)*
(C)

Vitis vinifera
Syrah (1) R2 Jul/2010 18,1 25,8 70
Syrah (2) R2 Jul/2010 19,9 49,9 60
Syrah (3) R1 Jul/2010 14,8 13,6 75
Cabernet Sauvignon R1 Jul/2010 14,8 13,6 75
(4)
Syrah (5) R1 Jul/2010 14,8 13,6 75
Grenache (7) R3 Agosto/2010 23,5 0,0 72
Petit Verdot (8) R3 Set/2010 25,7 2,7 51
Syrah (10) R3 Jul/2010 23,3 41,1 80
Syrah (11) R3 Dez/2010 26,3 1749 76
Petit Verdot (17) R3 Mar/2010 27,6 91,0 66
Syrah (20) R3 Agosto/2011 19,7 71,0 52
Syrah (21) R3 Maio/2011 26,4 68,2 71
Syrah (24) R3 Maio/2011 24.8 69,2 78
Cabernet Sauvignon R3 Maio/2011 26,4 68,2 71
(25)
Syrah (26) R3 Maio/2011 26,4 68,2 71
Vitis Labrusca
Violeta (6) R1 Dez/2010 22,1 401,1 80
Isabel Precoce (9) R3 Agosto/2010 24,4 0,0 56
Violeta (12) R3 Dez/2010 26,3 164,5 68
Isabel Precoce (13) R3 Dez/2010 26,3 164,5 68
Isabel Precoce (14) R3 Out/2010 27,8 18,2 54
BRS Cora 572 (15) R3 Mar/2010 27,6 91,0 66
Isabel Precoce (16) R3 Mar/2010 27,6 91,0 66
Bérdo (18) R1 Jan/2011 21,6 312,1 83
Bérdo (19) R1 Jan/2011 21,6 312,1 83
BRS Cora 572 (22) R3 Maio/2011 26,4 68,2 71
Isabel Precoce (23) R3 Maio/2011 26,4 68,2 71

*Dados médios mensais obtidos nas Estagdes Agrometereoldgicas de Bebedouro
(Petrolina/PE)/Embrapa Semiarido, Mandacaru (Juazeiro/BA), Nucleo Tecnoldgico
Epamig Uva e Vinho/EPAMIG (Caldas — MG), Monitoramento Climatolégico: Espirito
Santo do Pinhal e CEPAGRI (Centro de Pesquisas Metereoldgicas e Climaticas
Aplicadas a Agricultura/Campinas

Foram colhidos aproximadamente 2 kg de cachos de uvas aparentemente

sds, de cada variedade, de forma aleatoria no vinhedo de cada regido (R1, R2 e
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R3). As uvas foram transportadas para o laboratério de Micologia e Micotoxinas
do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA/UFLA).

2.2.2 Mostos

O mosto foi obtido pelo esmagamento das bagas (escolhidas
aleatoriamente dos cachos das 26 amostras coletadas). Um volume aproximado
de 200 mL foi obtido apds o filtrado e analisado imediatamente quanto a

presenca de fungos filamentosos.

2.3 Isolamento dos Fungos

Para o isolamento dos fungos filamentosos contaminantes das bagas e
sementes, foi utilizada a Técnica de Plagueamento Direto. De cada amostra
selecionou-se 100 bagas ao acaso e as demais foram utilizadas para a extracdo
das sementes. As bagas e as sementes foram submetidas ao procedimento de
desinfecgdo superficial com alcool 70% e hipoclorito a 1%. Um total de 100
bagas e sementes foram plaqueadas em meio Agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (DRBC) (glicose 10,0 g, peptona bacterioldgica 5,0 g, KH,PO,
1,0 g, MgSO, 7H,0 0,5 g, Agar 15,0 g, Rosa de Begala 25 mg, Dicloran 2 mg,
cloranfenicol 0,100 mg, agua destilada 1 L), e incubadas em BOD a 25 °C por 5-
7 dias, conforme Samson, Hoekstra e Frisvad (2000).

Para a analise dos mostos, 25 mL de cada amostra foram
homogeneinizados em 225 mL de &gua peptonada 0,1% estéril, seguido da
agitacdo em stomacher por 2 min. Em seguida, 0,1 mL de cada dilui¢do (1:10,

1:100 e 1:1000), por espalhamento, foi tranferido para placas de Petri estéreis
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contendo meio DRBC. As placas foram incubadas a 25 °C por 5-7 dias,
conforme Samson, Hoekstra e Frisvad (2000).

2.4 ldentificacdo dos fungos filamentosos

2.4.1 ldentificacdo de espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium

As culturas foram purificadas em Malt Agar 2% (MA) (extrato de malte
20,0 g, Agar 20,0 g, agua destilada 1 L) a 25 °C, logo ap6s os isolados foram
inoculados em placa de Petri contendo os meios de cultura padronizados
conforme os manuais de identificacdo, Czapeck Yeast Agar (CYA) (K,PO, 1,0
g, Czapeck concentrado 10 mL, extrato de levedura 5,0 g, sacarose 30,0 g, Agar
15,0 g, solucdo metélica de Czapeck 1 mL, &gua destilada 1 L), incubados as
temperaturas de 25 °C e 37 °C por 7 dias e Malt Extract Agar (MEA) (extrato de
malte 20,0 g, peptona bacteriolégica 1,0 g, glicose 20,0 g Agar 20,0 g, agua
destilada 1 L), a 25 °C por 7 dias. Ap6s o crescimento, foram observadas as
caracteristicas morfoldgicas (macroscopicas e microscopicas) descritas
conforme Klich (2002).

Os isolados de Aspergillus foram identificados conforme Klich (2002) e
as espécies de Penicillium de acordo com Pitt (2000), sendo essas identificagdes

amparadas por Pitt e Hocking (1997) e Samson, Hoekstra e Frisvad (2000).

2.4.2 ldentificacdo de espécies do género Fusarium sp

A identificagdo dos isolados foi realizada de acordo com o protocolo de
Nelson, Toussoun e Marasas (1983). Os isolados foram cultivados em placas de
Petri estéreis contendo meio SNA (KH,PO, 1g; KNO; 1g; MgSO,. 7H,0; KCI



85

0,5g; glicose 0,2g; sacarose 0,2g; Agar 20g e agua destilada 1L). Para analisar as
caracteristicas microscopicas os isolados foram cultivados em meio MA e para a
coloracdo em meio Batata Dextrose Agar (BDA). As placas foram incubadas em
BOD, com fotoperiodo a 21 °C, por 10 dias.

2.4.3 ldentificacdo das espécies dos géneros Rhizopus sp, Cladosporium sp,

Curvularia sp, Acremonium sp, Dreschelera sp, Trichoderma sp

Apos a confirmagdo destes géneros, estes foram cultivados em meio
Extrato de Malte (MEA), a 25 °C, por 7 dias e a identificacdo das espécies

realizada de acordo com Samson, Hoekstra e Frisvad (2000).

2.4.4 ldentificagdo das espécies dos géneros Alternaria sp

Os isolados pertencentes ao género Alternaria foram cultivados em meio
Aveia Agar (aveia 30g; agar 15¢; agua destilada 1L), por 7 dias, a 25 °C e
identificados conforme Ellis (1971).

2.4.5 ldentificagdo das espécies dos géneros Coletrochium sp,
Aureobasidium sp, Gliocladium sp, Xilaria sp, Oidiodendron sp e

Ulocladium sp

Os isolados foram cultivados em meio MA, por 7 dias, a 25 °C e
identificados conforme Ellis (1971).
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2.5 Célculo do indice de biodiversidade

Para avaliar e comparar a diversidade de fungos filamentosos presentes
nas bagas, sementes e mostos de diferentes variedades de uvas cultivadas nas
regides R1, R2 e R3, foi utilizado o Indice de diversidade de Shannon-Weiner
(‘H): que considera a riqueza ¢ o numero de individuos de cada espécie
(MAGURRAN, 1988).

H™ = - (pi. In pi)

em que pi é a propor¢do de individuos de cada espécie i em relagdo ao

namero total de individuos.

2.6 Analise de componentes principais

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada para avaliar o
comportamento das variedades de uvas Vitis vinifera e Vitis labrusca e a
presenca de fungos nos substratos baga, semente e mosto. A matriz de dados foi
construida usando as varidaveis em estudo e os dados passaram por pré-
processamento usando autoescalamento. Os calculos foram executados usando o

programa Matlab verséo 7.5.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Diversidade de fungos filamentosos em bagas, sementes e mostos de

uvas

Das trés regides analisadas, um total de 2949 fungos foram isolados e
identificados neste estudo. Deste total 1180 foram isolados das bagas, 713 das
sementes e 1056 do mosto. Estes isolados apresentam-se distribuidos em
dezesseis (16) géneros (Tabela 3).

Tabela 3 Frequéncia de ocorréncia das espécies encontradas nas amostras de
baga (B), semente (S) e mosto (M) nas trés regides avaliadas

Regido 1 Regido 2 Regido 3
Género/Espécie B S M B S M B S M
Acremonium
A. alternatum - - - 1 - - - - 1
Aureobasidium
A. pullulans - - - - - - 9 - -
Alternaria
A.alternata - - - 17 - - 14 7 -
Aspergillus
A.aculeatus 4 1 - - - - 22 13 16
A.carbonarius - - - - - - 16 8 -
A flavus 1 11 42 - 1 1 8 34 32
A foetidus 1 3 12 7 5 2 68 32 15
A.fumigatus - 18 - - - - - - -
A.japonicus 7 14 18 4 2 26 233 97 175
A.niger 2 3 14 21 1 24 162 49 52
A.niger Agregado - - 9 11 - 14 37 12 26
A.niveus - - - 1 - - - - -
A.ochraceus 1 5 2 - 1 - - 4 29
A.oryzae - - - - - - - 2 4

A.tubingensis 1 5 21 30 - 18 74 53 37



“Tabela 3, continuagdo”

Regido 1

Regido 2

Regido 3

Geénero/Espécie
Cladosporium
C cladosporioides

Curvularia

C. lunata
Coletrochium sp
Dreschelera

D. spicifera
Fusarium

F. semitectum
Gliocadium

G. catelunatum
Oidiodendron sp
Penicillium sp
P.aurantiogriseum
P.brevicompactum
P.citrinum
P.crustosum
P.decumbens
P.expansum
P.funiculosum
P.glabrum
P.griseofulvum
P.implicatum
P.islandicum

P.lividum
P.minioluteum
P.paxilii
P.pinophilum
P.purpurogenum
P.rugulosum
P.sclerotiorum
P.solitum
P.thomii
P.variabile
P.viridicatum
P.chrysogenum
Penicillium sp
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M

20
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M
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“Tabela 3, conclusdo”

Regido 1 Regido 2 Regido 3
Geénero/Espécie B S M B S M B S M
Rhizopus
R. stolonifer 1 - - - - - 1 - 4
Trichoderma
T. harzianum - - 1 - 1 - 6 - 2
Ulocladium
U. chartarum - - - - 2 - - - -
Xilaria sp - - - - - - 1 - -
Total 154 223 337 191 94 123 835 396 596

Nota: Regido R1 (Sul de Minas Gerais), Regido R2 (Sdo Paulo) e Regido R3 Vale do
Submédio Sao Francisco.

Os resultados obtidos demonstram que 0s géneros mais frequentes nas
trés regides, foram Aspergillus e Penicillium com um total de 54,2% e 30,3% de
isolados, respectivamente. Portanto, estes fungos identificados, representam uma
parte importante e significativa da microbiota fangica entre todos os fungos
isolados nas regiGes avaliadas. O género Aspergillus foi mais frequente nas
regides R2 e R3. Enguanto, que os Penicillium foram mais frequentes na regido
R1 (Fig. 1).

A diversidade de espécies avaliada pelo indice de Shannon-Wiener
revelou que a regido R1 apresentou a maior diversidade de espécies (H'=1,24) e
que a menor diversidade foi observada na regido R3 (H'= 1,13) (Tabela 4). O
género Penicillium foi o que apresentou maior riqueza com 24 espécies,
enguanto que o género Aspergillus apresentou uma menor riqueza, com 12

espécies.
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Figural Distribuicdo de fungos filamentosos nas trés regiGes analisadas: regido R1 (Minas Gerais), R2 (Sdo Paulo) e
R3 (Vale Submédio Séo Franciso)
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Tabela4 indice de Biodiversidade (indice Shannon Wiener) em funcdo das
amostras nas trés regides estudadas

Regido indice Shannon Wiener
R1 1,242
R2 1,211
R3 1,131

Nota: Regido R1 (Minas Gerais), R2 (Sao Paulo) e R3 (Vale Submédio S&o Franciso)

Dos 1597 isolados de Aspergillus identificados, o maior nimero de
espécies pertence a Secdo Nigri, sendo representados por (57,2%) de espécies
bisseriadas e (42,8%) unisseriadas. Os Aspergillus Sec¢do Nigri sdo considerados
como a microbiota predominante de uvas, principalmente na ep6ca de colheita
(BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003; ROSA et al., 2002; SAGE et al., 2002;
SERRA et al., 2003). A maior frequéncia de ocorréncia destas espécies ocorreu
principalmente na regido R3, que possui clima quente observado durante todo o
ano, com temperatura maxima podendo atingir os 33 °C. Durante o periodo de
colheita das uvas a temperatura média observada atingiu os 27,8 °C.

Apesar de estarem associadas a regido de clima mais quente, as espécies
de Aspergillus Secdo Nigri também foram observadas neste estudo nas regides
R1 e R2, demonstrando que a frequéncia de distribuicdo destas espécies pode
diminuir a medida que ocorre variagbes climaticas tais como o aumento da
temperatura e diminui¢do do volume pluviométrico dentre as regides estudadas.

Estudos comprovam que o aumento da frequéncia das espécies de
Aspergillus da Secdo Nigri em climas mais quentes pode estar associado a
capacidade de sobrevivéncia prolongada destas espécies no solo, bem como a
capacidade de adaptagdo a altas temperaturas e baixa atividade de &gua
(BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO, 2006; LEONG; HOCKING; PITT,

2004). Além disso, a coloracdo preta dos conidios destes fungos confere
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protecdo contra a luz solar e luz UV, o que representa uma vantagem
competitiva para estas espécies (LEONG et al., 2006; PITT; HOCKING, 1997).
As espécies de Pencillium mais frequentes foram P. brevicompactum, P.
glabrum, P. pinophilum e P. crustosum que, juntos, responderam por
aproximadamente 66,0% dos isolados do género (Figura 2). As espécies de
Penicillium mais abundantes, foram observadas na regido R1. O clima da regido
R1 é classificado como subtropical, com temperatura média anual de 19 °C,
inverno seco e verdo chuvoso, umidade em torno de 70%. Estes fatores podem

ter sido responsaveis pela maior frequéncia destas espécies nesta regido.



Figura 2

N® de isolados encontrados

P brevicompaciumP. ciinum  P. crustosum P decubens P. funiculosum P glabrum P pinophium P rugulosum P solfum P thomi F vanabie

Incidéncia de espécies de Penicillium nas amostras de bagas, semente e mosto isolados nas trés regides
estudadas (regido Sul de Minas Gerais (R1), regido Sudeste de Sdo Paulo (R2) e regido do Vale Submédio Séo
Francisco (R3)
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Espécies de Penicillium s&o mais comuns em climas temperados e frios,
como no norte da Europa, enquanto que espécies de Aspergillus sdéo comumente
associados a regides mais quentes e tropicais (PITT; HOCKING, 1997; SERRA
et al., 2006; ZIMMERLI; DICK, 1996). Battilani et al. (2004) e Serra et al.
(2003) atribuiram a alta porcentagem de contaminacdo em uvas cultivadas em
Portugal e Itdlia ao clima quente e seco.

De acordo com Serra, Braga e Vendncio (2005), as espécies P.
brevicompactum, P. glabrum / spinulosum e P. thomii estdo associados com a
superficie da baga de uvas desde as primeiras fases de seu desenvolvimento,
sendo essas espécies encontradas em todas as fases de maturagdo. P.glabrum é
uma espécie muito frequente e de crescimento rapido (SERRA et al., 2006). De
acordo com Mikusova et al. (2011), essas espécies também foram isoladas em
uvas originarias de vinhedos localizados na Eslovaquia, em regides onde o0s
niveis de precipitacdo e umidade sdo mais elevados. O género Penicillium foi
dominante em uvas originarias da regido de Borgonha no entanto, os autores ndo
detectaram nenhuma espécie do género Aspergillus nas amostras analisadas
(DIGUTA et al., 2011).

Diversos estudos relatam a presenca dos géneros Aspergillus e
Penicillium em uvas, que tem sua frequéncia aumentada a partir do inicio da fase
pintor da baga até a maturacéo (BAU et al., 2005; BELLI et al., 2006; CHULZE;
MAGNOLI; DALCERO, 2006; SERRA; BRAGA; VENANCIO, 2005). Estes
géneros sdo considerados saprofitos onipresentes, comumente encontrados na
microbiota de uvas, pois seus conidios sdo facilmente distribuidos na atmosfera
(HOCKING et al., 2007; SERRA et al., 2006).

Outros fungos foram detectados em menor frequéncia, dentre estes,
Cladosporium sp, Alternaria sp, Curvularia sp, Coletrochium sp, Trichoderma
sp, Aureobasidium sp, Gliocadium sp, Acremonium sp, Rhizopus sp, Xilaria sp,

Dreschelera sp, Oidiodendron sp, Fusarium sp, Ulocladium sp, representando
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(15,5%) do total de fungos isolados (Tabela 3). A maioria destes fungos
possuem ampla distribui¢do podendo ocorrer normalmente no ar, em superficies
de plantas, detritos e no solo (SERRA et al., 2006). A distribuicdo destes
géneros ocorreu principalmente na regido R3 (Figura 1), onde os fatores
climéticos, tais como altas temperaturas podem ter contribuido para a maior
frequéncia destes fungos nesta regido.

Os géneros Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Penicillium,
Fusarium e Rhizopus tém sido relatados como a microbiota predominante em
uvas colhidas na Argentina, Brasil e Franga (ABRUNHOSA et al., 2001; BAU
et al., 2005; BEJAOUI et al., 2006; BELLI et al., 2006; DIGUTA et al., 2011;
MAGNOLI et al., 2003; ROSA et al., 2002; SAGE et al., 2002; SAGE;
GARON; SEIGLE-MURANDI, 2004; SERRA; BRAGA; VENANCIO, 2005;
SERRA et al., 2006), e também durante a maturacdo das uvas originarias da
Espanha (BAU et al., 2005; BELLI et al., 2004). Em uvas colhidas em Portugal
0S géneros mais prevalentes sdo Botrytis, Cladosporium e Penicillium
(ABRUNHOSA et al., 2001). Entretanto, Rhizopus sp, Trichoderma sp e
Fusarium sp, sdo considerados pouco frequentes em uvas e, geralmente ocorrem
em estadios e areas especificas (FREDJ et al., 2007). Castro et al. (1999) relatam
em seu estudo que as espécies C. herbarum, A. alternata, A. niger, P. expasum e
R. stolonifer possuem grande ocorréncia em uvas produzidas na regido do Vale
do Submédio S&o Francisco (PE) e na regido de Jales (SP).

Os dados observados neste trabalho indicam que a area geogréafica e as
condigdes climaticas desempenham um papel importante no desenvolvimento da
microbiota flngica. Entretanto, é importante ressaltar que outros fatores poderao
influenciar na diversidade das espécies isoladas em cada regido, como o tipo de
solo, préticas agricolas, sistema de conducdo das videiras, utilizagdo de

fungicidas entre outros. Para a confirmagdo da influéncia destes fatores sobre a
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microbiota flngica de cada regido, faz-se necessario a realizacdo de estudos
especificos para cada componente.

3.2 Analise de componentes principais (PCA)

A Andlise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada com o
objetivo de se obter uma visdo global da relagdo entre as variedades de uvas
Vitis labrusca e Vitis vinifera e a contaminagdo flngica nos substratos baga,
sementes e mosto. A figura 3 demonstra que dois componentes principais foram
responsaveis pela distingdo entre as amostras. O primeiro componente principal
(PC1) e o segundo componente principal (PC2) descrevem 56,04% e 28,69%,
respectivamente, da variancia total dos dados.

A figura 3 indica a formacgdo de quatro grupos distintos. O primeiro
grupo foi constituido pelas amostras Syrah (1), Syrah (5), Grenache (7), Syrah
(11), Syrah (2), Syrah (20) e Syrah (26), seguidas por Syrah (24), Petit Verdot
(8), Syrah (10), Cabernet Sauvignon (25), Isabel Precoce (9) e Petit Verdot (17).
Estas amostras sdo caracterizadas pela maior contaminagdo fungica no substrato

baga.
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O segundo grupo composto por Bérdo (19), BRS Cora (15), Violeta
(12), Isabel Precoce (13), Isabel Precoce (23), Violeta (6), BRS Cora (22), Isabel

Precoce (14), Isabel Precoce (16) e Bordo (18), apresentaram caracteristicas

semelhantes em relagéo a contaminacdo nos substratos semente e mosto.

Algumas variedades de uva se destacaram das demais, dentre estas, a

variedade Syrah (11) que apresentou maior correlagdo com o mosto, sendo a

cultivar com contaminacdo mais expressiva neste substrato. A ocorréncia destes

fUﬂgOS no mosto deve-se provavelmente, ao contato entre cascas e sementes

durante os processos de maceragdo em uvas utilizadas para a elaboracdo de
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vinhos tintos e, a capacidade de se desenvolverem no mosto, antes do inico do
processo fermentativo.

A amostra Syrah (3) destacou-se das demais variedades particularmente
devido a alta contaminacdo no substrato semente. A analise das bagas desta
amostra, demonstrou alta contaminacdo por leveduras (dados ndo mostrados),
gue provavelmente pode ter limitado a coloniza¢do por fungos filamentosos.
Entretanto, ndo interferindo na colonizacdo destes fungos na parte interna do
fruto. A presenca de leveduras acidifica o meio, podendo impedir o
desenvolvimento de fungos, principalmente espécies de Aspergillus (FREDJ et
al., 2007).

As variedades Cabernet Sauvignon (4) e Syrah (21) tiveram um
comportamento diferente das demais e, portanto, ndo foram agrupadas. Esse
comportamento refere-se a baixa contaminacdo flangica detectada nos trés
substratos analisados.

A maior parte das amostras da variedade Syrah apresentou elevada
incidéncia fungica (Syrah 1 (100%), Syrah 5 (100%), Syrah 11 (100%), seguidas
por Syrah 10 (92%), Syrah 2 (95%), Syrah 26 (83%) e Syrah 21 (73%). Esta
variedade parece ser mais propicia ao apodrecimento, sendo mais vulneravel ao
ataque de fungos secundarios, como os pertencentes ao género Aspergillus.
Segundo Westphalen e Maluf (2000), as variedades Vitis vinifera, sao mais
sensiveis a podriddo e ao ataque fungico e, conseqlientemente poderdo
apresentar maior probabilidade de contaminagdes por fungos produtores de
OTA.

Os resultados obtidos por meio da analise de componentes principais (PCA)
demonstraram as espécies de maior ocorréncia na contaminagdo de sementes,

bagas e mosto nas variedades de uvas Vitis vinifera e Vitis labrusca.
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As figuras 4 (A, B e C) apresentam as trés componentes principais
(PCA) que foram responsaveis pelo agrupamento dos dados nas variedades
avaliadas.

A figura 4A demonstra que algumas variedades de uva diferenciaram-se
das demais, dentre estas Syrah (SP10), Grenache (G1) e Cabernet Sauvignhon
(CS2), devido a maior contaminacdo no substrato baga pelas espécies
Cladosporium cladosporioides (16), Curvularia lunata (17) e Dreschelera
spicifera (19), respectivamente. As demais variedades de uva ficaram agrupadas
por apresentarem comportamento semelhante quanto aos fungos filamentosos
contaminantes e, portanto, ndo podem ser caracterizadas por uma contaminagao
expressiva de uma Unica espécie no substrato baga.

Nas sementes, a figura 4B ilustra que as variedades BRS Cora (BRS1) e
Syrah (SP10) destacam-se devido a presenca de C.cladosporioides (16), seguida
pelas variedades Cabernet Sauvignon (CS2), Isabel Precoce (IP4), Isabel
Precoce (IP5), Syrah (7) e Petit Verdot (PV2) que apresentaram uma
contaminagdo mais elevada pela espécie A.alternata (3), enquanto que Syrah (1)
indica a correlagdo com as espécies D.spicifera (19) e Ulocladium chartarum
(49). As demais variedades de uva permaneceram agrupadas devido ao
comportamento semelhante quanto a presenca de fungos filamentosos
contaminantes portanto, ndo puderam ser caracterizadas por uma contaminacao
expressiva de uma Unica espécie no substrato semente.

Com relagdo ao substrato mosto (Fig. 4C), Curvularia lunata foi a
espécie de maior ocorréncia nas amostras da variedade Isabel Precoce (IP2) e
Isabel Precoce (IP5). As variedades Syrah (SP10), Syrah (S9) e BRS Cora
(BRS2) apresentaram semelhanca devido a presenca de C. cladosporioides. E a
variedade Bordo (2) indicando sua correlagdo com a espécie Fusarium
semitectum (20). As demais variedades de uva ficaram agrupadas por

apresentarem comportamento semelhante quanto aos fungos filamentosos
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contaminantes e, portanto, ndo podem ser caracterizadas por uma contaminacao

expressiva de uma Unica espécie no substrato mosto.
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Devido a maior ocorréncia em todas as variedades e regifes avaliadas,
foi feito o agrupamento entre as espécies pertencentes aos géneros Aspergillus e
Penicillium e as variedades de uva Vitis labrusca e Vitis vinifera foram
submetidos a Analise de Componentes Principais (PCA) (Figs. 5¢e 7).

A figura 5A demonstra que as espécies A. japonicus (9) e A. niger (10)
foram detectadas em maior ocorréncia nas bagas das variedades Isabel Precoce
(IP5) e Violeta (V1), tal fato pode ter destacada importancia quando se considera
a atuagdo competitiva dessas espécies em relacdo as espécies de Aspergillus
produtoras de OTA. De acordo com Battilani et al. (2004) A.niger e A.japonicus
sdo espécies predominantes em uvas. Nas variedades Bordd (B2), Isabel Precoce
(IP4) e Violeta (V2), Penicillium glabrum foi a espécie mais detectada.
P.glabrum é uma espécie muito frequente e de crescimento rapido (PITT, 2000;
SERRA et al., 2006). As variedades Isabel Precoce (IP2) e BRS Cora (BRS1)
destacam-se devido a maior contaminagdo por A.niger (10). As demais
variedades de uva ficaram agrupadas por apresentarem comportamento
semelhante quanto a presenca de fungos filamentosos contaminantes e, portanto,
ndo puderam ser caracterizadas por uma contaminacdo expressiva de uma Unica
espécie no substrato baga.

No substrato semente (Fig. 5B), as variedades Isabel Precoce (IP1 e
IP3) e BRS Cora (BRS1 e BRS2) destacam-se pela contaminagdo por
A.carbonarius (5), A.niger (10), A.tubingensis (15); Bordd (B1) Isabel Precoce
(IP2) por A.flavus (6) e P.crustosum (26) e Bordo (B2) por A.fumigatus (8). As
demais variedades de uva ficaram agrupadas por apresentarem comportamento
semelhante quanto a presenga de fungos filamentosos contaminantes e, portanto,
ndo puderam ser caracterizadas por uma contaminacdo expressiva de uma Unica

espécie no substrato semente.
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Bau et al. (2005) descrevem A.funigatus como pertencente a microbiota
de uvas, no entanto, ndo ha estudos que comprovem a presenca desta espécie em
sementes de uva. Belli et al. (2004) descrevem A.fumigatus como sendo uma das
principais responsaveis pela producéo de micotoxinas em uvas.

No substrato mosto, a figura (5C) ilustra que algumas variedades de uva
se diferenciaram das demais, dentre estas pode-se destacar a variedade Violeta
(V2) devido a contaminacdo por A.flavus (6); Isabel Precoce (IP2) e BRS Cora
(BRS2) por A.japonicus (9); e Bérdo (B1) devido a maior contaminacdo pelas
espécies P.crustosum (26) e P.pinophilum (37). As demais variedades de uva
tiveram um comportamento semelhante, caracterizado pela contaminagéo por
diferentes espécies.

A flavus foi isolado nos vinhedos das trés regies estudadas, com taxa de
isolamento de (7,7 %) do total de Aspergillus detectados. Esta espécie é
considerada pouco frequente na microbiota de uvas (MARTINEZ-CULEBRAS;
RAMON, 2007; MEDINA et al., 2005; MELKI BEN FREDJ et al., 2007).
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Neste estudo, (65,3%) dos isolados de A.flavus foram produtores de
Aflatoxina B1. E importante ressaltar que A.flavus foi isolado em maior
frequéncia nas amostras obtidas nas regido R3, demonstrando que foram capazes
de desenvolver-se e produzir a micotoxina em clima mais quente e com baixa
umidade. A.flavus é capaz de se desenvolver em condicGes secas (0,73 ay), € é
tolerante a uma ampla faixa de temperatura (19-35 °C), sendo 28 °C ideal para o
crescimento e 28 a 30 °C com a, para a producdo da aflatoxina (SANCHIS;
MAGAN, 2004). No entanto, sdo necessarios mais estudos sobre as condicoes
ambientais que favorecam o crescimento e a producdo de Aflatoxinas, bem
como as estratégias de controle que possam reduzir a taxa de contaminagéo por
estas espécies em uvas.

A presenca de fungos detectados nas sementes, ndo parece estar
relacionada somente a danos causados por agentes fisicos, fisiol6gicos ou
microbioldgicos nas bagas, ja que as bagas analisadas neste estudo
aparentemente ndo apresentavam nenhum dano externo. Uma vez que estes
fungos surgem na parte externa das bagas, possivelmente podem penetrar
através do pedunculo (fruto) e funiculo (semente) (Fig. 6), promovendo a
infeccdo nas sementes.

Como ndo se trata de fitopatdgenos, estes fungos ndo seriam capazes
de infectar os tecidos dos frutos, como faz por exemplo, Botrytis e
Colletotrichum, agindo entdo, como agentes secundarios de deterioragdo. Outra
hipétese seria que estes fungos presentes no solo através dos vasos condutores

de seiva poderiam chegar até a parte interna do fruto e infectar a semente.
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Funiculo

Parte basal

Figura 6 Estrutura interna e posicdo das sementes em bagas de uva

Através da andlise de componentes principais (PCA) (Fig. 7 A, B e C),
foi possivel estabelecer as espécies de maior ocorréncia pertencentes aos géneros
Aspergillus e Penicillium nas variedades de uva Vitis vinifera.

As variedades Syrah (S1, S3, S4, S9), Petit Verdot (PV1 e PV2),
Grenache (G1) apresentaram um comportamento semelhante devido a maior
contaminacdo por A.niger (10), A.tubingensis (15); Cabernet Sauvignon (CS2) e
Syrah (S7, S8 e S10) por A.foetidus (7) , A.japonicus (9), P.glabrum (30) e
P.pinophilum (37); Syrah 6 por P.crustosum (26) na superficie das bagas(Fig.
7A).

A variedade Cabernet Sauvignon (CS1) diferenciou-se das demais
devido a maior ocorréncia das espécies P.crustosum (26), P.solitum (41) e
Penicillium sp (46); Syrah (S1 e S5) por P.glabrum (30); e Syrah (S3 e S7) por
A.japonicus (9) e A.niger (10) no substrato semente (Fig. 7B).
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Observa-se na Figura 7C que as variedades apresentaram contaminacao
por diferentes espécies de fungos, no entanto, algumas variedades de uva
diferenciaram-se das demais, com destaque para Cabernet Sauvignon (CS1),
Syrah (S2, S3, S5, S7, S8 e S9) e Petit Verdot (PV1 e PV2) devido a maior
contaminacdo pelas espécies A. ochraceus (13), A. japonicus (9), A. niger (10) e
P. brevicompactum (24) no substrato mosto.

As demais variedades presentes nos substratos baga, semente e mostos
(Fig. 7A, B e C) tiveram um comportamento semelhante, caracterizado pela
contaminagdo por diferentes espécies de fungos pertencentes aos géneros
Aspergillus e Penicillium.

Neste estudo, nenhum isolado de A. ochraceus apresentou capacidade
para a producdo de OTA. Esta espécie foi isolada na variedade de uva Cabernet
Sauvignon (CS2), obtida na regido R1, onde as condi¢des sdo propicias para o
seu desenvolvimento entretanto, ndo favoreceram a produgéo da ocratoxina A.

De acordo com estudos, A. ochraceus é capaz de se desenvolver em uma
grande faixa de temperatura de 8 a 30 °C, sendo que a temperatura ideal de
crescimento varia de 25 a 30 °C e, umidade 80-90% (PARDO et al., 2005; PITT,;
HOCKING, 1997). No entanto, as condi¢des ideais para a produgdo da toxina é
31 °C e atividade de 4gua minima 0,85 com faixa 6tima variando entre 0,95-0,99
ay (PALACIOS-CABRERA et al., 2005).
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A presenca de A.ochraceus ocratoxigénicos em uvas pode contribuir
para a contaminagdo com OTA em vinhos e sucos de uva. Belli et al. (2004) e
Rosa et al. (2002) relataram a presenca de isolados de Aspergillus ochraceus
produtores de OTA em uvas originarias da Espanha e Brasil. Estes estudos
mostraram que os isolados de A. ochraceus foram capazes de produzir maior
guantidade de OTA que os isolados pertencentes a Se¢do Nigri.

A comparacdo da microbiota de uvas em diferentes regides vinicolas
muitas vezes pode tornar-se dificil devido a fatores variaveis, tais como, 0 ano
de colheita, as variedades de uva, a fase de maturacdo, as praticas viticolas
aplicadas e as condicGes edafoclimaticas da regido, que podem seletivamente
promover o crescimento de determinadas espécies de fungos, capazes de
causarem apodrecimento e deterioracdo das bagas antes da colheita. A presenca
de fungos patogénicos por exemplo, pode levar ao desenvolvimento de fungos
oportunistas que podem produzir micotoxinas nas uvas e causar a contaminacao

do vinho.
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4 CONCLUSAO

Os géneros Aspergillus e Penicillium foram importantes componentes da
microbiota das uvas, sementes e mostos, entretanto, a distribuicdo de Aspergillus
ocorreu principalmente na regido do Vale do Submédio S&o Francisco (regido
R3). O indice de diversidade foi maior na regido Sul de Minas Gerais (R1),
devido a riqueza de espécies do género Penicillium. Os géneros Acremonium sp,
Alternaria sp, Cladosporium sp, Curvularia sp, Dreschelera sp, Fusarium sp,
Gliocladium sp, Oidiodendron sp, Rhizopus sp, Trichoderma sp, Ulocladium sp,
Xilaria sp foram isolados em menor frequéncia nas trés regides estudadas. Os
fungos concentraram-se principalmente nas bagas na maioria dos cultivares

avaliados.
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CAPITULO 3 Incidéncia de Aspergillus Secdo Nigri e de espécies
ocratoxigénicas em bagas, sementes e mostos de uvas

cultivadas em trés regides do Brasil

RESUMO

Com o presente trabalho, objetivou-se pesquisar a incidéncia de fungos
do género Aspergillus Secdo Nigri em bagas, sementes e mosto de uva
cultivadas nas regibes Sudeste (Sul de Minas Gerais e Sdo Paulo) e Nordeste
(Vale do Submédio Séo Francisco) do Brasil. Foram analisadas um total de 26
amostras de uvas das cultivares Vitis vinifera e Vitis labrusca. Para o isolamento
dos fungos das bagas e sementes foi utilizada a técnica do plagueamento direto
em meio Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC). Para a analise
dos mostos foi realizado o espalhamento a partir de diluicbes seriadas. A
identificacdo das espécies foi realizada com base nas caracteristicas macro e
micro morfoldgicas e o potencial toxigénico pelo método do Plug Agar. Das
amostras analisadas isolou-se um total de 1477 fungos pertencentes ao género
Aspergillus Secdo Nigri. As espécies A. foetidus, A. niger, A. tubingensis e
A.japonicus foram detectados em maior frequéncia nas trés regides estudadas, e
em menor frequéncia, as espécies A.aculeatus e A.carbonarius. Estas espécies
estdo naturalmente presentes nas bagas, sementes e mostos das regides
estudadas. Os resultados de frequéncia de ocorréncia mostram que as espécies de
Aspergillus Se¢do Nigri foram isoladas mais frequentemente na regido do Vale
do Submédio Sédo Francisco (81%). A fonte primaria da espécie A. carbonarius
foram as bagas. Todos os isolados de A. carbonarius obtidos neste estudo foram
produtores de OTA. Esta espécie foi isolada somente na regido do Vale do
Submédio Sdo Francisco, 0 que demonstra a importancia de estudos nesta
regido, ja que A. carbonarius é a principal fonte desta toxina em uvas e seus
derivados. A espécie A. niger foi detectada nas trés regides estudas, entretanto
somente na regido R3, foram isoladas espécies ocratoxigénicas (7,9%). As
cultivares Vitis vinifera apresentaram maior incidéncia de contaminagdo com
espécies de Aspergillus Se¢do Nigri, quando comparada com as variedades Vitis
labrusca e essa diferenca foi estatisticamente significativa.

Palavras-chave:Aspergillus. Secdo Nigri. Uvas. Sementes. Mosto. Ocratoxina A.
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ABSTRACT

This work aimed at researching the incidence of fungi of the Aspergillus
nigri section genus in berries, seeds and must of grapes cultivated in the
Southeast (Southern Minas Gerais and Sdo Paulo) and Northeast (Vale do
Submédio S&o Francisco) regions of Brazil. A total of 26 grape samples of the
cultivars Vitis vinifera and Vitis labrusca were analyzed. For the isolation of the
fungi of berries and seeds, the direct plating technique was used in a
mycological media dicholoran rose bengal chloranphenicol (DRBC). For the
analysis of the must, a spreading from serially diluted samples was performed.
The identification of the species was done based on macro and micro
morphometric characteristics and the toxigenic potential by means of the method
agar plug. Of the analyzed samples, a total of 1477 fungi of the Aspergillus nigri
section genus were isolated. The species A. foetidus, A. niger, A. tubingensis and
A. japonicas were detected more frequently in the three studies regions while A.
aculeatus and A. carbonarius were less frequent. These species are naturally
present in berries, seeds and must in the studied regions. The results of
occurrence frequency showed that the Aspergillus nigri section species were
more frequently isolated in the Vale do Submédio S&o Francisco region (81%).
The primary source of the A. carbonarius species were the berries. All the A.
carbonarius isolates obtained in this study were OTA producers. This species
was isolated only in the Vale do Submédio Sdo Francisco, which demonstrates
the importance of studies in this region, since A. carbonarius is the main source
of this toxin in grapes and derivatives. The species A. niger was detected in the
three regions studied however, only in region R3, ochratoxigenic species were
isolated (7.9%). The cultivars Vitis vinifera presented larger contamination
incidence with Aspergillus nigri section species when compared to Vitis
lambrusca varieties, and this difference was statistically significant.

Key-words: Aspergillus. Nigri section. Grapes. Seeds. Must. Ochratoxin A.
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1 INTRODUCAO

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por algumas
espécies de Aspergillus pertencentes as SecBes Nigri e Circumdati (A.
ochraceus, A. sclerotiorum, A. niger e A. carbonarius) associadas a regifes de
clima tropical e subtropical, e por espécies de Penicillium (P. verrucosum, P.
purpurascens, P. commune e P. nordicum) associadas com a producdo de OTA
em regides de clima temperado (GEINSEN et al., 2004; GUPTA, 2007,
LARSEN; SVENDSEN; SMEDSGAARD, 2001; PITT; HOCKING, 1997). A
producdo desta toxina esta relacionada a fatores abidticos, principalmente
temperatura e atividade de agua (a,) (ALBORCH et al., 2011; BELLI et al.,
2004; QUINTELA et al., 2011).

OTA é considerada a micotoxina de maior importancia no grupo das
ocratoxinas. Os principais efeitos téxicos demonstrados desta toxina sdo
nefrotdxicos, hepatdxicos, imunotdxicos, teratogénicos e neurotdxicos em
animais (SOLFRIZZO et al., 2010). A OTA também possui potenciais efeitos
mutagénicos e carcinogénicos (PFOHL-LESZKOWICZ; MANDERVILLE,
2007; PITT et al., 2001; RINGOT et al., 2006). Acredita-se que a OTA esteja
relacionada com a Nefropatia Endémica dos Balcas e tumores no trato urinario
de humanos (BENFORD et al., 2001).

As espécies de Aspergillus Secdo Nigri pertencentes ao chamado A.
niger Agregado e A. carbonarius sdo apontadas como as principais fontes de
ocratoxina A em alimentos de clima tropical e subtropical (PITT et al., 2000).
Vaérios estudos destacam A. carbonarius como uma das maiores fontes de
producdo de ocratoxina A em diversos alimentos como frutas secas, uvas, vinho
e café (BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003; BAU et al., 2005; CABANES et
al., 2002; LEONG et al., 2006; PARDO et al., 2004; SELMA; MARTINEZ-
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CULEBRAS; AZNAR, 2008; SERRA et al., 2003; SERRA; BRAGA;
VENANCIO, 2005; SHAH et al., 2010; VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006).

Esta micotoxina foi detectada em vinhos pela primeira vez por Zimmerli
e Dick (1995, 1996). Desde entdo, varios estudos buscam avaliar a presenca da
OTA em uvas cultivadas em paises da Europa (BATTILANI; GIORNI; PIETRI,
2003; BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO, 2006a; BELLI et al., 2004;
CABANES et al., 2002; MATEO et al., 2007; SAGE et al., 2002; SERRA et al.,
2003; VARGA et al., 2004) na Tunisia (LASRAM et al., 2007, 2012), na
Argentina (CHIOTTA et al., 2009) e na Australia (LEONG et al., 2006).

De acordo com Cozzi (2007), a frequéncia destas espécies e o acimulo
de OTA sempre esté associada a regides com altas temperaturas. De acordo com
estudos, dentre as espécies de Aspergillus Nigri, A.niger € mais comumente
encontrado na microbiota de uvas do que A.carbonarius, entretanto, poucos
isolados sdo considerados como ocratoxigénicos (LASRAM et al.,, 2008;
LEONG; HOCKING; SCOTT, 2007; VARGA et al., 2004).

Estudos tem associado o efeito do clima sobre a ocorréncia de OTA e
fungos produtores de OTA em uvas (BATTILANI et al., 2006a; SERRA et al.,
2006a). Em regides de clima mediterranico como o Sul da Europa e Norte da
Africa, é relatado que os vinhos produzidos contém niveis mais elevados de
OTA que aqueles de regibes de clima temperado como na Europa Central
(OTTENEDER; MAJERUS, 2000; ZIMMERLLI; DICK, 1996).

Existem poucos estudos realizados no Brasil sobre a ocorréncia de
fungos produtores de OTA em uvas e sobre os possiveis fatores que podem
influenciar na ocorréncia destas espécies, bem como na producdo de OTA.
Assim, o conhecimento sobre as condi¢des que regem a colonizacdo de fungos
produtores de ocratoxina é de extrema importancia para o controle de qualidade
dos alimentos, uma vez que pode contribuir para o estabelecimento de medidas

preventivas de producgéo, garantindo a seguranga do produto final. Este estudo,
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teve como objetivo avaliar a ocorréncia de fungos ocratoxigénicos pertencentes
ao género Aspergillus Secdo Nigri, em bagas, sementes e mosto de uvas

cultivadas em trés regibes do Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Areas de Estudo

Para avaliar a distribuicdo dos fungos filamentosos, foram coletadas nas
safras de 2010 e 2011, 26 amostras de uvas de variedades Vitis labrusca (Bordd,
BRS Cora, Isabel Precoce e BRS Violeta) e Vitis vinifera L. (Cabernet
Sauvignon, Grenache, Petit VVerdot e Syrah) (Tabela 1), de vinhedos localizados
nos municipios de Caldas e Trés Coracdes, no Sul de Minas Gerais (Regido R1),
Espirito Santo do Pinhal, Sudeste do estado de Sdo Paulo (Regido R2) e Santa
Maria da Boa Vista (PE), Petrolina (PE), Lagoa Grande (PE) e Casa Nova (BA)
(Regido R3), localizados no Vale do Submédio Sdo Francisco. Alguns dados das
regibes, como coordenadas geogréaficas, tipo de clima, temperatura média e

precipitacdo anual estdo descritas nas tabelas (1 e 2).

Tabela1 Localizagdo geogréfica dos municipios onde foram coletadas as
variedades de uvas analisadas

Municipios Localizagéo Clima
Latitude S  Longitude O Altitude

Minas Caldas 21°00° 46°00° 1150 m  SubTropical
Gerais
(R1)

Trés Coragbes  21°41° 45°15° 900 m SubTropical
S&o Paulo Espirito Santo do 22°11° 46°45° 1210 m Tropical
(R2) Pinhal
Vale do Casa Nova 09° 15' 40° 51 360 m Tropical
Submédio Semiérido
Séo
Francisco

(R3)
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“Tabela 1, conclusdo”

Municipios Localizacao Clima
Latitude S  Longitude W Altitude

Santa Mariada 09° 04' 40° 08' 361m Tropical

Boa Vista Semiérido

Petrolina 09° 02' 40° 11' 350 m Tropical
Semiérido

Lagoa Grande  09° 04' 40° 08' 345 m Tropical
Semidrido

2.2 Amostragem

2.2.1 Uvas

Para as andlises foram coletadas amostras de uvas tintas viniferas
utilizadas para a elaboracdo de vinhos finos (n=15) e, uvas tintas para a
elaboracgdo de suco (n=11), no estadio final de maturacéo (colheita), totalizando
25 amostras. As variedades de uvas, o periodo da safra (colheita) e os dados

climaticos estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 Dados referentes as amostras analisadas (variedades, més de colheita,
temperatura (média °C), precipitacdo (mm) e umidade relativa (U.R
%), durante o periodo de coleta)

Variedade Regido Més de Temp. (mm)* (U.R)*
colheita

Vitis vinifera
Syrah (1) R2 Jul/2010 18,1 25,8 70
Syrah (2) R2 Jul/2010 19,9 49,9 60
Syrah (3) R1 Jul/2010 14,8 13,6 75
Cabernet Sauvignon (4) R1 Jul/2010 14,8 13,6 75
Syrah (5) R1 Jul/2010 14,8 13,6 75
Syrah (10) R3 Jul/2010 23,3 41,1 80
Petit Verdot (17) R3 Mar/2010 27,6 91,0 66
Grenache (7) R3 Agosto/2010 23,5 0,0 72
Petit Verdot (8) R3 Set/2010 25,7 2,7 51
Syrah (11) R3 Dez/2010 26,3 1749 76
Syrah (20) R3 Agosto/2011 19,7 71,0 52
Syrah (21) R3 Maio/2011 26,4 68,2 71
Syrah (24) R3 Maio/2011 24,8 69,2 78
Cabernet Sauvignon R3 Maio/2011 26,4 68,2 71
(25)
Syrah (26) R3 Maio/2011 26,4 68,2 71
Vitis Labrusca
BRS Cora 572 (15) R3 Mar/2010 27,6 91,0 66
Isabel Precoce (16) R3 Mar/2010 27,6 91,0 66
Isabel Precoce (9) R3 Agosto/2010 24,4 0,0 56
Isabel Precoce (14) R3 Out/2010 27,8 18,2 54
Violeta (6) R1 Dez/2010 22,1 401,1 80
Violeta (12) R3 Dez/2010 26,3 164,5 68
Isabel Precoce (13) R3 Dez/2010 26,3 164,5 68
Bordo (18) R1 Jan/2011 21,6 3121 83
Bérdo (19) R1 Jan/2011 21,6 312,1 83
BRS Cora 572 (22) R3 Maio/2011 26,4 68,2 71
Isabel Precoce (23) R3 Maio/2011 26,4 68,2 71

*Dados médios mensais obtidos nas Estacdes Agrometereoldgicas de Bebedouro
(Petrolina/PE)/Embrapa Semiarido, Mandacaru (Juazeiro/BA),
Epamig Uva e Vinho/EPAMIG (Caldas — MG), Monitoramento Climatoldgico: Espirito
Santo do Pinhal e CEPAGRI (Centro de Pesquisas Metereoldgicas e Climéticas
Aplicadas a Agricultura/Campinas

Nucleo Tecnolégico
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2.2.2 Mostos

O mosto foi obtido pelo esmagamento das bagas (escolhidas
aleatoriamente dos cachos das 26 amostras coletadas). Um volume aproximado
de 200 mL foi obtido apds o filtrado e analisado imediatamente quanto a

presenca de fungos filamentosos.

2.3 Isolamento dos Fungos

Para o isolamento dos fungos filamentos contaminantes das bagas e
sementes, foi utilizada a Técnica de Plagueamento Direto. De cada amostra
selecionou-se 100 bagas ao acaso e as demais foram utilizadas para a extracdo
das sementes. As bagas e as sementes foram submetidas ao procedimento de
desinfecgdo superficial com alcool 70% e hipoclorito a 1%. Um total de 100
bagas e sementes foram plaqueadas em meio Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (DRBC), e incubadas em BOD a 25 °C por 5-7 dias, conforme
Samson, Hoekstra e Frisvad (2000).

Para a andlise dos mostos, 25 mL de cada amostra foram
homogeneizados em 225 ml de agua peptonada 0,1% estéril, sequido da agitacdo
em stomacher por 2 min. Em seguida, 0,1 mL de cada dilui¢cdo (1:10, 1:100 e
1:1000), por espalhamento, foi tranferido para placas de Petri estéreis contendo
meio DRBC. As placas foram incubadas a 25 °C por 5-7 dias.

As placas de Petri foram incubadas por um periodo de 5-7 dias a 25 °C.
Em seguida, os fungos foram identificados de acordo com seus caracteres
morfol6gicos por estereomicroscopia, como pertencentes ao género Aspergillus

Secdo Nigri. As colbnias foram purificadas em meio Malt Agar. Apds e
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crescimento em cultura pura, os isolados foram incubados em meios especificos

e temperaturas padronizadas e, identificados de acordo com Klich (2002).

2.4 Determinacao da producdo de ocratoxina A por fungos pelo método

Plug Agar

Os isolados foram testados quanto ao potencial de producdo de OTA
pelo método Plug Agar, conforme descrito por Filtenborg e Frisvad (1980). Os
isolados foram inoculados em meio Czapeck Yeast Agar (CYA), e, incubados a
25 °C, por 5-7 dias. Foram utilizadas placas de Cromatografia de Camada
Delgada (Merck —Silica Gel 60, 20x20), solucdo de OTA (Sigma — Aldrick) e
Fase movel TEF-Toleno Acetato de Etila e Acido Formico 90% (60:30:10). A
confirmagdo da producdo de OTA foi obtida através de luz ultravioleta (366 nm)
em Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados considerados
como produtores de OTA apresentaram um RF (fator de retencéo) e um spot de

fluorescéncia semelhante ao padrdo da micotoxina.

2.4.1 Calculo dos indices de biodiversidade

Para avaliar a diversidade de fungos filamentosos presentes nas bagas,
sementes e mostos de diferentes variedades de uvas, foi utilizado o seguinte
indice:

Indice de diversidade de Shannon-Weiner (‘H): leva em conta a riqueza e o
numero de individuos de cada espécie, sendo comumente utilizado em estudos
de ecologia de comunidades (MAGURRAN, 1988).
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‘H=-Z(pi. In pi)

em que pi é a proporcdo de individuos de cada espécie i em relagdo ao nimero

total de individuos.
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3 ANALISE DE CORRESPONDENCIA

Com o proposito de identificar a associacdo entre as espécies dos
géneros Aspergillus Secéo Nigri e as variedades Vitis vinifera e Vitis labrusca,
por meio da formagéo de agrupamentos, utilizou-se a técnica de correspondéncia

simples, conforme a metodologia descrita por Guedes et al. (1999).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Distribuicdo de espécies de Aspergillus Secdo Nigri e de espécies
ocratoxigénicas em bagas, sementes e mostos de uvas cultivadas em trés

regides vitivinicolas do Brasil

Das trés regides analisadas, um total de 1477 fungos pertencentes ao
género Aspergillus Secdo Nigri foram isolados e identificados neste estudo.
Deste total 700 foram isolados das bagas, 298 das sementes e 479 do mosto
(Tabela 3).

Tabela 3 Espécies de Aspergillus Secdo Nigri isolados de bagas (B), sementes
(S) e mostos (M) das trés regides analisadas

Regido 1 Regido 2 Regido 3
Espécie B S M B S M B S M
A.aculeatus 4 1 - - - - 22 13 16

A.carbonarius - - - - - 16 (16) 8(8)

A foetidus 1 3 12 7 5 2 68 32 15
A.japonicus 7 14 18 4 2 26 233 97 175
A.niger 2 3 14 21 1 24 162 (13) 49 (2) 52 (11)
A.niger - - 9 1 - 14 37 12 26
Agregado

A.tubingensis 1 5 21 30 - 18 74 53 37

Total 15 26 74 73 8 84 612 (29) 264 (10) 321 (11)

(*) Numero de isolados ocratoxigénicos
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A frequéncia de ocorréncia de Aspergillus Se¢do Nigri variou de acordo
com a regido estudada (Figura 1). Estudos anteriores, demonstram que as
condicBes climaticas e a area geografica podem contribuir para a variagdo na
incidéncia de fungos e contaminacdo de uvas com OTA (BATTILANI et al.,
2006a, 2006b; BELLI et al., 2006; SAGE; GARON; SEIGLE-MURANDI,
2004; SERRA et al., 2006b).
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Figural Distribuicdo das espécies de Aspergillus Secdo Nigri nas trés regides analisadas: regido R1 (Sul de Minas
Gerais), R2 (S&o Paulo) e R3 (Vale do Submédio S&o Francisco)
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A maior frequéncia de isolamento destas espécies foi observado
especialmente na regido R3, onde representaram 81,0% dos isolados da Secéo
Nigri (Figura 2). O clima desta regido é semiarido, com baixa umidade na maior
parte do ano e forte radiagdo solar; a temperatura maxima no verdo pode atingir
32 °C. Estudos comprovam que o aumento da frequéncia das espécies de
Aspergillus da Secdo Nigri em climas mais quentes, pode estar associado a
capacidade de sobrevivéncia prolongada destas espécies no solo, bem como a
capacidade de adaptacdo a altas temperaturas e baixa atividade de &gua
(BATILLANI et al., 2006b; KAZI et al., 2004; LEONG; HOCKING; SCOTT,
2004). Outro fator importante que pode contribuir para a incidéncia destas
espécies, sdo o0s esporos negros que fornecem protegdo da luz solar e luz UV,
proporcionando uma vantagem competitiva principalmente em regides onde o
clima é mais quente (PITT; HOCKING, 1997).
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Figura2 Frequéncia de ocorréncia de Aspergillus Secdo Nigri isolados das
amostras de baga, semente e mosto nas trés regides estudadas
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De acordo com nossos resultados, pode-se observar que os Aspergillus
Secdo Nigri foram predominantes na microbiota de uvas durante a epdca de
colheita. Entretanto, estes fungos podem ser encontrados também na superficie
de bagas de uvas saudaveis em todas as fases de maturacdo da uva
(BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003; BAU et al., 2005; BELLI et al., 2004;
CABANES et al., 2002; ROSA et al., 2002; SERRA et al., 2003), embora sua
incidéncia seja mais relevante na fase pintor das bagas (LUCCHETA et al.,
2010).

A diversidade das espécies encontradas pouco variou entre as regides
estudadas, demonstrando que estas foram capazes de se desenvolver nas trés
regides. Porém, sua frequéncia de distribuicdo pode diminuir a medida que
ocorre variacBes climéticas dentre estas regides. Na regido R3 (indice de
Shannon Weiner = 0,68), A. carbonarius foi a Unica espécie detectada apenas
nesta regido, as demais espécies tiveram sua distribuicdo confirmada nas trés
regides estudadas (Figura 3). As condicGes climaticas e a area geografica dos
parreirais podem influenciar na variagdo da contaminacdo e na incidéncia de
Aspergillus Secdo Nigri (BATTILANI et al., 2006b; BELLI et al., 2006;
SERRA et al., 2006a).

Segundo Lasram et al. (2007), a diversidade de fungos em uvas diminui
da fase pintor (fase inicial de maturacdo das bagas) até a fase de maturacéo.
Estes autores observaram um indice de diversidade (Shannon-Wiener) entre
0,71 e 0,77 na fase pintor das bagas, e, 0,59 e 0,61 na maturidade. Belli et al.
(2006) avaliaram a microbiota de Aspergillus Nigri em uvas de diferentes
regibes da Espanha, concluindo que estes fungos foram os mais frequentes
durante a fase de maturacdo (indice de Shannon-Wiener = 0,72).

Os Aspergillus Secdo Nigri (A. foetidus, A. niger, A. tubingensis, A.
japonicus) foram detectados em maior frequéncia nas trés regibes estudadas

(Figura 3), constituindo 87% dos 1477 isolados (Tabela 3). Destes, A.japonicus
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(39%) foi a espécie mais detectada nas amostras analisadas, principalmente na
regido R3 (Figura 3).
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Figura 3 Incidéncia de Aspergillus Secéo Nigri nas amostras de bagas, semente
e mosto isolados nas trés regibes estudadas (regido 1 (R1), regido 2
(R2) e regido 3 (R3)

A maioria das pesquisas no cultivo de uvas em diferentes regides do
mundo, principalmente do Mediterraneo, Australia e América do Sul, indicam
que as espécies bisseriadas A. carbonarius e A. niger "Agregado” e as espécies
unisseriadas A. aculeatus e A. japonicus sdo as principais espécies encontradas
(BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO, 20064a; BELLI et al., 2006; LASRAM et
al., 2012; LUCCHETTA etal., 2010).

As espécies isoladas em menor frequéncia foram A.aculeatus (4%) e
A.carbonarius (2%). A.carbonarius foi detectado nas sementes e bagas das

variedades Grenache (1) e Isabel Precoce (1) e nas bagas da variedade Petit
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Verdot (1), obtidas na safra de 2010 da regido R3. Nenhum isolado de
A.carbonarius foi detectado nas variedades analisadas da safra de 2011.

Tjamos, Antoniou e Tjamos (2006) observaram que a Vvariedade
Grenache, mostrou-se altamente contaminada por A. carbonarius, o que pode ter
ocorrido devido as praticas de cultivo, onde os cachos foram cultivados
préximos do nivel do solo. Leong et al. (2006) observaram em vinicolas da
Austrélia, que o solo e os restos de videira sob o solo foram as fontes primarias
de Aspergillus Secao Nigri.

Bau et al. (2005) relatam que ndo houve crescimento fungico a partir de
sementes removidas de bagas de uvas. De acordo com estes autores, a
contaminagdo por espécies ocratoxigénicas tem origem da superficie e ndo do
interior das bagas. No entanto, neste estudo espécies de A.carbonarius
ocratoxigénicas foram capazes de infectar a parte interna do fruto, o que indica
que algum agente (fisico, fisiolégico ou microbioldgico) promoveu danos nas
bagas, favorecendo a colonizagdo por esta espécie.

A presenca desta espécie na regido R3 pode ser atribuida ao clima
semiarido com baixa umidade e a temperaturas mais quentes (variam de 20 a 32
°C) (PROTAS; CAMARGO; MELLO, 2006). A temperatura média alcancada
no periodo de coleta destas amostras foi de 23,5-27,6 °C e, precipitacdo de 0,0-
91,0 mm (Tabela 2). Estas condi¢Bes climaticas parecem ser favordveis ao
crescimento de A.carbonarius. Resultados semelhantes foram observados por
Battilani et al. (2006a), em que A.carbonarius foi a espécie mais frequente
isolada em locais de clima quente, mostrando uma correlagdo positiva com a
temperatura. No Libano a taxa de isolamento de A.carbonarius é de cerca de
1,8% em relagdo as demais espécies da Secdo Nigri, enquanto que em paises do
Mediterraneo, o isolamento pode atingir 48% (KHOURY et al., 2008).

A auséncia dos isolados de A.carbonarius nas regides R1 e R2, pode ser

atribuida a temperatura na epoca da coleta das amostras que variou entre 14,8-
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22,1 °C (Tabela 2), e que também pode ter contribuido para os niveis mais
baixos de contaminacdo com espécies da Se¢do Nigri. Segundo Lasram et al.
(2012), as condigbes 6timas para o crescimento de A. carbonarius, € a 30 °C e
atividade de agua (a,) de 0,99. Enguanto, que para a producdo de OTA, a
temperatura ideal é em torno de 15-25 °C e a, de 0,99. Em outros estudos, a
temperatura relatada para a producdo da toxina é de 15-20 °C (BELLI et al.,
2005; ESTEBAN et al., 2004; MITCHELL et al., 2004). Isto poderia explicar
porque, geralmente, as espécies de Aspergillus Secdo Nigri sdo mais
frequentemente isoladas em areas quentes e secas, enquanto que A. carbonarius
em areas quentes e imidas.

Outro fator que pode estar relacionado a auséncia de A. carbonarius nas
regides R1 e R2, e a baixa incidéncia na regido R3 é que neste estudo
analisamos apenas bagas sadias, sem sintomas visiveis de deterioracdo. Segundo
Serra, Braga e Venancio (2005), a contaminacao de uvas saudaveis por OTA nédo
é significativa, embora, durante o processo de vinificacdo as bagas deterioradas
devem ser retiradas, contribuindo para a diminuicdo do risco da toxina no
produto final (BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO, 2006a).

A. carbonarius é uma espécie muito invasiva, sendo capaz de penetrar
nas bagas mesmo sem danos na pelicula; as uvas podem ser susceptiveis a
infecgdo pelo fungo desde os estados iniciais da maturagéo, antes da fase pintor
(BATTILANI; PIETRI, 2002).

Segundo Chiotta et al. (2009), a variedade de uva pode afetar a
incidéncia de A. carbonarius. Estes autores, avaliaram as variedades Malbec,
Syrah e Cabernet Sauvignon e observaram que a maior incidéncia de A.
carbonarius (50%), foi detectado na variedade Cabernet Sauvignon. Estes
resultados concordam com os de Battilani et al. (2004) que mostraram, em
estudos in vitro, que a variedade de uva afeta a incidéncia de Aspergillus Secéo

Nigri e os niveis de OTA, sendo Cabernet Sauvignon a variedade mais
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suscetivel a infecgdo por estas espécies. Neste estudo, ndo foi observado a
incidéncia de A.carbonarius na variedade Cabernet Sauvignon coletadas em
duas diferentes regides.

Todos os isolados de A. carbonarius detectados neste estudo, foram
ocratoxigénicos. A. carbonarius tem sido relatado em diversos estudos como a
principal espécie responsavel pela presenca da OTA em uvas e seus derivados
(ABARCA et al., 2003; BEJAOUI et al., 2006; BELLI et al., 2006; CABANES
et al., 2002; LASRAM et al., 2012; LUCCHETTA et al., 2010; PERRONE et
al., 2007; SERRA et al., 2003).

Lasram et al. (2012) observaram que a maior incidéncia de espécies
ocratoxigénicas foi registrado para os isolados de A. carbonarius. Este fato
confirmou que esta espécie é a principal responsavel pela contaminacdo de OTA
nas uvas cultivadas em diferentes regiGes da Tunisia, tanto nas variedades de
vinho quanto as de mesa. A presenca de fungos ocratoxigénicos como A.
carbonarius, pode estar relacionada a circulacdo do ar, que promove a dispersao
dos esporos presentes no solo até a superficie das bagas (HOCKING et al., 2007;
LEONG et al., 2006).

A incidéncia de Aspergillus Secdo Nigri, normalmente aumenta do
inicio da fase pintor das bagas até a colheita, provavelmente porque a superficie
das bagas verdes e a exposicdo a luz UV representem um ambiente hostil para o
desenvolvimento de esporos de A. carbonarius (LEONG; HOCKING; SCOTT,
2006, 2007). Entretanto, ao atingir o inicio da fase de maturacéo, a pelicula da
baga amolece e o teor de aglcar aumenta, deixando o fruto mais suscetivel a
infeccdo por A. carbonarius e, consequentemente, aumentando o risco de
producdo de OTA, principalmente quando danificado (BATTILANI; MAGAN;
LOGRIECO, 2006b; LEONG, 2005; LEONG; HOCKING; SCOTT, 2006). A
colheita tardia dos frutos maduros também aumenta o risco de contaminagdo
com OTA (HOCKING et al., 2007).
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A porcentagem de isolados A. carbonarius produtores de OTA é
superior & de outras espécies de A. niger Agregado (BATTILANI; MAGAN;
LOGRIECO, 2006b; PERRONE et al., 2007). A producdo de OTA por espécies
do grupo A. niger Agregado tem sido relatada em outros estudos, embora em
niveis muito baixos. A caracterizacdo molecular desses isolados mostrou que
eles estavam representados pelas espécies de A. niger e A. tubingensis. A
capacidade de A. tubingensis produzir OTA tem sido confirmada em diversos
estudos (LASRAM et al., 2012; MEDINA et al., 2005; PERRONE et al., 2006).

Neste estudo ndo foi confimado nenhum isolado de A. tubingensis
produtor de OTA, entretanto, alguns isolados de A.niger (7,9%) foram
confirmados como produtores de OTA. A. niger foi detectado nas sementes e
bagas das variedades BRS Cora (1) e Petit Verdot (1) e no mosto das variedades,
Isabel Precoce (3) e Petit Verdot (1) obtidas na safra de 2010 da regido R3. Os
isolados obtidos nas variedades coletadas na safra de 2011, ndo foram
confirmados como ocratoxigénicos. O isolamento desta espécie ocratoxigénica
em mosto, pode representar risco de contaminagdo de OTA no vinho, ja que esta
espécie apresentou capacidade de desenvolver-se na etapa inicial do processo de
vinificacdo.

De acordo com estudos, A. niger foi a espécie mais frequentemente
isolada em vinhas da Australia (LEONG, 2005; LEONG; HOCKING; PITT,
2004). Neste estudo, espécies de A. niger também foram isoladas nas regides R1
e R2, entretanto, nenhuma cepa apresentou capacidade para a producéo de OTA.

Vérios fatores podem afetar a colonizagdo por fungos ocratoxigénicos
em uvas e a contaminagdo com OTA, em particular as condi¢Bes geogréficas e
climaticas. A regido R3 é considerada como a principal regido vitivinicola
tropical brasileira, especialmente para o cultivo de uvas para consumo in natura.
Dados sobre as caracteristicas climaticas das regies estudadas durante o periodo

de maturacdo da uva (Tabela 2) mostram que a regido R3 teve 0s maiores
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valores de temperaturas médias (23,5-27,6 °C), alcancado nos meses de coleta
das variedades contaminadas com A.niger, com temperaturas em torno dos 27,6-
27,8 °C e baixa umidade relativa entre 54-66%, 0 que provavelmente pode ter
favorecido o desenvolvimento desta espécie e a producdo de OTA.

Lasram et al. (2012) afirmam que em condi¢Bes onde o clima é mais
guente e seco, espécies de A. niger e A. carbonarius crescem mais rapidamente.
Estudos demostram que o crescimento de A. niger ocorre em temperaturas em
torno de 35-37 °C (LEONG; HOCKING; SCOTT, 2004) e 30-37 ° C (BELLI et
al., 2004), enquanto a producdo de OTA por espécies de A. niger Agregado
ocorre entre 20-25 °C (ESTEBAN et al., 2004).

Embora A. niger tenha sido detectado em maior frequéncia neste estudo,
que os isolados de A. carbonarius, foi possivel observar que sua presenca ndo
representa alto risco de contaminacdo com OTA, comparado ao A.carbonarius
onde todos os isolados foram ocratoxigénicos.

Deve-se levar em consideragdo que a alta incidéncia de Aspergillus
Secdo Nigri ndo implica necessariamente no acimulo de OTA nas uvas. Em
primeiro lugar, entre os isolados desta Se¢do, A. carbonarius é o principal
produtor de OTA, e algumas espécies do grupo A. niger Agregado, sdo capazes
de produzir a toxina em concentragdes mais baixas. Além disso, as condi¢des
ecoldgicas que favorecem o crescimento e a alta incidéncia, sdo diferentes
daquelas ideais para a producéo de OTA.

Bau et al. (2005) ndo observaram crescimento flngico em amostras de
sementes removidas das bagas, 0 que levou estes autores a concluirem que a
contaminagao por espécies produtoras de OTA procede da superficie das uvas e
ndo do interior. Entretanto, nossos resultados demonstram que os Aspergillus
Secdo Nigri foram capazes de infectar a parte interna do fruto, o que pode ter
ocorrido devido a danos causados na superficie das bagas, ja que estes fungos

sdo considerados agentes secundérios de deterioracdo e geralmente ndo possuem
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mecanismos de invasdo e infeccdo no tecido da planta, sendo necessario a
infeccdo por um patégeno ou que ocorra danos fisicos ou fisiologicos,
facilitando a colonizacdo por estas espécies. Outro aspecto relevante € que a
infeccdo destes isolados pode ter ocorrido através da entrada pelo pedunculo do
cacho e, consequentemente, chegando até a semente por meio do funiculo, que
se liga a parte basal da semente.

Neste estudo, detectamos a presenca de espécies de Aspergillus Secédo
Nigri nas amostras de mosto analisadas (Tabela 3), incluindo espécies de A.
niger ocratoxigénicas. Estas espécies foram detectadas nas variedades Isabel
Precoce (3) e Petit Verdot (1), coletadas na regido R3. O desenvolvimento de
espécies de Aspergillus Secdo Nigri em mostos ndo é comprovada em outros
estudos, e, portanto, a presenca de OTA no mosto e no vinho, pode ser atribuida
ao desenvolvimento anterior do fungo na superficie da baga (BATTILANI;
MAGAN; LOGRIECO, 2006b; MARTINEZ-RODRIGUEZ; CARRASCOSA,
2009). O desenvolvimento destas espécies ocorre nas bagas e, possivelmente
permanecem no mosto na fase inicial, antes do inicio do processo fermentativo,
principalmente devido a presenga de nutrientes.

Segundo Fredj, Chebil e Milik (2007), a interferéncia de outros fungos
presentes na microbiota da uva, pode diminuir a producdo de OTA em mostos.
Em estudos anteriores, a presenca de fungos filamentosos dos géneros Rhizopus
e Mucor foram capazes de degradar a OTA presente em mosto (VARGA et al.,
2004).

A ocorréncia de fungos ocratoxigénicos nas vinhas e a incidéncia de
OTA em uvas, ndo estdo particularmente restritos as condi¢des climaticas, mas
também depende de outros fatores relacionados com a variedade da uva e
manejo de culturas, tais como, o sistema de conducdo, de irrigacdo e tratamentos
fitossanitérios, o que pode influenciar no ecossistema da videira. Este estudo

demonstrou que as condicOes climaticas de trés regides vitivinicolas do Brasil,
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pode influenciar na distribuicio dos Aspergillus Secéo Nigri, e que a presenca de
fungos ocratoxigénicos em uvas coletadas na regido R3 demonstra os fatores de
risco para a presenca de OTA nestas uvas.

Apesar da presenca de espécies ocratoxigénicas nas amostras de uvas
deste estudo, dados da literatura indicam que os niveis de OTA detectados em
vinhos e sucos de uva brasileiros tem sido considerados abaixo do limite
estabelecido pela Comissdo Europeia e a Legislacao Brasileira (SHUNDO et al.,
2006; TERRA et al., 2012).

4.1.1 Associagao de espécies de Aspergillus Se¢éo Nigri e as variedades de

uva Vitis vinifera e Vitis labrusca

Por meio do mapa gerado a partir da analise de correspondéncia, foi
possivel observar a relagdo das espécies de Aspergillus Secdo Nigri e as
variedades de uva Vitis vinifera e Vitis labrusca. A primeira (PC1) e a segunda
componente principal (PC2), explicam 59,44% e 65,78% da variancia total, para
as variedades labrusca e vinifera, respectivamente (Figuras 4 e 5).

Os resultados da Figura 4 mostram a formacéo de agrupamentos entre as
variedades de uva Vitis labrusca e as espécies de Aspergillus Secdo Nigri. As
associacOes observadas foram entre as variedades Bordo e a espécie A. japonicus
(A.); A.tubingensis (A.t) e A.foetidus com BRS-Cora e as espécies A. .niger
Agregado (A.nag), A. aculeatus (A.a) e A. carbonarius (A.c), que apresentaram

maior correlagdo com a variedade Isabel.
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Figura4 Mapa percentual das associacdes entre espécies de Aspergillus Se¢édo

Nigri e as variedades de uva Vitis labrusca
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A japonicus (A.j)
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A.niger Agregado
(A.nag)
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Figura5 Mapa percentual das associacdes entre espécies de Aspergillus Se¢édo
Nigri e as variedades de uva Vitis vinifera

A andlise mostra também a relagdo entre as variedades de uva Vitis

vinifera e as espécies de Aspergillus Secdo Nigri. Na figura 5 observa-se a

formacdo do agrupamento entre as espécies A. tubingensis (A.t) e A. niger

Agregado (A.nag) nas amostras da variedade Syrah (1) e (3).

Os resultados indicam que A. niger (A.n), A. foetidus (A.f) associaram-

se a variedade Petit Verdot (Pet-Ver). As amostras da variedade Syrah (4), (6),

(7) e (10) localizadas no eixo negativo do grafico (quadrante inferior esquerdo),

estiveram mais associadas com as espécies unisseriadas A. aculeatus e A.

japonicus.



145

Estudos de frequéncia de ocorréncia de fungos realizados em diferentes
regides produtoras de uva demonstram que as espécies bisseriadas, A.
carbonarius, A. niger agregado, A. niger, A. tubingensis e A. foetidus, e as
unisseriadas, A. aculeatus e A. japonicus, sdo predominantes (BATTILANI;
GIORNI; PIETRI, 2003; BELLI et al., 2004; PERRONE et al., 2007; ROSA et
al., 2002; SERRA et al., 2003). Novas espécies unisseriadas e bisseriadas
isoladas a partir da microbiota de uvas foram descritas na Secdo Nigri, dentre
estas, A.ibericus (SERRA et al., 2006a), A. vadensis (VRIES et al., 2007), A.
uvarum, A. aculeatinus e A. sclerotiicarbonarius (GEISER et al., 2007).

De acordo com Batillani et al. (2004), variedades de uvas responderam
de maneira diferente quando inoculadas artificialmente com Aspergillus
carbonarius e, das variedades estudadas, Cabernet Sauvignon foi o mais
suscetivel a esses fungos. Ao contrario, Leong (2005) observou que a variedade
de uva ndo tem efeito direto sobre a incidéncia de espécies de Aspergillus Secdo
Nigri. Contudo, algumas variedades foram mais suscetiveis ao dano e, portanto,
sdo deterioradas por estas espécies. De acordo com estudos, a espessura da casca
da uva pode ser um fator importante, contribuindo para a reducdo de danos,
impedindo a infeccdo fangica (BATTILANI et al., 2004; VARGA;
KOZAKIEWICZ, 2006).

Neste estudo, verificou-se que as cultivares de Vitis vinifera L.,
demonstram maior suceptibilidade a incidéncia de espécies de Aspergillus Nigri,
quando comparada com as variedades de Vitis labrusca e essa diferenga foi
estatisticamente significativa (F=9,783; p=0,004). Esta diferenca pode estar
relacionada com as propriedades e composicdo fisico-quimicas das uvas, bem
como as praticas agricolas utilizadas em cada regido estudada, o tipo de solo, a
variedade da uva, etc, entretanto, estudos mais detalhados sdo necessarios para a

confirmacdo destas hipdteses.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, as principais espécies de Aspergillus Secao Nigri isoladas
foram A.aculeatus, A.carbonarius, A.foetidus, A.japonicus, A.niger, A.niger
Agregado e A.tubingensis. Destas, A.foetidus, A. niger, A. tubingensis,
A.japonicus foram detectados em maior frequéncia nas trés regides estudadas
(87%). Os fungos do género Aspergillus estdo naturalmente presentes nas uvas,
sementes e mostos das regides vitivinicolas estudadas. As espécies produtoras de
Ocratoxina A foram A. carbonarius e A. niger. Todos os isolados de A.
carbonarius obtidos (24) foram produtores desta toxina, o que realca a
importancia desta espécie como a principal fonte de OTA para as uvas
cultivadas na regido do Vale do Submédio Sdo Francisco. Estes resultados
demonstram que as areas de risco podem ser definidas com base na microbiota
de cada regido, contribuindo para o conhecimento das espécies de Aspergillus

produtoras de ocratoxina A nas videiras em diferentes regides do Brasil.
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CAPITULO 4 Incidéncia de Ocratoxina A (OTA) em vinhos tintos e sucos

de uva elaborados em trés regides brasileiras

RESUMO

A ocratoxina A é a micotoxina mais relevante e mais estudada em uvas e
seus derivados, por ser comumente detectada nesses substratos e toxica para
animais e humanos. A OTA é metabdlito secundario sintetizado principalmente
por espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium. Com o presente trabalho
objetivou-se quantificar os niveis de ocratoxina A (OTA) em amostras de vinhos
e sucos de uva obtidas experimentalmente. A quantificagdo da OTA das
amostras foi realizada pelo método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) com detecgdo por fluorescéncia. Os limites de deteccdo (LD) e de
quantificagdo (LQ) estabelecidos foram de 0,01 pg/L e 0,03 pg/L,
respectivamente. Foram analisados um total de 13 amostras de vinhos tinto e
sucos de uva, obtidas a partir de variedades cultivadas nas regides do Vale do
Submédio S&o Francisco (Nordeste) e Sul de Minas Gerais. A contaminagdo
pela OTA foi detectada em 6 (42,6%) das amostras analisadas, em
concentragdes que variaram de 0,02 a 0,78 ug/L. O nivel mais elevado da OTA
foi encontrado na amostra de vinho elaborado a partir da variedade Petit Verdot
cultivada no Vale do Submédio S&o Francisco. Os fatores climaticos dessa
regido podem ter favorecido a presenca de fungos ocratoxigénicos. Os niveis de
OTA detectados foram inferiores ao limite maximo toleravel para esta toxina em
vinho e suco de uva estabelecido pela Legislacdo Europeia e a Legislagao
Brasileira de 2,0 pg/L™.

Palavras-chave: Vinho tinto. Suco de Uva. Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia. Aspergillus Secdo Nigri.



156

ABSTRACT

Ochratoxin A is the most relevant and studied mycotoxin in grapes and
derivatives, for being commonly detected in this substrate and toxic for animals
and humans. The OTA is a secondary metabolite mainly synthesized by species
of the genus Aspergillus and Penicillum. This work aimed at guantifying the
levels of ochratoxin A (OTA) in wine and grape juice samples obtained
experimentally. The quantification of OTA in the samples was done by High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) method with detection by
fluorescence. The detection (DL) and quantification limits (QL) established were
of 0.1 pg/L and 0.03 pg/L, respectively. A total of 13 samples of red wines and
grape juices were analyzed, obtained from varieties cultivated in the Vale
Submédio Sdo Francisco (Northeast) and South of Minas Gerais regions. The
contamination by OTA was detected in 6 (42.6%) of the analyzed samples, in
concentration that varied from 0.02 to 0.78 pg/L. The most elevated level of
OTA was found in the wine sample prepared from the Petit verdot variety
cultivated in the Vale Submédio S&o Francisco. The weather factors of this
region may have favored the presence of OTA producing fungi. The levels of
OTA detected were inferior to the maximum limit tolerated for this toxin in wine
and grape juice of 2.0 pg/L, established by European and Brazilian Legislation.

Key-words: Red wine. Grape juice. High-Performance Liquid Chromatography.
Aspergillus nigri section.
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1 INTRODUCAO

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por algumas
espécies de fungos filamentosos pertencentes aos géneros Aspergillus e
Penicillium. A ocratoxina A foi originalmente isolada como um metabdlito
secundario do fungo filamentoso Aspergillus ochraceus (MERWE et al., 1965).
Em anos subsequentes, muitas outras espécies de Aspergillus como A. niger, A.
carbonarius, A. sulphureus e A. melleus (ABARCA et al., 1994; CIEGLER,
1972) entre outras foram descritas como produtoras de ocratoxina A.

OTA tem despertado atencdo mundial pelas suas propriedades
nefrotdxica, imunossupressiva, teratogénica e carcinogénica (LEA; STEIEN;
STORMER, 1989; SOLFRIZZO et al., 2010), sendo classificada pela
“International Agency for Research on Cancer” como um possivel carcindgeno
para humanos (categoria 2B) (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH
ON CANCER - IARC, 1993; KUIPER-GOODMAN; SCOTT, 1989;
PETZINGER; ZIEGLER, 2000).

A presenca de ocratoxina A em alimentos vem sendo considerada um
problema mundial de salde publica. Em uma grande variedade de produtos
agricolas em varias regies geograficas do mundo ja foi detectada a ocratoxina
A (AMEZQUETA et al., 2012; URBANO et al., 2001). Sua ocorréncia tem sido
relatada em uma grande variedade de alimentos e bebidas, incluindo suco de uva
e vinho (MAJERUS; OTTENEDER, 1996; QUINTELA et al., 2011,
ZIMMERLLI; DICK, 1995, 1996).

A presenca da OTA em suco de uva e vinhos foi descrita pela primeira
vez por Zimmerli e Dick (1995). Desde entdo, varias pesquisas tém sido
conduzidas em diferentes paises em relacdo a ocorréncia da OTA em vinhos
(HOCKING et al., 2007; PIETRI et al., 2001; SAGE et al., 2002).
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De acordo com Solfrizzo et al. (2006), os niveis de OTA podem variar
em fungdo do tipo de vinho, da safra e da regido vitivinicola. Estudos realizados
com sucos de uva e vinhos de origem brasileira e argentina demonstraram que 0s
niveis de OTA sdo inferiores aos observados em paises da Europa (CHULZE;
MAGNOLI; DALCERO, 2006; TERRA et al., 2012).

Em paises da Europa, varios estudos tém sido realizados para mapear
areas de risco e apontar os pontos criticos de controle, o que auxilia na
prevencdo e controle dos niveis de OTA em uvas, suco e vinhos (CABANES et
al., 2002; OTTENEDER; MAJERUS, 2000; ZIMMERLLI; DICK, 1996).

A presenca de OTA em suco de uva é uma questdo de preocupacao,
porque pode ser fonte principal de ingestdo de OTA por criancas (ZIMMERLI,
DICK, 1996). A legislacdo brasileira recentemente estabeleceu o limite méaximo
permitido de OTA em vinho e suco de uva de 2 ug.L™* (BRASIL, 2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia e os niveis de OTA em
vinhos tintos experimentais e sucos elaborados na regido do Vale do Submédio
S&o Francisco (Nordeste), e em vinhos elaborados no Sul de Minas Gerais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Regides avaliadas

As amostras de vinho tinto e suco de uva foram obtidas de cultivares
Vitis vinifera e Vitis labrusca nas regifes Sul de Minas Gerais (municipios de
Caldas e Trés CoracOes) e Vale do Submédio S&o Francisco (Casa Nova (BA) e
Petrolina (PE). A regido Sul de Minas Gerais situa-se a 21°S 40°0 e altitude de
1.150 m. O clima é caracterizado como subtropical, com temperatura média
anual de 19 °C, precipitacdo média de 1.500 mm e umidade relativa do ar de
75%. O Vale do Submédio Sdo Francisco ao contrério, situa-se no trépico
Semiérido brasileiro, em latitude 9°S, longitude 40°0 e altitude em torno de 350
m. Apresenta indicadores climaticos médios de 500 mm de precipitag&o,
temperatura média de 26 °C e 50% de umidade relativa. Esta regido é
considerada como a principal regido vitivinicola tropical brasileira, destacando-
se das demais regides e também das areas tradicionais de uva e vinho do mundo
devido a producdo de uvas durante todo o ano, isso devido as condigdes

climéticas e a disponibilidade de agua para a irrigagdo dos vinhedos.

2.2 Amostras

Um total de 9 amostras de vinhos tintos (sendo 5 coletadas na regido do
Vale do Submédio S&o Francisco - regido R3) e 4 na regido Sul de Minas Gerais
- regido R1), e 4 amostras de suco de uva (coletadas na regido do Vale do
Submédio Sédo Francisco), elaborados experimentalmente a partir de variedades
de uvas Vitis vinifera L., utilizadas para a elaboragdo de vinhos finos e, Vitis

labrusca utilizadas para a elaboracdo de vinho de mesa e suco de uva,
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respectivamente. Os vinhos elaborados a partir das variedades Grenache (1),
Syrah (1), Petit Verdot (1), Syrah (2), Petit Verdot (2), Syrah (1), BRS Violeta
(1), Syrah (2) e Bérdo (1), foram obtidos das safras de 2010 e 2011 (Tabela 1).
A vinificacdo experimental foi realizada através do método tradicional
(PEYNAUD, 1997), em cubas de aco inox de 200 litros. As fermentacdes
alcoodlica e malolatica foram realizadas a 25 °C e 18 °C. Em seguida 0s vinhos

foram estabilizados e engarrafados.

Tabelal Amostras de vinho tinto e suco de uva analisadas

Amostras de vinho Produto Periodo de Local de elaboragéo
tinto elaboragéo (Regiéo)
(més/ano)

Grenache (1) Vinho Tinto 09/2010 PE (R3)
Syrah (1) Vinho Tinto 07/2011 PE (R3)
Petit Verdot (1) Vinho tinto 03/2010 PE (R3)
Syrah (2) Vinho Tinto 03/2010 PE (R3)
Petit Verdot (2) Vinho Tinto 09/2010 PE (R3)
T1R3

Syrah (5) Vinho Tinto 11/2010 MG (R1)
Syrah (2) Vinho Tinto 11/2010 MG (R1)
BRS Violeta (1) Vinho Tinto 12/2010 MG (R1)
Bord6 (1) Vinho Tinto 01/2011 MG (R1)
BRS-Cora (1) 572 Suco 03/2010 PE (R3)
Isabel IAC 572 (1) Suco 09/2010 PE (R3)
BRS Violeta (2) Suco 08/2010 PE (R3)
Isabel IAC 572 Suco 03/2010 PE (R3)

As amostras de suco de uva analisadas foram elaborados a partir das
variedades BRS Cora (1) IAC 572-T3R2, Isabel Precoce (1) IAC 572, BRS
Violeta (1) e Isabel Precoce (2) IAC 572 T2R1, obtidas na regido Vale do
Submédio Sdo Francisco. Os sucos foram elaborados em suqueira artesanal
(capacidade para 20 litros) e a extracdo realizada a 75 °C com resfriamento

répido, seguido do engarrafamento.
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2.3 Andlise de OTA

A quantificagdo da OTA nas amostras de vinhos tintos e sucos de uva
foi realizada pelo método de Cromatografia de Camada Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e, deteccdo por fluorescéncia, de acordo com EN 14133/2003
(EUROPEAN COMMITTE FOR STANDARTIZATION - EC, 2003).

2.3.1 Soluc0es e reagentes

A solucdo de diluicdo do vinho foi preparada com a dissolucéo de 10 g
de Polietilenoglicol 8000 e 50 g de bicarbonato de s6dio (NaHCO3) em 1000 mL
de &gua purificada (qg.s.p). Para a obtencdo da solucéo de lavagem dissolveu-se
25 g de cloreto de sodio (NaCl) e 5 g de bicarbonato de sddio em 1000 mL de
agua purificada (g.s.p). A solucdo estoque da OTA Sigma (St. Louis, MO,
USA), foi preparada em tolueno: &cido acético (99:1, v/v). A concentragdo foi
determinada através de Espectrofotdmetro UV a 333 nm, com e = 5440 cm *
mol . A solugéo de trabalho foi preparada por diluicdo apropriada em tolueno:
acido acético (99:1, v/v), para os testes de recuperacdo e curva de calibracéo.
Para o preparo da fase movel foi utilizado acetonitrila:metanol:acido acético
aquoso (35:35:30), e filtrados a vacuo em membrana de celulose regenerada
PTFE de 0,45 um. O acido acético foi preparado com solugdo de acido acético
glacial em &gua purificada (1:29, v/v). As solucdes foram armazenadas de -15 °C

a -20 °C no escuro.
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2.3.2 Preparo das amostras e purificacdo em coluna de imunoafinidade

As amostras de suco e vinho foram resfriadas a 4 °C e amostrado uma
aliquota de 40 mL as quais foram diluidas com 40 mL da solucgdo de diluicdo e
homogeinizados sob agitacdo mecanica em shaker, a uma velocidade média,
durante 30 minutos. A solucédo foi submetida a filtragdo a vacuo (2 mL/min) em
membrana GFA e 40 mL do filtrado foi transferido para a coluna de
imunoafinidade (Ochraprep, R-Biopharm Rhone Ltd) adaptada ao sistema
Visiprep™ SPE Vacuum Manifold. A coluna foi lavada com 10 mL da soluco
de lavagem e, em seguida, com 10 mL de agua purificada para a remogao de
residuos ndo-especificos. Logo apos foi adicionado 2 mL de metanol a coluna
para a eluigdo da OTA vinculada ao anticorpo, sendo o procedimento realizado
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
uL de fase movel. O volume injetado no cromatdgrafo liquido foi de 50 pL,
tanto para as amostras quanto para os padroes.

2.3.3 Quantificagéo por CLAE

A quantificagdo foi conduzida em um sistema de cromatografia liquida
Shimadzu com detector de fluorescéncia (Modelo LC-10AD) em comprimentos
de onda de 333 e 476 nm para excitacdo e emissdo respectivamente. Utilizou-se
a coluna Shim-pack CLC-ODS RP-18 (5 um; 4,6 x 250 mm), precedida da pré-
coluna Shim-pack G-ODS (5 um; 4,0 x 10 mm), com fluxo de 0,8 mL/min. A
presenca da OTA foi confirmada pela formagdo de ésteres metilicos, sendo
observado um aumento no tempo de retencdo das amostras devido a

derivatizacdo da OTA. A partir do calculo da &rea dos picos de OTA dos
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extratos das amostras e das solucGes padrdes foi quantificado o teor de OTA das
amostras. Nas condi¢fes de andlise o tempo de retencdo foi de
aproximadamente 11 min. Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ)

foram 0,01 pg/L e 0,3 pg/L, respectivamente.

2.3.4 Eficiéncia da metodologia analitica

Para avaliar o desempenho da metodologia analitica utilizada, foi
realizado testes de recuperacdo pela adicdo de OTA em amostras de vinho e
suco de uva ndo contaminadas. A amostra de vinho foi fortificada em cinco
repeti¢des, com duas concentragdes de OTA: 0,22 pg/L e 0,44 pg/L. A amostra
de suco foi fortificada, em duas repetigdes, com a concentragio de 2,78 ug/L de
OTA. A lineariedade foi calculada a partir da equagdo da regressdo linear,
determinada pelo método dos minimos quadrados. Foi utilizado o coeficiente de

correlacdo linear (R%) como indicador da reta, como modelo matematico.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Padronizagdo da metodologia analitica

A curva de calibracdo obtida a partir da equacdo de regressdo linear,
determinada pelo método dos minimos quadrados, foi linear na faixa de 0,6 a
111 pg/L. Os valores de R obtidos foram maiores que 0,99, conforme
recomendado por Green (1996).

Os valores de recuperagéo e os coeficientes de variagdo para vinho
foram em média 72,5% e 26,1% e para suco 95% e 2,7 % (Tabelas 3 e 4). Estes
resultados estdo de acordo com os recomendados por EC 401/2006
(COMMISSION REGULATION, 2006) para concentracfes inferiores a 1,0
ng/L e entre 1,0 ug/L e 10 pg/L.

Tabela 2 Valores de recuperacdo de Ocratoxina A das amostras de vinho (n=5)

Concentragéo Quantidade Média Recuperacdo  Coeficiente de
Recuperada

(ug/L) (ug/L) (ug/L) (%) Variagéo (%)

0,21
0,14
0,22 0,11 0,16 71,0 21,07
0,18
0,14

0,50
0,24
0,44 0,27 0,33 74,0 31,18
0,31
0,31

n= ndmero de repeticdes
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Tabela 3 Valores de recuperacdo de Ocratoxina A das amostras de suco de uva

(n=2)
Concentragdo F?:S?tgggz Média Recuperacdo Coeficiente de
(Mg/L) i) (ug/L) (%) Variagao (%)
2,70
2,78 2,65 95,0 2,67
2,60

n= numero de repeticdes

3.2 Incidéncia de Ocratoxina A (OTA) em vinhos experimentais e sucos de
uva obtidos nas regides do Sul de Minas Gerais e Vale do Submédio S&o

Francisco

A contaminagdo pela OTA foi detectada em 6 (42,6%) das amostras
analisadas, em concentragdes que variaram de 0,02 a 0,78 pg/L. O nivel mais
elevado da toxina foi encontrado no vinho produzido no Vale do Submédio S&o
Francisco, localizado na regido Nordeste do Brasil (latitude 9 °S, longitude 40
°0), onde das cinco amostras de vinhos tinto analisadas, quatro (80%)
apresentaram contaminagao.

Das amostras de vinhos tinto obtidas na regido do Vale do Submédio
Sdo Francisco, a que apresentou maior nivel de contaminagdo foi da variedade
Petit Verdot (1) (0,78 pg/L) (Grafico 1).
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Gréfico 1 Cromatograma da amostra de vinho tinto elaborado a partir da

variedade Petit VVerdot (1), obtida na regido do Vale do Submédio S&o
Francisco (Nordeste)

Nas amostras de vinho tinto elaborados a partir das variedades Syrah (1),
Syrah (2) e Petit Verdot (2), os niveis de OTA detectados foram (0,15; 0,03 e
0,02g/L), respectivamente. O vinho tinto em que a OTA néo foi detectada ou
que a concentracdo foi inferior ao LQ (30 ng 1) foi obtido na variedade
Grenache (1). As concentracGes de OTA detectadas nestas amostras ndo parece
estar relacionada a variedade da uva, e sim, as condi¢des climaticas do periodo
de colheita.

Embora tenha sido detectada a presenca de OTA nos vinhos tintos
elaborados no Vale do Submédio S&o Francisco, os niveis detectados sdo
considerados baixos, sendo inferiores ao limite tolerdvel estabelecido pela
Comissao Européia e a Legislacdo Brasileira (2,0 pg/L) em vinhos e sucos de
uva (BRASIL, 2011; COMMISSION REGULATION, 2005).

Os baixos niveis de OTA detectados nas amostras de vinhos estudadas
pode estar relacionado com o clima tropical semiarido da regido do Vale do
Submédio Sdo Francisco, onde temperaturas mais elevadas sdo observadas ao

longo de todo o ano (média de 27 -C) e o clima é menos Umido. As temperaturas
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mais elevadas na regido podem favorecer o desenvolvimento de espécies de
A.carbonarius, entretanto, podem inibir a producéo da OTA.

De acordo com estudos, a presenca de fungos ocratoxigénicos e a
producdo da OTA em uvas e seus produtos, sdo diretamente influenciados por
fatores climaticos (BELLI et al., 2005; LASRAM et al., 2010; MAGAN;
MEDINA; ALDRED, 2011). Segundo Belli et al. (2005) e Mitchell et al. (2004),
as condicdes ideais para que ocorra a producdo de OTA é na faixa 15-20 °C e ay
0,92-0.99, em contraste com o crescimento que ocorre a cerca de 30 °C.

Segundo Lasram et al. (2010), em paises onde as temperaturas sdo mais
baixas, sdo registrados niveis mais elevados de contaminacdo por OTA, do que
em paises tropicais. Isto tem sido demonstrado em alguns estudos, que
demonstram que os niveis de OTA em vinhos brasileiros sdo baixos, quando
comparados aos vinhos europeus (ANLI et al., 2005, BURDASPAL,;
LEGARDA, 1999; FINOLI et al., 2004; FLAJS et al., 2009; KROUGER,;
FERNANDES; ROSA, 2012; LOPEZ et al., 2002; MIKULIKOVA et al., 2012;
QUINTELA et al., 2011; RATOLA et al., 2004; SHEPHARD et al., 2003;
SHUNDO et al., 2006; SOUFLEROS; TRICARD; BOULOUMPASI, 2003;
SPADARO et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2011; TERRA et al., 2012; VALERO
et al., 2008).

Shundo et al. (2006) relataram em seus estudos que os niveis de OTA
em vinhos tintos brasileiros variou 0,1-1,33 pg/L™. No entanto, os autores
sugerem que, embora o contetdo de OTA nos vinhos brasileiros seja baixo, a
exposicdo pequena e continua a esta micotoxina pode representar um risco para
a saude humana.

Recentemente, Terra et al. (2012) analisaram a presenca de OTA em
vinhos tinto e branco e suco de uva na regido do Vale do Submédio S&o
Francisco. A presenca da toxina foi detectada em 13 (38,24%) das amostras

analisadas, com concentragdes que variam de 0,03-0,62 mg L. Estes autores
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ndo observaram niveis detectaveis de OTA em nenhuma das amostras de suco de
uva analisadas.

Com relacdo as amostras de suco obtidas no Vale do Submédio Séo
Francisco, das quatro amostras analisadas em apenas uma foi detectada a
presenca da OTA. A variedade BRS Violeta (2) apresentou concentracao de
0,03 pg/L (Grafico 2). Em um estudo anterior, realizado no Brasil, nenhuma das
38 amostras de suco de uva testadas apresentaram contaminacdo com OTA
(SHUNDO et al., 2006).

RF10AXL (Ex:333nm, Em:d?Bl‘vn)
— Sucos e Vinhos |
0.044 Suco 038

0.02

0.00

Minutes

Gréfico 2 Cromatograma da amostra de suco de uva elaborado a partir da
variedade BRS Violeta (2), obtida na regido do Vale do Submédio
S&o Francisco (Nordeste)

Este resultado pode ser atribuido a alguns fatores, tais como, a variedade
de uva, a origem geogréfica, as condi¢Bes climéaticas e / ou das préaticas de
cultivo, o que pode afetar o crescimento de fungos ocratoxigénicos e a producao
de OTA. Outra hipbtese é que o0s sucos brasileiros sao elaborados a partir de
variedades Vitis labrusca, que s@o mais resistentes a podriddes e doengas
fingicas e o processamento na maioria dos casos ocorre de forma artesanal em
extrator caseiro (suqueira), onde sofre o processo de pasteurizagdo (+85 °C), que
possivelmente reduziria a concentracdo da OTA neste produto. Ao contrario dos

sucos produzidos em paises da Europa, onde a elaboracdo ocorre a partir de uvas
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Vitis vinifera, relatadas como mais suceptiveis a podriddo e infec¢éo flngica e o
processo de elaboracéo do suco ocorre a frio.

Existem poucas informacdes disponiveis na literatura sobre a ocorréncia
de OTA em sucos de uva para confirmar estas hipéteses (BATTILANI;
GIORNI; PIETRI, 2003; ROSA et al., 2004).

Ao contrario do que tem sido observado em sucos de uva brasileiros,
outros estudos realizados na Europa relatam que o suco de uva € mais
contaminado com OTA do que o vinho, embora concentragcfes similares de
ocratoxina A tenham sido observadas em suco de uva e vinho tinto, mostrando
que a OTA ndo era degradada durante o processo de vinificagdo
(DACHOUPAKAN et al., 2009; MAJERUS; BRESCH; OTTENEDER, 2000;
ZIMMERLLI; DICK, 1996).

Wolff et al. (2000) analisaram 73 amostras de suco de uva, observaram
que apenas 8 amostras estavam livres da contaminacdo com OTA, enquanto que
as demais continham niveis que variaram entre 10 a 5300 pg/L. O estudo sobre a
ocorréncia de OTA em sucos de uva é necessario, por ser um produto muito
consumido pelas criangas e pelo fato do consumo de suco ser maior do que o do
vinho (VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006).

Das quatro amostras de vinho tinto obtidas na regido do Sul de Minas
Gerais, apenas na variedade Syrah (2), foi detectada a presenca de OTA, na
concentragdo de 0,16 pg/L (Grafico 3). Os vinhos tinto em que a OTA ndo foi
detectada ou que a concentragdo foi inferior ao LQ (30 ng L) foi obtido nas
variedades Syrah (1), BRS Violeta (1) e Bérdo (1).
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Grafico 3 Cromatograma da amostra de vinho tinto elaborado a partir da
variedade Syrah (2), obtida na regido Sul de Minas Gerais

Assim como nas amostras de vinho da regido do Vale do Submédio Séo
Francisco, o nivel de OTA detectado na amostra da regido Sul de Minas Gerais,
é considerado inferior ao estabelecido pela Comissdo Européia e pela Legislacdo
Brasileira (2,0 pg/L) em vinhos e sucos de uva (BRASIL, 2011; COMMISSION
REGULATION, 2005). Estes resultados confirmam que o clima tropical do
Brasil é menos favoravel a producdo de OTA quando comparado com resultados
obtidos para vinhos de paises europeus.

A diferenca na concentracdo da OTA detectada nas duas regides
estudadas pode estar relacionada as diferencas quanto a regido de origem dos
vinhos, onde a incidéncia de fungos produtores de OTA nas uvas parece Sser
maior na regido do Nordeste, em que as condi¢des semiaridas, com precipitacdes
mais baixas e temperaturas mais elevadas favorecem principalmente o
desenvolvimento de espécies de Aspergillus Secdo Nigri.

Estudos demonstram que a condicdo favoravel para o crescimento de
A.carbonarius, principal espécie produtora de OTA em uvas, ocorre na faixa de
25-35 °C, como a temperatura média alcangada na regido Sul de Minas Gerais na
epoca da colheita gira em torno de 19-22 °C, as condicOes climéticas do periodo

de colheita destas uvas provavelmente ndo favoreceram o desenvolvimento de
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espécies ocratoxigénicas e a producdo da toxina nesta regido, embora a
temperatura ideal para a producio da OTA situe-se entre 15 a 20 °C (BELLI et
al., 2004a; ESTEBAN et al., 2004, 2006; LEONG; HOCKING; SCOTT, 2006;
MITCHELL; ALDRED; MAGAN, 2003).

Outra hipbtese é que, nesta regido, as principais espécies isoladas das
amostras coletadas no periodo de maturacdo foram pertencentes ao género
Penicillium. A ocorréncia da OTA neste género é associada as espécies
P.verrucosum (PETZINGER; ZIEGLER, 2000; SCHLATTER; STRUDER-
ROHR; RASONYI, 1996) e P.nordicum (LARSEN; SVENDSEN;
SMEDSGAARD, 2001). Entretanto, estas duas espécies ndo foram isoladas
neste estudo.

De acordo com Zimmerli e Dick (1996), os vinhos tintos apresentam
niveis mais elevados de OTA que 0s vinhos branco e rosé. O vinho tinto é mais
susceptivel a contaminacdo com OTA devido as condi¢bes de processamento,
em que a temperatura elevada e as condi¢cBes de aerobiose associados com a
dissolucdo dos corantes naturais produzem contato intensivo com as potenciais
toxinas que produzem os fungos (BATILLANI; GIORNI; PIETRI, 2003;
BEJAOUI et al., 2006; BELLI et al., 2004b, 2004c; LASRAM et al., 2007;
MAJERUS; BRESH; OTTENEDER, 2000; PONSONE et al., 2010).

Segundo Lasram et al. (2008), é na fase da maceracao que ocorre maior
extragdo da OTA das uvas, indicando que a casca é a principal fonte de
contaminagdo da toxina. No vinho branco a contaminagdo € menor ap6s o
esmagamento as partes solidas da uva sdo separadas do mosto, permitindo um
tempo menor de contato entre cascas e sementes, 0 que provavelmente contribui
para uma maior remocdo da toxina nestes vinhos. Além disso, a adicdo de
bentonita durante a clarificacdo do vinho branco, atua como adsorvente da OTA
(HUWING et al., 2001).
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A realizacdo de novos estudos sobre a contaminacdo da OTA em vinhos
e sucos de uva em diferentes regides do Brasil torna-se necessario para se obter
informacBes sobre os fatores que contribuem para a presenca e 0s niveis da
toxina nestes produtos. Além de contribuir para o desenvolvimento de métodos
gue ajudem a minimizar os riscos e garantir baixos niveis da OTA em uvas e

derivados.
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4 CONCLUSAO

Neste estudo, o maior teor de OTA (0,78 pg/L) foi detectado na amostra
de vinho tinto elaborado a partir da variedade de uva Petit Verdot (1) obtida na
regido do Vale do Submédio Sdo Francisco. Das amostras de suco de uva
analisadas nesta regido apenas na cultivar BRS Violeta foi encontrada a OTA,
com teor de 0,02 pg/L. Na regido Sul de Minas Gerais a OTA foi encontrada no
vinho tinto da variedade Syrah (2) na concentragdo de 0,15 pug/L. Embora tenha
sido observada a presenca desta micotoxina nos vinhos de ambas as regides e no
suco do Vale do Submédio Sado Francisco, os valores de OTA s&o inferiores ao
limite mé&ximo estabelecido pela Comissdo Européia e pela Legislagdo Brasileira
de (2,0pg/L).
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CONSIDERAGOES GERAIS

O Brasil tem desenvolvido uma capacidade excepcional para a producgéo
de vinhos de qualidade, visto a sua extensdo territorial e regides produtoras de
vinho com caracteristicas marcantes devido a sua diversidade e complexidade.
Atualmente o pais € considerado uma das melhores regides no mundo para o
cultivo de uvas destinadas a producdo de vinhos espumantes (INSTITUTO
BRASILEIRO DO VINHO - IBRAVIN, 2012). O Vale do Submédio Sao
Francisco, por exemplo, tem apreserntado um intenso desenvolvimento nos
Gltimos anos. Trata-se da Unica regido do mundo que produz uvas o ano todo e
em condig¢bes semiaridas, sendo possivel, dependendo da cultivar, colher de
duas a trés safras anualmente. Esta caracteristica vem fazendo com que esta
regido tenha a devida reputagdo e seja conhecida com grande potencial de
producéo de vinhos com rentabilidade.

O desenvolvimento de pesquisas sobre a presenca de fungos
filamentosos produtores de micotoxinas em uvas e consequentemente a presenca
destas toxinas em vinhos e sucos, além da influéncia das condi¢cGes ambientais
na producgdo da toxina, no Brasil, ainda s&o pouco explorados, especialmente no
que refere-se ao carater toxico das espécies ocratoxigénicas. A presenca de
micotoxinas além de trazerem riscos a salde humana e animal, representam um
impacto negativo consideravel na economia de diversos paises.

Dentre as micotoxinas a ocratoxina A (OTA) é considerada como uma
das mais comuns e que vem recebendo atencao crescente por seus efeitos tdxicos
e devido a alta incidéncia em uma ampla variedade de produtos alimentares.
Uvas e seus derivados, como suco de uva, frutas secas e vinhos, sao
frequentemente contaminados com esta toxina em diversos paises como Italia
(BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003), Argentina, Brasil (CHIOTTA et

al., 2009; ROSA et al., 2002), Tunisia (LASRAM et al., 2010, 2012) e
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Portugal (SERRA; BRAGA; VENANCIO, 2005; SERRA et al., 2003), Grécia
(MAGAN; MEDINA; ALDRED, 2011).

Este é o primeiro estudo sobre a diversidade de fungos filamentosos
identificados até espécie realizado em regides vitivinicolas do Brasil (municipios
de Caldas e Trés CoragBes (Sul de Minas Gerais), Espirito Santo do Pinhal
(Sudeste de S&o Paulo), Lagoa Grande e Santa Maria da Boa Vista (Petrolina —
PE), e Casa Nova (Bahia — BA). Este estudo foi realizado nestas regifes porque
existem poucos estudos sobre a microbiota de uvas cultivadas no Brasil, tendo
sido realizado apenas na regido de Campanha no Estado do Rio Grande do sul,
por Rosa et al. (2002).

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que 0s niveis
detectados de OTA nas amostras de suco e vinho analisadas foram
considerados baixos, uma vez que estas concentracBes encontram-se
dentro do limite maximo toleravel para a toxina em vinho e suco de uva
estabelecida pela Legislagdo Europeia e Brasileira (2ug/L). Este fato,
indica que as condicdes climaticas destas regides produtoras de uva que foram
estudadas foram menos favoraveis a producdo desta toxina, principalmente a
regido do Vale do Submédio Séo Francisco que devido ao clima semiérido e a
altas temperaturas favorecem o desenvolvimento de espécies pertencentes ao
género Aspergillus Secdo Nigri, onde as espécies ocratoxigénicas de maior
relevancia para a producdo de OTA em uvas e derivados estdo inseridas, embora
estas condicOes foram propicias a inibigdo da toxina.

Por outro lado, a presenca de algumas espécies que foram isoladas neste
estudo tais como, Cladosporium cladosporioides, Alternaria alternata,
Aspergillus japonicus, A.niger, possivelmente possam ter contribuido para a
menor frequéncia de espécies ocratoxigénicas e a producdo da toxina nos

produtos elaborados a partir das regides estudadas. Alguns estudos mostram que
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estas espécies foram capazes de inibir o desenvolvimento de espécies produtoras
de OTA como Aspergillus carbonarius.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a importancia da
realizacdo de novos estudos relativos a contaminacdo da OTA em vinho e suco
de uva brasileiros necessarios para obter uma melhor compreensdo dos fatores
que contribuem significativamente para a presenca e 0s niveis de toxina nestes
produtos. E consequentemente contribuir para que os pontos criticos de
contaminagao e produgdo de OTA ao longo da cadeia produtiva de uvas e vinhos

sejam detectados, controlados ou minimizados.
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