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RESUMO

A ocratoxina A (OTA) tem sido freqiientemente encontrada como
contaminante de uvas, vinhos e suco de uva, sendo considerada uma das
micotoxinas mais prejudiciais para a saide humana. Neste contexto, este estudo
foi realizado com o objetivo de avaliar a ocorréncia de fungos ocratoxigénicos
do género Aspergillus Segdo Nigri em solos cultivados com videiras, uvas e
mostos do Nordeste brasileiro, bem como verificar os niveis de Ocratoxina A em
vinhos e sucos de uva elaborados com variedades cultivadas nesta regido. O
isolamento de fungos das uvas e sementes foi realizado por Plaqueamento Direto
no meio Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC). Para as
amostras de solo e de mosto utilizou-se a técnica de espalhamento superficial a
partir de dilui¢des seriadas. Selecionou-se para obtencdo de culturas puras
apenas os fungos do género Aspergillus Segdo Nigri que foram identificados por
caracteristicas morfologicas. Todos os isolados obtidos foram testados quanto ao
potencial de produgdo de OTA pelo método Plug Agar. A quantificagdo de OTA
das amostras de vinhos e sucos de uva foi realizada pelo método de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com detecgdo por
fluorescéncia. Do total de isolados obtidos (281), a maioria (61,2%) foi
identificado nas espécies A. niger, A. foetidus e A. tubingensis, e 11% foram
produtores de OTA. A espécie A. niger foi a mais detectada nas vinhas,
entretanto apenas 5,3% dos seus isolados foram ocratoxigénicos. Todos os
isolados de A. carbonarius obtidos (22) foram produtores desta toxina, o que
realga a importancia desta espécie como a principal fonte de OTA para as uvas
cultivadas no Nordeste brasileiro. A OTA foi detectada em 13 (38,24%)
amostras analisadas, em concentragdes entre 0,03 a 0,62 pg/L. A maioria das
amostras de vinho tinto apresentou-se contaminada com esta toxina (75%), e em
apenas uma amostra de vinho branco, obtido da variedade Verdejo, esta toxina
foi detectada. Nao foi detectado OTA em nenhuma amostra de suco de uva. Os
niveis de OTA detectados foram inferiores ao limite maximo toleravel para esta
toxina em vinho e suco de uva estabelecido pela Unido Européia (EC 123/2005).

Palavras-chave: Ocratoxina A. Aspergillus. Uva. Vinho. Suco de uva.



ABSTRACT

Ochratoxin A (OTA) is a frequent contaminant in grapes, wines and
grape juices. This toxin is considered to be one of the most hazardous
mycotoxins for humans. This study was performed with the objective of
evaluating the occurrence of ochratoxigenic fungi of the genus Aspergillus
Section Nigri in grapes, grape must, and soil of wineries of Northeastern Brazil,
as well as verify the levels of Ochratoxin A of the wines, grape juices made with
the varieties present in the region. The isolation of berries and seeds was
performed by the Direct Plating method in the Dichloran Rose Bengal
Cloramphenicol media (DRBC). For the grape must samples, the serial dilution
with superficial spreading technique was used. We selected only the specimens
of the genus Aspergillus Section Nigri to produce pure cultures, which were
identified through their morphologic characteristics. All the isolates obtained
were tested for the potential of OTA production through the Pug Agar method.
The quantification of OTA in the samples of wine and grape juices was obtained
through the High Performance Liquid Chromatography (HPLC) with
fluorescence detection method. Of all the isolates obtained (281), the majority
(61.2%) was identified as A. niger, A. foetidus and A. tubingensis, and 11% of
these isolates were OTA producers. A. niger was the most detected species in the
wineries. However, only 5.3% of these isolates were ochratoxigenic. All the
isolates of A. carbonarius obtained (22) produced the toxin, which highlights the
importance of this species as the main source of OTA in grapes cultivated in
Northeastern Brazil. OTA was detected in 13 (38.24%) samples analyzed with
concentrations varying from 30.2 to 622.0 ngl™'. One white wine (obtained from
the Vedejo variety) and Most of the red wine samples (75%) were contaminated
by this toxin. OTA was not detected in any of the grape juice samples. The
levels of OTA were below the maximum limit permitted in wine and juice
according to the European Union (EU 123/2005).

Keywords: Ochratoxin A. Aspergillus. Grape. Wine. Grape juice.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A incidéncia de fungos filamentosos em produtos agricolas esta
diretamente relacionada com a qualidade e a seguranca dos alimentos e bebidas.
Dentre os produtos susceptiveis a esta contaminacao estdo as frutas.

Os fungos filamentosos podem causar a deterioragdo de frutas e/ou
contamina-las com metabolitos secundarios toxicos, denominados de
micotoxinas. Dentre elas, a Ocratoxina A (OTA) ¢ hoje a principal micotoxina
encontrada como contaminante das uvas e seus derivados, como os vinhos e
sucos, sendo considerada uma das mais prejudiciais para a saude humana.

Em paises de clima tropical, as principais espécies produtoras de OTA
em alimentos pertencem ao género Aspergillus. Dentro deste género, as espécies
pertencentes a Secdo Nigri sdo as mais frequentemente encontradas como
contaminante de uvas. Aspergillus carbonarius ¢ considerada a maior fonte de
OTA para vinho, uva e derivados da uva, em fun¢do dos niveis desta toxina
produzidos e do nimero de isolados ocratoxigénicos.

A ocorréncia de OTA nas uvas e posteriormente nos mostos, vinhos e
sucos de uva deve-se, principalmente, as condi¢des fitossanitarias da lavoura,
uma vez que esta micotoxina ¢ produzida principalmente por espécies de
Aspergillus que aumentam sua incidéncia de colonizagdo quando os frutos
apresentam algum rompimento da sua pelicula, e nos estagios finais de
maturacao.

Sabe-se que altos niveis de OTA em uvas representam um elevado risco

de contaminac¢do no vinho e também no suco. Portanto, a identificagdo dos
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fungos ocratoxigénicos ¢ de grande importancia, visto que os perfis de toxina de
cada espécie variam e os fungos que estdo presentes nas uvas podem limitar e
definir o potencial risco toxicologico.

No Brasil, ha necessidade de mais estudos sobre a ocorréncia de fungos
produtores de OTA em uvas e os teores desta toxina nos vinhos e sucos de uva,
principalmente em regides em crescente desenvolvimento no setor viticola,
como no Vale do Submédio Sao Francisco.

Assim, neste estudo, objetivou-se avaliar a incidéncia de espécies do
género Aspergillus Sec¢do Nigri e de isolados ocratoxigénicos em solos
cultivados com videiras, uvas ¢ mostos do Nordeste brasileiro, bem como
verificar os niveis de Ocratoxina A dos vinhos e sucos de uva elaborados com
variedades cultivadas nesta regido.

Esta dissertagdo apresenta-se dividida em quatro capitulos, sendo o
Capitulo 1, uma revisao de literatura abordando os seguintes temas: Historico do
vinho e suco de uva no Brasil; Consumo ¢ produgdo Nacional de uvas e
derivados; Vitivinicultura do Vale do Submédio Sdo Francisco; Ocratoxina A:
contaminagao e riscos; Ocratoxina A em uvas, vinhos, sucos de uva e derivados;
Espécies produtoras de ocratoxina A em uvas e derivados; Fatores relacionados
com o crescimento e produgdo de OTA por fungos; e Medidas preventivas e de
descontaminacao.

Os Capitulos 2, 3 e 4 foram redigidos em formato de artigo cientifico.
No Capitulo 2 avalia-se a ocorréncia de fungos ocratoxigénicos do género
Aspergillus Sec¢do Nigri em uvas, mostos e nos solos de cultivo de variedades
utilizadas para elaboragdo de vinhos e sucos no Vale do Submédio Sao
Francisco, Nordeste brasileiro. No Capitulo 3 apresenta-se a incidéncia e niveis
de OTA em vinhos tintos, brancos e sucos de uva desta regido, e no Capitulo 4,

faz-se uma associagdo entre a ocorréncia de fungos potencialmente
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ocratoxigénicos nas amostras de uva, semente, mosto e solo e a contaminacio
dos vinhos e sucos com OTA.

Este é o primeiro estudo realizado no Brasil, em que analisa-se a
presenca de fungos produtores de Ocratoxina A na vinha (uvas, sementes e
solos), durante a elabora¢do dos vinhos (mostos), € que também relata sobre a
presenca desta toxina nos produtos finais (vinhos e sucos).

Esta pesquisa faz parte do projeto “Desenvolvimento de novos vinhos
tropicais, com alta qualidade e tipicidade, para fortalecer e dar sustentabilidade
ao setor vitivinicola do Vale do Submédio S@o Francisco” da

CNPg/MAPA/SDA N° 064/2008.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Breve historico: uva, vinho e suco de uva no Brasil

A cultura da videira tem um grande valor, ndo apenas por representar a
maior producdo mundial do setor de horticultura, mas também por trazer
conexdes historicas com o desenvolvimento da humanidade. O produto
principal, o vinho, foi considerado pelos povos antigos como a bebida dos
deuses, sendo acessivel apenas aos poderosos da época (THIS; LACOMBE;
THOMAS, 2006).

Nao se pode situar com precisdo o local e a data em que fabricou-se
vinho pela primeira vez. As sementes de uva mais antigas foram encontradas na
Georgia e ha indicios de que sejam da variedade Vitis vinifera sativa. Sabe-se
que cultivavam videiras e, provavelmente, produziam vinho na regido ao sul das
montanhas do Caucaso, ha pelo menos sete mil anos (JONHSON, 2001).

No Brasil, a uva foi introduzida no ano de 1.532 no Estado de Sao
Paulo. Por algum tempo, o cultivo das variedades de Vitis vinifera procedentes
de Portugal e da Espanha ficou restrito a pequenas areas dispersas pelo territorio
nacional (CALDAS et al., 2008). Permaneceu como cultura doméstica até o final
do século 19, tornando-se uma atividade comercial a partir do inicio do século
20 por iniciativa dos imigrantes italianos estabelecidos no Sul do pais
(PROTAS; CAMARGO; MELLO, 2006).

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 nos meses de inverno. A partir da década de 60, o cultivo da
videira foi introduzido com sucesso na regido semiarida do Vale do Séao

Francisco, o que marcou o inicio da viticultura tropical no Brasil. Na década de
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70 consolidou-se um polo no Norte do Parand e na década seguinte no Nordeste
de Sdo Paulo e Norte de Minas Gerais. Devido a diversidade ambiental ¢
possivel observar diferentes caracteristicas bioclimaticas entre as regioes
vitivinicolas do Brasil, sendo possivel encontrar videiras com um, dois ou trés
ciclos anuais (PROTAS; CAMARGO; MELLO, 2006).

De acordo com Protas, Camargo e Mello (2001) foi a partir dos anos 70
que se observou o desenvolvimento da agroindustria de suco de uva, a qual
conseguiu se destacar pela qualidade e singularidade do produto, conquistando
mercados internacionais exigentes. Este fato evidenciou o potencial de expansdo
deste mercado e a tendéncia de diversificagdo da cadeia vitivinicola.

A partir de meados da década de 80 ocorreu com maior intensidade,
investimentos, tanto na implantagdo e modernizagdo das vinicolas localizadas
nas regides tradicionais quanto nos novos polos produtores. Como conseqiiéncia
deste cenario, verifica-se nos ultimos anos, nos pdlos emergentes e parcialmente
nos tradicionais, o surgimento de uma nova viticultura com forte base
tecnologica e focada na producdo de uvas de variedades Vitis vinifera para
elaboragdo de vinhos finos de qualidade. Como exemplos t€ém-se as regides da
metade Sul do Rio Grande do Sul, as de altitude de Santa Catarina ¢ o Vale do
Submédio Sdo Francisco (GOES, 2005).

A producdo brasileira de suco de uva estd concentrada no Rio Grande do
Sul, mas observa-se, em anos recentes, uma forte tendéncia de expansdo para
outras regides como Mato Grosso, Goids e também para o Vale do Submédio
Sdo Francisco. As principais cultivares utilizadas sdo Isabel, Concord e Bordo.
Para a agroindustria e produtores de uvas para suco, o elevado teor
glucométrico, a cor, o aroma e o 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).
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A legislacdo brasileira define vinho como a bebida obtida pela
fermentacdo alcodlica do mosto simples da uva sd3, fresca e madura. A
denominagao de vinhos finos ¢ 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. Esta classificacdo ¢ empregada pela
diferenciag@o entre as espécies de uva utilizadas na elaboracdo do vinho, o que

ndo implica na qualidade das mesmas (AMORIM et al., 2006).

2.2 Consumo e producao nacional de uvas e derivados

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

As areas viticolas do Brasil, que incluem o cultivo de uvas para a
produgdo de sucos e/ou elaboragdo de vinhos, estdo ilustradas na Figura 1,
destacando-se os polos tradicionais e alguns emergentes. Estas areas podem ser
classificadas em duas zonas: viticultura temperada, que estd concentrada nos
Estados do Sul e do Sudeste, representando cerca de 90 % da area de vinhedos e
mais de 98 % da uva utilizada para processamento (vinhos, sucos e outros
derivados) do pais; e viticultura tropical, em que se destacam os Estados de
Pernambuco e Bahia na regido do Vale do Submédio Sdo Francisco

(INSTITUTO BRASILEIRO DO VINHO - IBRAVIN, 2010).
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Figura 1 Areas viticolas do Brasil, com destaque para os pélos tradicionais e
emergentes
Fonte: IBRAVIN (2010), modificada

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica -
IBGE (2010), a produ¢do de uvas no Brasil cresceu cerca de 9 % no periodo de
2002-2005, tendo como principal produtora a regido Sul, também destacando-se
em crescimento a regido Nordeste, que no mesmo periodo apresentou um
crescimento produtivo de aproximadamente 48%, principalmente com
participacdo dos Estados de Pernambuco e Bahia.

No cendrio internacional a vitivinicultura brasileira ocupou em 2007, o
17° lugar em area cultivada com uvas e o 19° em produgdo. Com relagdo as
exportacdes, o Brasil foi o 10° maior exportador de suco de uvas em quantidade
e em valor (MELLO, 2010a).
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A produgdo de uvas no Brasil, durante os ultimos quatro anos (2006-
2009), esta descrita na Tabela 1. Neste periodo os Estados que se destacaram
foram Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Pernambuco. O Rio Grande do Sul
continua sendo o principal Estado produtor de uvas e vinhos, embora seja
possivel observar uma forte tendéncia de crescimento em outras regides
vitivinicolas do pais, nos ultimos anos. Em 2009, praticamente metade da uva
produzida no pais foi destinada ao processamento para elaboragdo de vinhos,
suco de uva e derivados, sendo o restante destinado ao mercado de uvas para
consumo in natura (Tabela 2). O Estado do Rio Grande do Sul ¢ responsavel por

cerca de 90 % da producdo nacional de uvas, vinhos e derivados (MELLO,
2010b).

Tabela 1 Producdo de Uvas no Brasil, em toneladas

Estado/Ano 2006 2007 2008 2009
Rio Grande do Sul 623.847 705.228 776.027 737.363
Sao Paulo 195.357 193.023 192.976 177.934
Pernambuco 155.783 170.326 162.977 158.515
Parana 95.357 99.180 101.500 102.080
Bahia 89.738 120.654 97.481 90.508
Santa Catarina 47.787 54.554 58.330 67.546
Minas Gerais 12.318 11.995 13.711 11.773
Total/Brasil 1.220.187 1.354.960 1.403.002 1.345.719

Fonte: Mello (2010b)



23

Tabela 2 Produgdo de uvas para processamento e consumo in natura no Brasil,
em toneladas

Finalidade da producéo/Ano 2006 2007 2008 2009
Processamento 470.705 637.125 708.042 678.169
Consumo in natura 757.685 717.835 691.220 667.550
Total 1.228.390  1.354.960  1.399.262  1.345.719

Fonte: Mello (2010b)

Dentro do periodo de 1998 a 2009, a producdo de vinhos no Brasil foi
maior nos anos de 2004 e 2008, com 356 e 334 milhoes de litros,
respectivamente (Grafico 1). No ano de 2009, o total de vinhos produzidos foi
de 245 milhdes de litros, sendo 84% de vinhos comuns elaborados a partir de
uvas americanas, especialmente cultivares de Vitis labrusca, Vitis bourquina e
hibridos diversos. Deste total, apenas 16% corresponderam aos vinhos finos,
elaborados com castas de Vitis vinifera. Neste mesmo ano, cerca de 70% da
quantidade de produtos elaborados com uvas foram de vinhos e 30% dos demais
derivados, incluindo o suco de uva. Em 1998, os derivados de uvas
corresponderam a apenas 13%, menos da metade do que ocorreu em 2009, o que
mostra um significativo aumento na quantidade destes produtos (UNIAO

BRASILEIRA DE VITIVINICULTURA - UVIBRA, 2010).
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Grafico 1 Produgdo de vinhos no Brasil, em litros, no periodo de 1998 a 2009
Fonte: UVIBRA (2010)

Segundo Protas, Camargo e Mello (2006) a maior parte da producio de
uvas no Brasil ¢ destinada ao mercado interno. O principal produto de
exportacdo ¢ o suco de uva, representado por 30% da producdo. Até o ano de
2006, apenas 5% das uvas in natura e menos de 1% dos vinhos foram
comercializados fora do pais. Entretanto, de acordo com dados de exportagdo de
2009, 11% dos vinhos produzidos foram destinados ao mercado externo,
evidenciando um aumento significativo na exportacdo deste produto. Os
principais paises importadores dos vinhos brasileiros sdo os EUA, Alemanha e
Portugal (WINES FROM BRAZIL, 2010).

O consumo nacional per capita de vinhos vem crescendo
gradativamente. Em 2005, este consumo ficou em torno de 2,01 litros,
mostrando um aumento significativo em relagdo aos anos anteriores. Em relagao
ao suco de uva, o consumo aumentou significativamente nos ultimos anos,

mudando de 0,33 L em 2000 para 0,54 L per capita em 2005. Também houve
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um pequeno aumento no consumo de uvas in natura, situando-se em 3,54 kg per
capita no mesmo ano (MELLO, 2006).

Um dos fatores que tem contribuido para o aumento no consumo de
vinhos sdo os beneficios desta bebida para a saide humana, relatados em
diversos estudos. Estas propriedades sdo atribuidas aos compostos polifenolicos
presentes no vinho, detacando-se os flavonodides ¢ o resveratrol (FLAMINI,

2003).

2.3 Vitivinicultura no Vale do Submédio Sdo Francisco

A vitivinicultura brasileira tem avangado nos produtos elaborados com
uvas, e nos ultimos anos tem-se caracterizado por grandes investimentos nesta
area, notadamente em regides nao-tradicionais do pais, como no Vale do
Submédio Sao Francisco (Figuras 2 e 3) (MELLO, 2006).

A produgdo de uvas destinadas a elaboragdo de vinhos iniciou-se na
regido do Vale do Submédio S@o Francisco em meados dos anos 80, com a
implantagdo de videiras européias trazidas do Sul do Brasil. Em meados dos
anos 90 e no inicio do ano 2000, outras empresas se instalaram na regido, o que
proporcionou um aumento no volume de vinho elaborado. O Vale ¢é considerado
como a segunda maior regido produtora de vinhos finos do Brasil, representando
cerca de 15 % do mercado nacional. Este avango ocorreu em fungdo do sucesso
no cultivo de variedades Vitis vinifera que se adaptam melhor em areas de verdo
longo e seco com invernos brandos, devido a alta susceptibilidade a doencgas

fungicas (PEREIRA, 2006; TONIETTO; CAMARGO, 2006).
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Figura 3 Vinhedos no Vale do Submédio Sado Francisco em diferentes estadios
fenologicos (brotacdo, floragdo e maturacao)

De acordo com Moreira et al. (2004), a viticultura na regido semiarida,
em especial no submédio Sao Francisco, destaca-se pelo constante incremento
no volume de producdo, bem como os altos rendimentos alcangados e na
qualidade da uva produzida. A regido é responsavel por 98 % das uvas de mesa
exportadas pelo Brasil. Nos ultimos anos, grandes investimentos em pesquisa ¢
tecnologia tém permitido a regido consolidar-se como importante pélo produtor
de vinhos. Os principais municipios produtores de vinho sdo Santa Maria da Boa
Vista e Lagoa Grande em Pernambuco, e Casa Nova, na Bahia (ANUARIO...,
2006).

O Vale do Sdo Francisco possui caracteristicas climaticas que o

distingue das demais regides produtoras de vinho no mundo. Apresenta
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temperatura média anual de 27 °C (variando de 18 a 34 °C), baixos indices de
precipitagdo anual (cerca de 540 milimetros por ano), intensidade de luz solar
elevada (cerca de 3.000 horas por ano), ar relativamente seco, o que dificulta a
proliferacdo de pragas e doengas, e uma fonte de agua disponivel e controlada
através da irrigacdo, o que facilita a producdo de uvas durante todo o ano (Figura
3). Em outras regides, como o Rio Grande do Sul, Santa Catarina ¢ Parana, a
produgdo de uvas esta restrita entre 4 ¢ 6 meses do ano. Assim, as experiéncias
iniciais na produ¢@o de uvas foram incentivadas pelas vantagens agro-climaticas
da regido (SELWYN, 2010).

Segundo Pereira (2006) ¢ a tnica regido do mundo que produz uvas o
ano todo, sendo possivel, dependendo da cultivar, colher entre duas a trés safras
anualmente. Este fato ocorre em fungdo do clima e da irrigagdo a partir da agua
do Rio Sao Francisco, que faz com que o ciclo fenologico da videira seja mais
curto. Além disso, € possivel realizar o escalonamento da produgdo ao longo do
ano, o que reduz os investimentos em termos de infra-estrutura para a elaboracao
dos vinhos, além de possibilitar escolher os periodos do ano mais favoraveis
para obtenc@o de uvas e vinhos de melhor qualidade e com tipicidades. Segundo
o0 autor, estas vantagens estdo situando no Vale um dos pdlos vitivinicolas mais
dindmicos do pais.

Atualmente, nesta regido tém-se produzido tanto vinhos jovens,
conhecidos como os “vinhos do sol”, que apresentam caracteristicas peculiares
de aromas e sabores, sendo proprios para o consumo em até dois anos apos o
periodo de producdo. E também os vinhos de guarda, que sdo envelhecidos em
barricas, 0 que promove uma maior complexidade de aromas e melhor estrutura
dos vinhos (PROTAS, 2005).

De acordo com Santos e Ferraz (2006) além da producdo de vinho, o
Vale esta aproveitando seu potencial para a producdo de suco de uva, embora

ainda seja em pequena escala. O suco de uva tem se tornado um produto de alta
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aceitacdo nos grandes centros urbanos do Brasil, devido aos beneficios que traz

a saude, ajudando na prevengao de doengas cardiovasculares.

2.4 Ocratoxina A: contaminacao e riscos

Micotoxinas sdo produtos naturais de baixo peso molecular produzidos
como metabolitos secundarios por fungos filamentosos. Sdo tdxicas para os
vertebrados e outros grupos de animais em pequenas concentragdes, ¢ apesar de
todas as micotoxinas serem de origem fiingica, nem todos 0os compostos toxicos
produzidos pelos fungos s@o considerados micotoxinas (BENNETT; KLICH,
2003).

O aumento do numero de estudos sobre micotoxinas reflete a
preocupagdo dos cientistas e da populacdo em relacdo a sua presenga nos
insumos, principalmente por serem responsaveis por varios efeitos toxicos
(BELLI et al.,, 2004b). Sdo, em geral, consideradas compostos estaveis ¢ a
Ocratoxina A (OTA), em particular, ¢ uma molécula moderadamente estavel ao
calor que permenece intacta durante a maioria das operagdes de processamento
dos alimentos e, portanto, pode aparecer nos produtos finais (BULLERMAN;
BIANCHINI, 2007).

Ocratoxinas sdo um grupo de micotoxinas estruturalmente relacionadas,
e dentro deste grupo, a OTA ¢ considerada a mais téxica, em funcdo da presenca
do atomo de cloro na posi¢ao C5 adicionado a presenca de um OH fenolico
(Figura 4). O grupo também inclui a ocratoxina C (OTC), 4-hidroxiocratoxina A
(4-OH OTA), ocratoxina B (nfo contém o atomo de cloro no 5C da diidro-metil-
isocumarina) e a ocratoxina o (OTa, onde a fenilalanina estd ausente)
(DUARTE; PENA; LINO, 2010). Essas micotoxinas sdo compostas basicamente
de 2 grupamentos: uma di-hidroxi isocumarina, ligada através do seu grupo 7-

carboxi a amida do grupamento L-B-fenilalanina (essa ligagdo € muito estavel
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em relacdo a hidrolise e temperatura), com excecdo da OTa em que o
grupamento fenilanina esta ausente (RINGOT et al., 20006).

A OTA ¢é um composto branco cristalino cujo nome quimico é (R)-N-
[(5-cloro-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-1-ox0-1H-2-benzopiran-7-il) carbonil] —
L-fenilalanina. E pouco soluvel em 4gua e soliivel em solugio aquosa de
bicarbonato de sodio. Sua formula empirica é C,0H;sOsNCI (Figura 4) e o peso
molecular ¢ de 403,82 g mol”' (ANLI; ALKIS, 2010). O méaximo de emissdo de
fluorescéncia ocorre a 467 nm em etanol 96% e a 428 nm em etanol absoluto

(RINGOT et al., 2006).

OH 0
NH 0
CooH ©O H
CH,
Cl

Figura 4 Estrutura da Ocratoxina A
Fonte: Anli e Alkis (2010), modificada

A ocorréncia da OTA tem sido relatada em uma grande variedade de
alimentos e substratos, como por exemplo, carne suina e de aves, cerveja, trigo,
cevada, aveia, centeio, milho, feijao, amendoim, soja, arroz, sorgo, castanha-do-
para, superficie de presunto, suco de mag¢a, pdo, nozes, vegetacdo em
decomposic¢do, solo, ervilha, condimentos, uva, vinho, suco de uva, grios de
café verde, torrado e moido, soltivel e bebidas de caf¢ (ABRUNHOSA; SERRA;
VENANCIO, 2002; BELL{ et al, 2002; LASRAM et al, 2010; LEONI;
SOARES; OLIVEIRA, 2000; PERRONE et al., 2007; PRADO; OLIVEIRA;
ABRANTES, 2000; SHUNDO et al., 2006; SILVA et al., 2007).

Em decorréncia dos dados disponiveis sobre a incidéncia de OTA em

varios alimentos, a Comissdo Européia adotou o regulamento (EC) N° 472/2002
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estabelecendo os limites para a presenca desta toxina em certos alimentos.
Alguns paises europeus estabeleceram os seus proprios limites (MONACI;
PALMISANO, 2004), por exemplo, a Italia limitou o conteido de OTA em
carne suina e em produtos derivados para 0,001 pg/L, e em café torrado e
instantaneo para 0,004 pg/L.

Desde 2005, a Comissdo Europeia estabeleceu o limite maximo para a
OTA em vinho e suco de uva de 2,0 pg/L (COMMISSION REGULATION,
2005). No entanto, muitos acordos comerciais exigem limites inferiores ao
adotado neste Regulamento (SOLFRIZZO et al., 2010).

De acordo com estudos, a dose diaria toleravel de OTA é muito baixa, e
varia de 300-890 pg/dia para uma pessoa de 60 kg. A ingestdo de 12000-
3000000 pg por uma pessoa de 60 kg pode causar toxicidade aguda
(MARTINEZ-RODRIGUEZ; CARRASCOSA, 2009). Com relagio aos
humanos, a OTA foi encontrada no plasma de pacientes com insuficiéncia renal
cronica em concentracdes de 0-11,7 pg/L, e em individuos saudaveis em
concentragdes 0-4 ng/L. Esses valores sdo semelhantes aos relatados em outros
paises europeus (PEREZ-DE-OBANOS et al., 2001).

Mais de 300 micotoxinas j& foram isoladas e descritas (DUARTE;
PENA; LINO, 2010) e dentre elas, a OTA é uma das mais estudadas, devido aos
seus efeitos teratogénicos, embriotoxicos, genotoxicos, neurotdxicos,
imunossupressores, carcinogénicos e nefrotéxicos em animais (CHIOTTA et al.,
2009; JOINT EXPERT COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES - JECFA,
2001). Foi classificada em 1993 pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre
Cancer como um potencial carcinogénico humano (INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER - IARC, 1993).

Embora ndo tenha sido totalmente comprovado, acredita-se que a OTA
seja um dos principais agentes etioldogicos da Nefropatia Endémica dos Balcas

(NEB) (KROGH, 1978). Esta patologia fatal de humanos foi descrita no final
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dos anos cinqiienta em areas dos Balcas, no Sudeste da Europa, onde alimentos
contaminados com OTA foram freqiientemente detectados (DUARTE; PENA;
LINO, 2010). A doenga NEB ¢ muito semelhante a nefropatia endémica suina,
que foi claramente relacionada a ingestdo de OTA por suinos, como descrito na
Dinamarca (GROSSO et al.,, 2003). Ficou também conhecida por estar
relacionada com o desenvolvimento de tumores no trato urinario em seres
humanos (BENFORD et al., 2001). Mais recentemente, a OTA foi considerada
como o agente causal da Nefropatia Intersticial Crénica (NIC), doenca de
etiologia desconhecida, descoberta na Tunisia (ABID et al., 2003; BACHA et
al., 1993; MAAROUFI et al., 1996).

Ainda ha poucos relatos sobre a farmacocinética da OTA em seres
humanos, mas sabe-se que ¢ metabolizada de forma lenta e tem uma meia-vida
de 35,5 dias (STUDER-ROHR; DIETRICH; SCHLATTER, 2000). Isto indica
que uma vez ingerida nos alimentos, esta micotoxina permanece no organismo
por um longo tempo, aumentando a probabilidade de produzir toxicidade. Liga-
se principalmente as proteinas plasmaticas e se acumula no figado e nos rins
(STOJKOVIC; GANULIN; PLESTINA, 1984).

OTA foi originalmente descrita como um metabdlito secundario de
Aspergillus ochraceus (MERWE et al., 1965). Atualmente, sabe-se que ¢
produzida por varias espécies de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e
Penicillium (LASRAM et al., 2008) que ocorrem como contaminantes em varios
alimentos antes da colheita ou, mais comumente, durante o armazenamento
(SOLFRIZZO et al., 2010).

Estudos indicam que P. verrucosum ¢ a principal espécie associada com
a producdo de OTA em alimentos e ragdes de regides frias e de clima temperado
(CHULZE; MAGNOLI; DALCERO, 2006). Esta espécie apresenta crescimento
otimo em temperaturas inferiores a 30 °C e em baixa atividade de agua (JECFA,

2008). Recentemente, isolados de P. nordicum também foram considerados
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ocratoxigénicos. Dentro do género Penicillium, apenas estas duas espécies sdo
conhecidas como produtoras de OTA, sendo a espécie P. verrucosum mais
preocupante em relagdo a contaminagdo de alimentos com esta micotoxina
(CABANAS et al., 2008; JECFA, 2008).

As espécies ocratoxigénicas do género Aspergillus predominam em
regides mais quentes e em paises tropicais, e pertencem as Se¢des Circumdati e
Nigri (BELL{ et al., 2004b; CHULZE; MAGNOLI; DALCERO, 2006; SERRA
et al., 2003). Dentro da Se¢do Nigri, A. carbonarius e A. niger sdo consideradas
como as principais espécies produtoras de OTA em alimentos, principalmente
em frutos em maturacdo, como as uvas. Sao espécies resistentes a temperaturas
relativamente altas, tolerantes a acidez e preferem uma atividade de agua (Aa)
um pouco mais baixa (CABANES et al., 2002; JECFA, 2008; LOGRIECO et
al., 2003).

A espécie A. carbonarius produz esporos maiores, cresce em
temperaturas mais baixas do que A. niger, com temperatura 6tima de 30 °C, e
sua capacidade de crescer em baixa atividade de agua (Aa) é mais restrita. J4 a
espécie A. niger ¢ xerofilica, com germinagdo relatada em Aa de 0,77 a 35 °C
(DUARTE; PENA; LINO, 2010).

Recentemente, Samson et al. (2004) isolaram duas novas espécies do
género Aspergillus de graos de café, capazes de produzir OTA. Estas espécies,
A. lacticoffeatus e A. sclerotioniger, necessitam de mais estudos e estdo
provisoriamente incluidas na Segdo Nigri.

Atualmente, os métodos utilizados para a quantificagdo de Ocratoxina A
em alimentos baseiam-se em uma etapa de extracdo, seguida de purificacdo
utilizando colunas de imunoafinidade (IAC) que contém anticorpos especificos,
com posterior analise por CLAE (VISCONTI; PASCALE; CENTONZE, 2001).
Segundo a World Health Organization - WHO (2002), a cromatografia de
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camada delgada e o método ELISA também podem ser utilizados para a
detecgdo de OTA.

Rossi et al. (2010) apresentaram e caracterizaram um sistema alternativo
para detectar e quantificar esta micotoxina baseado na medi¢do da fotocorrente
induzida em um fotodiodo a-Si:H p-i-n através da fluorescéncia da toxina
excitada pela radiacdo UV a 254 nm. Neste estudo, o fotodetector apresentou
uma resposta com linearidade satisfatoria para varias concentragdes avaliadas.
Segundo os autores, o desempenho deste sistema ¢ comparavel com o de
equipamentos comerciais, sendo portanto, um método alternativo para a rapida

deteccdo de OTA em amostras de alimentos.

2.5 Espécies produtoras de ocratoxina A em uvas e derivados

Em paises de clima tropical, as principais espécies produtoras de OTA
em alimentos sdo do género Aspergillus, e pertencem as Sec¢bes Nigri e
Circumdati. Os Aspergillus estdo entre os fungos mais comuns que causam
deterioracdo em alimentos e outros materiais (SAMSON; HONG; FRISVAD,
2006). Os fungos da Segdo Nigri apresentam esporos de cor preta que conferem
protecdo a luz solar e a radiacdo UV, atuando como uma vantagem competitiva
em regides de clima quente (PITT; HOCKING, 1997).

Os fungos responsaveis pela contaminacdo de uvas com OTA sdo os
Aspergillus Secdo Nigri (FRISVAD et al., 2007; LASRAM et al., 2010). As
espécies A. brasiliensis, A. ibericus e A. foetidus sdo ocasionalmente encontradas
em uvas, ¢ as mais freqiientes sdo: A. niger, A. tubingensis, A. japonicus e A.
carbonarius (OLIVER; TORTA; CATARA, 2008).

Os fungos da Secdo Nigri tém sido considerados como sendo a
micobiota predominante de uvas no momento da colheita, embora possam ser

detectados na superficie de uvas saudaveis em todas as fases de maturacgdo
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(BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003; BAU et al., 2005; BELLI et al., 2004b;
CABANES et al., 2002; ROSA et al., 2002; SAGE et al., 2002; SERRA et al.,
2003).

A predominancia de espécies do género Aspergillus Secdo Nigri em
uvas nos estagios finais de maturacdo ¢ relatada em varios estudos
(BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003; BEJAOUI et al., 2006a; BELLI et al.,
2004b, 2006; LASRAM et al., 2007; ROSA et al., 2002; SAGE et al., 2002;
SERRA et al., 2003).

Durante a maturacdo das uvas ocorre um aumento no teor de agucar e
amolecimento da pelicula da baga, e até a colheita as uvas tornam-se mais
susceptiveis a infec¢do por fungos do género Aspergillus (BATTILANI,
MAGAN; LOGRIECO, 2006; LEONG; HOCKING; SCOTT, 2006b, 2007). O
retardamento da colheita de uvas pode aumentar o risco de contaminagdo com
OTA (GAMBUTI et al., 2005; ROSET, 2003).

Dentro da Secdo Nigri, a espécie Aspergillus carbonarius é considerada
a principal fonte de OTA em uvas (HOCKING et al., 2007, LASRAM et al.,
2008), e os niveis da toxina variam em func¢do do tipo de vinho, da regido
vitivinicola e da safra (SOLFRIZZO et al., 2010). A. niger é a espécie mais
comum do género Aspergillus presente em uvas, mas poucos isolados sdo
ocratoxigénicos, o que a difere de A. carbonarius (CHULZE; MAGNOLI;
DALCERO, 2006; LEONG, 2007; LEONG et al, 2006a; VARGA;
KOZAKIEWICZ, 2006).

Em estudos de Serra, Mendong¢a e Venancio (2006) ao avaliarem a
contaminag@o por fungos produtores de OTA em uvas sadias utilizadas para
elaboragdo de vinhos portugueses, detectaram que das trés espécies de
Aspergillus isoladas, a mais freqiiente foi A. niger. Segundo os autores, embora
esta espécie seja a mais comum do gé€nero presente em uvas, ndo € a espécie

responsavel pela produgdo de OTA. Em estudos anteriores, apenas 4% das cepas
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de A. niger isoladas a partir de uvas foram ocratoxigénicas (SERRA; BRAGA;
VENANCIO, 2005; SERRA et al., 2003).

Véarios estudos mostram que a espécie A. carbonarius ¢
predominantemente responsavel pela producdo de OTA em uvas cultivadas em
paises da Europa (BATTILANI et al., 2003; BATTILANI; GIORNI; PIETRI,
2003; BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO, 2006; BAU et al., 2005; BEJAOUI
et al., 2006a, 2006b; BELLI et al., 2004b, 2005b, 2006, 2007; CABANES et al.,
2002; GOMEZ et al., 2006; SAGE et al., 2002; SERRA; BRAGA; VENANCIO,
2005; SERRA et al, 2003; SERRA; MENDONCA; VENANCIO, 2006;
TIAMOS; ANTONIOU; TIAMOS, 2006), na Australia (LEONG; HOCKING;
SCOTT, 2004, 2006a), ¢ na Tunisia (LASRAM et al., 2007).

De acordo com Serra, Braga e Venancio (2005) dentre as espécies de
Aspergillus obtidas de uvas, A. carbonarius foi o produtor de OTA
predominante, com todos os isolados sendo ocratoxigénicos. Em outros estudos,
esta espécie foi detectada com elevada freqiiéncia, 41-100%, nas amostras
examinadas (ABARCA et al., 2003; BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003;
TEREN et al., 1996).

Ao contrario de A. niger Agregado, 100% das cepas de A. carbonarius
tém a capacidade de produzir OTA (SERRA; MENDONCA; VENANCIO,
2006). Em Portugal e Espanha, os unicos isolados identificados como A.
carbonarius que ndo produziram esta micotoxina (ABARCA et al., 2003;
SERRA et al., 2003) foram posteriormente caracterizados e associados a uma
nova espécie, Aspergillus ibericus (SERRA et al., 2006). Outros pesquisadores
afirmaram que certos isolados de A. carbonarius ndo produzem OTA, mas essa
hipotese precisa ser investigada (BAU et al., 2005).

Além de A. carbonarius, outras espécies da Se¢do Nigri também foram
encontradas em uvas como produtoras de OTA (BATTILANI; GIORNI;
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PIETRI, 2003). Medina et al. (2005) observaram a produg¢do de OTA por
isolados de A. tubingensis, originarios de uvas.

As espécies A. niger e A. carbonarius foram encontradas como
produtoras de OTA em uvas destinadas a elaboracdo de vinhos na Italia e na
Grécia (BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003). No entanto, em outros paises
europeus, como na Espanha e Francga, isolados de A. carbonarius foram os
unicos produtores de OTA da Secdo Nigri (BAU et al., 2005; SAGE et al.,
2002).

Rosa et al. (2002) analisaram amostras das variedades Chardonnay e
Malbec da safra 1997/1998 da Argentina e Brasil. Dos fungos pertencentes a
Secédo Nigri, apenas A. niger foi isolado das uvas argentinas e destes 17% foram
produtores de OTA. Das variedades brasileiras foram obtidas as espécies A.
niger, A. ochraceus e A. carbonarius, sendo 30%, 25% ¢ 40% dos isolados
produtores de OTA, respectivamente.

A micobiota e o potencial para producdo de OTA também foi avaliado
por Magnoli et al. (2003) em uvas viniferas da Argentina. A partir das
variedades de uvas foram identificados sete géneros de fungos filamentosos,
sendo as espécies de Aspergillus isoladas de 70% das amostras. A espécie
predominante deste género foi A. niger (61%) e 41% dos isolados da Segéo
Nigri foram produtores de OTA. Belli et al. (2006) também destacaram a
predominancia de fungos do género Aspergillus Segdo Nigri em uvas de
diferentes regides da Espanha.

Em outros estudos, uvas argentinas foram analisadas durante os estagios
de desenvolvimento até a colheita ¢ observou-se um aumento na contaminagio
com espécies de Aspergillus Se¢do Nigri. A maioria dos isolados obtidos foi A.
niger Agregado e apenas 24% dos isolados da Segdo Nigri foram produtores de

OTA. Embora todas as videiras estivessem contaminadas com fungos produtores
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de OTA na fase de colheita das uvas, as bagas ndo apresentaram niveis
detectaveis desta toxina (PONSONE et al., 2005).

De acordo com Tjamos et al. (2004) a espécie A. ochraceus raramente ¢
isolada de uvas e, portanto, ndo é considerada uma espécie relevante em relagao
a producdo da OTA nesta fruta.

As espécies do género Penicillium conhecidas como produtoras de OTA
sdo Penicillium verrucosum e Penicillium nordicum, comum em cereais e em
carne, respectivamente (LARSEN; SVENDSEN; SMEDSGAARD, 2001). Na
maioria das pesquisas realizadas com uvas, estas espécies nao foram isoladas.

De acordo com Serra, Mendonca ¢ Venancio (2006) as espécies do
género Aspergillus ndo sdo consideradas patogenos primarios, mas o dano em
uvas devido a diferentes causas, como o ataque por outros fungos ou injirias
mecanicas podem aumentar dramaticamente o risco de infec¢do fingica por
estas espécies e a contaminagdo das uvas com OTA.

A diversidade de espécies de fungos encontradas na superficie das uvas
depende nao somente da variedade da uva, maturidade, praticas culturais, mas
também das condigdes climaticas e geograficas (SAGE; GARON; SEIGLE-
MURANDI, 2004).

Varios estudos t€ém demonstrado que as condigdes climaticas afetam a
intensidade de contaminagdo, dependendo do ano e da localizagdo do vinhedo
(BATTILANTI et al., 2006; BELLI et al., 2005¢c; LEONG et al., 2006a). Segundo
alguns autores, a chuva antes da colheita ¢ uma causa comum de dano nas uvas,
o que favorece a infec¢do por fungos do género Aspergillus e a consequente
produgdo de OTA (COZZI et al., 2007; LEONG; HOCKING; SCOTT, 2004).

Apesar da ampla ocorréncia de OTA em vinhos, nao ha informagdes
precisas sobre a capacidade dos fungos do género Aspergillus Secdo Nigri
produzirem OTA em diferentes variedades de uvas. Battilani et al. (2004)

sugerem que pesquisas visando selecionar variedades de uvas mais resistentes a
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fungos produtores de OTA podem ser uteis na prevengdo da contamina¢do com

esta micotoxina.

2.6 Ocratoxina A em uvas, vinhos, sucos de uva e derivados

Durante algum tempo, os cereais e produtos animais foram considerados
os principais alimentos contaminados com OTA. Na atualidade, sabe-se que esta
micotoxina pode estar presente em diversos alimentos. Entre eles, o vinho ¢
considerado uma das principais fontes de OTA para os seres humanos devido a
elevada incidéncia desta micotoxina neste produto (COUNCIL FOR
AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNOLOGY - CAST, 2003;
VISCONTI; PASCALE; CENTONZE, 1999).

A presenca de OTA em suco de uva e vinho foi relatada primeiramente
por Zimmerli e Dick (1995). Posteriormente, varios estudos foram realizados
para avaliar os niveis desta toxina em sucos de uva e vinhos da Europa e da
Africa do Sul. Dados sobre a ocorréncia de OTA em vinho apresentaram niveis
de até 7,0 pg/L, sendo os niveis mais elevados detectados nos vinhos tintos
elaborados na Europa (KOZAKIEWICZ et al., 2003; LO CURTO et al., 2004;
OSPITAL et al., 1998; OTTENEDER; MAJERUS, 2000; PIETRI et al., 2001;
SAGE et al., 2002; STEFANAKI et al., 2003; VISCONTI; PASCALE;
CENTONZE, 1999) ¢ na Africa do Sul (SHEPHARD et al., 2003).

Os primeiros dados sobre a ocorréncia e concentragao de OTA em vinho
comercializado na Espanha foram apresentados em estudos de Burdaspal e
Legarda (1999). A maior incidéncia e teor desta micotoxina foi detectada em
vinhos de sobremesa (cerca de 73%), seguido dos vinhos rosé, tinto e branco.
Posteriormente, estudos mostraram a estabilidade da toxina em vinhos do Norte
deste pais (pelo menos por 12 meses), € a enorme importancia de fatores como o

ano da colheita que, devido as mudancgas nas condigdes climaticas de ano para
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ano, resulta em diferentes porcentagens de vinhos contendo OTA (LOPEZ-DE-
CERAIN et al., 2002).

Ratola, Martins e Alves (2004) ao analisarem 340 vinhos portugueses
revelaram que 69 amostras continham niveis detectaveis de OTA. Destas, trés
excederam 0,5 pg/L de OTA, sendo a concentracdo maxima detectada de 2,1
ng/L.

Na Grécia, mais de 66% das amostras apresentaram niveis detectaveis
de OTA e os vinhos tintos e doces apresentaram os niveis mais elevados
(MARKAKI et al., 2001; SOUFLEROS; TRICARD; BOLOUMPASI, 2003;
STEFANAKI et al., 2003). Mais de 50% das amostras analisadas no Chipre e
em 100% das amostras da Turquia apresentaram-se contaminadas com esta
toxina (ANLI et al., 2005; IOANNOU-KAKOURI et al., 2004). Sugita-Konishi
et al. (2006) estudaram os vinhos comercializados no Japao e mostraram que
60% continham OTA.

Estudos mostraram que os vinhos elaborados no Sul da Europa ¢ Norte
da Africa, com clima mediterrineo, apresentaram maior contaminagio com
OTA do que os vinhos de regides mais temperadas da Europa Central
(OTTENEDER; MAJERUS, 2000; ZIMMERLI; DICK, 1996). Também foi
relatado o efeito do clima sobre a ocorréncia de OTA (BATTILANI; GIORNI;
PIETRI, 2003) e producdo desta micotoxina por fungos em uvas viniferas
(BELLf et al., 2005b; SERRA; BRAGA; VENANCIO, 2005; SERRA et al.,
2003).

O impacto dos efeitos geograficos sobre a ocorréncia de OTA em vinhos
tintos também foram relatados por Stefanaki et al. (2003) na Grécia, Ratola,
Martins e Alves (2004) em vinhos portugueses ¢ em vinhos chilenos (DIAZ et
al., 2009). A variagdo entre o teor de OTA em vinhos e a origem geografica esta
relacionada com as condigdes climaticas das regides vitivinicolas e com a

micoflora das uvas (SERRA; BRAGA; VENANCIO, 2005). A ocorréncia e as
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preocupacdes relativas 8 OTA em uvas e vinhos tém sido abordadas em diversos
estudos (BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO, 2006; HOCKING et al., 2007;
LEONG et al., 2006a).

Outros estudos realizados na costa do Mediterraneo mostraram que a
concentragdo de OTA nos vinhos analisados variou entre o intervalo de <0,01-
0,76 ng/L, e os autores estimaram o seu consumo em 0,00001 pg/kg/dia
(BLESA et al., 2004).

Por ser relatada em varios estudos como contaminante de vinho, suco de
uva e uva, avaliagdes de risco tem sido realizadas para estimar a relevancia do
consumo humano desta micotoxina (BENFORD et al., 2001; COMMISSION
OF THE EUROPEAN COMMUNITIES - CEC, 2002; VISCONTI et al., 2008).
Em 2002, uma avalia¢do sobre a ingestdo de OTA pela populagdo de paises da
Unido Européia concluiu que o vinho contribui com 13% da média de ingestao
total, tornando-o a segunda fonte mais relevante. Os cereais foram considerados
os contribuintes mais importantes (50%) (CEC, 2002).

Em geral, a ocorréncia e concentragdo de OTA ¢ maior em ano quente e
umido, em regides temperadas e no Sul, em vinhos doces feitos a partir de uvas
mais maduras ou uvas passas, € aumenta a partir de vinho branco a rosado ao
vinho tinto (BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003; BATTILANI; PIETRI,
2002; BAU et al., 2005; BEJAOUI et al., 2006b; BURDASPAL; LEGARDA,
1999; LASRAM et al., 2007; SERRA et al., 2003). A elevada concentracao
desta micotoxina em vinhos tintos, provavelmente ocorre como resultado de
diferencas existentes no processamento dos vinhos (LASRAM et al., 2008).

Em pesquisas sobre os vinhos australianos tém-se observado niveis de
OTA inferiores a 0,05 pg/L na maioria das amostras avaliadas, sugerindo que
esta micotoxina, geralmente, ndo estd presente em significativas concentragdes
nestes vinhos (LEONG; HOCKING; SCOTT, 2006b). Além disso, ndo foram

observadas diferengas em relagao ao teor de OTA entre vinhos tintos e brancos,
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e os vinhos de regides mais quentes nao apresentaram incidéncia mais elevada
(HOCKING et al., 2003), ao contrario do que ocorre na Europa.

Rosa et al. (2004) analisaram o teor de OTA em sucos de uva e vinhos
de mesa nacionais e importados comercializados no Rio de Janeiro, Brasil. Foi
detectado uma baixa porcentagem de amostras de suco contaminadas com OTA
(29%), sendo a concentragdo maxima obtida de 0,1 pg/L. Nos vinhos, a
concentragdo média de OTA obtida foi de 0,034 pg/L, sendo a maior
porcentagem e nivel de contaminagdo detectados em vinhos tinto. Segundo os
autores, os sucos e vinhos brasileiros apresentaram baixo teor de OTA, sendo o
nivel maximo detectado em suco de uva tinta.

Shundo et al. (2006) pesquisaram vinhos de diferentes regides
brasileiras, e detectaram OTA em 31% das amostras estudadas. Apenas duas das
22 amostras oriundas do estado do Rio Grande do Sul, apresentaram
concentragdes de OTA de 0,10 e 0,24 pg/L. O nivel mais elevado (1,33 pg/L)
foi encontrado no vinho produzido no Vale do Sdo Francisco, localizado na
regido Nordeste do Brasil, onde todas as amostras estavam contaminadas em
concentragoes variando de 0,36 a 1,33 pg/L.

De acordo com Chulze, Magnoli e Dalcero (2006), os estudos realizados
com sucos de uva e vinhos da América do Sul mostraram que estes contém
niveis de OTA inferiores aos detectados na Europa. Entretanto, mais
informagdes sdo necessarias para permitir uma melhor determinacao do risco de
consumo de OTA entre as populagdes destes paises.

Belli et al. (2004b) analisaram o teor de OTA de quarenta amostras de
mostos, elaborados manualmente a partir de uvas tintas e brancas de regides
vinicolas da Espanha. Os autores mostraram que apenas seis mostos estavam
contaminados com OTA (15%), sendo o maior teor detectado de 0,813 /L.

A OTA também foi detectada em todos os mostos de uvas concentrados

analisados por Larcher e Nicolini (2001), com teores entre 0,06-6,18 ug/L e o



42

mesmo ocorreu em estudos de Burdaspal e Legarda (1999) em ambos os mostos
de uvas tintas e brancas.

Em estudos de Lasram et al. (2007) ao avaliarem a ocorréncia e niveis
de OTA em mostos durante diferentes fases de desenvolvimento de uvas da
Tunisia, detectaram OTA em 37% das amostras. No periodo de maturacao, 75%
dos mostos continham esta micotoxina.

Recentemente, Flajs et al. (2009) utilizaram o ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para andlise de
OTA em amostras de mosto e vinho elaborados na Crodcia. Os resultados
revelaram que as concentragdes de OTA no mosto (intervalo de 0,019-0,05
pg/L) foram maiores do que nos vinhos (0 a 0,021 pg/L).

De acordo com estudos, a produgdo de OTA cessa no inicio do
processamento, normalmente na etapa de esterilizagdo na industria de suco e nas
etapas iniciais de elaboracdo de vinhos (ROSET, 2003). Fernandes et al. (2007)
também demonstraram que a OTA ndo ¢é produzida durante a vinificagdo. Deste
modo, a presenca de OTA nos mostos e vinhos ocorre em fungao do crescimento
de fungos contaminantes em uvas nas fases de pré e pds-colheita, em etapas
anteriores a vinifica¢do e ao processamento (LASRAM et al., 2008).

Os dados sobre a ocorréncia de OTA em sucos de uva sdo de grande
importancia, ja que as criangas sdo um dos principais consumidores € 0 consumo
de suco € maior que o de vinho (VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006). De acordo
com dados relatados por Miraglia e Brera (2002), os sucos de frutas fornecem
uma contribuicdo relevante para ingestdo de OTA na populacdo europeia. Em
geral, o suco de uva ¢ mais contaminado com OTA do que o vinho
(BATTILANI et al., 2003; BAU et al., 2005; BEJAOUI et al., 2006b; LASRAM
et al., 2007; OTTENEDER; MAIJERUS, 2000; SERRA et al, 2003;
ZIMMERLI; DICK, 1996).
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Segundo Otteneder ¢ Majerus (2000) os maiores niveis de contaminagao
observados nos sucos de uva em relagdo aos vinhos, ocorrem devido a auséncia
do processo de fermentagdo, que contribui para redugdo do teor de OTA durante
a vinificagdo.

Zimmerli e Dick (1996) ao estudarem sucos de uva comercializados na
Suiga observaram uma maior média de contaminag¢do no suco de uva tinta do
que no suco de uva branca. Na Alemanha, Majerus, Bresch e Otteneder (2000)
determinaram uma maior taxa de contaminagdo em amostras de suco de uva
(85%) do que nas amostras de vinho analisadas (40%). O nivel médio de
contaminag@o nos sucos de uva tinta e branca foi de 2,32 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. (2004b)
ndo encontraram OTA em 10 amostras de suco de uva analisadas. Da mesma
forma, no Brasil (ROSA et al., 2004) uma grande percentagem de amostras de
suco de uva foram negativas (70,8%) quanto a presenga de OTA, enquanto que
as demais amostras (29,2%) de suco de uva tinta continham OTA em um
intervalo de contaminagdo de 0,02-0,1 pg/L. O maior nivel foi detectado em
uma amostra de suco de uva tinta (0,1 pg/L).

De acordo com estes estudos, pode-se inferir que o padrio de
contamina¢do segue o que ocorre no vinho, ou seja, os sucos de uva tintas
apresentam maiores niveis de contaminagdo do que os sucos de uva branca

(DUARTE; PENA; LINO, 2009).



44

2.7 Ocratoxina A durante o processo de vinificacéo

Em varios estudos tem sido investigado o destino da OTA ao longo da
vinificagdo experimental (CARIDI et al., 2006; CECCHINI et al., 2006;
FERNANDES et al., 2007; GAMBUTI et al., 2005; LEONG et al., 2006c;
RATOLA et al., 2005), e os autores mencionam que ha um decréscimo no teor
desta toxina durante este processo.

Estudos tém sugerido que a maior diminui¢do desta toxina durante a
vinificagdo ocorre apoOs etapas de separagdo das fases solido:liquido, através da
decantagdo de precipitados sélidos do vinho (FERNANDES et al., 2003, 2007;
LEONG et al., 2006b). Muitos dos s6lidos presentes no suco de uva tem
afinidade com a OTA, podendo precipitar a toxina da solugdo (ROSET, 2003).

Leong, Hocking e Scott (2004) relataram reducdes na concentracdo de
OTA em torno de 80% durante a vinificagdo tanto de vinho tinto quanto de
branco. O principal modo de remogao da OTA foi através de sua ligagdo aos
componentes solidos da uva e a proteinas, conforme também foi relatado por
Fernandes et al. (2003). As partes solidas da uva sdo na sua maioria removidas
durante a prensagem. Nesta etapa, uma reducdo de 70% no teor de OTA foi
observada. Neste estudo, apds a vinifica¢do, os vinhos tintos reteram trés vezes
mais OTA do que os vinhos brancos.

Ratola et al. (2005) também observaram uma significativa diminui¢do da
concentragdo de OTA durante o processo de microvinificagdo de vinho do Porto.
Os niveis da toxina diminuiram em todas as etapas do processo de produ¢do do
vinho. A diminui¢do no teor de OTA foi mais pronunciada no mosto inicial do
que ap6és o inicio da fermentagdo. Segundo os autores, embora tenha sido
relatado em diversos estudos que certa quantidade de OTA ¢ removida
juntamente com a remog¢do das partes solidas, sabe-se que elevados niveis de

OTA em uvas representam um elevado risco de contaminagdo no vinho.
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Em estudos de Lasram et al. (2008) ao avaliarem o teor de OTA durante
a microvinificagao de vinho tinto, observaram que apds a maceragdo a
concentragdo de OTA aumentou significativamente, indicando que a casca da
uva ¢é, provavelmente, a parte mais contaminada do fruto. Também mostraram
que a fermentacdo alcodlica reduziu significativamente o teor de OTA contido
inicialmente nas uvas. Ao final do processo observou-se um decréscimo de 41%
no conteudo inicial de OTA. Resultados semelhantes foram observados durante
o processo de macrovinificagao dos vinhos.

As influéncias sobre a diminuicao do teor de OTA durante as etapas
iniciais de vinificagdo estdo associadas com o efeito da remogao de sélidos por
precipitacdo (DEL-PRETE et al., 2007; NUNEZ et al., 2008). Entretanto, ao
final do processo, esta reducdo estd relacionada com outros eventos, além da
precipitacdo e filtragdo de s6lidos (ANGIONI et al., 2007).

A remocdo de OTA durante a fermentagcdo alcoodlica ¢ relatada por
diversos autores. Abrunhosa, Fernandes e Venancio (2005) demonstraram que
31% do teor inicial de OTA foi reduzido ap6s a fermentagao alcodlica de vinho
tinto. Lataste et al. (2004) também relataram que houve uma reducdo linear da
concentragdo de OTA durante este processo. De acordo com alguns estudos, esta
reducdo ocorre como resultado de mecanismos de adsor¢do e ndo de
biodegradagdo da toxina (BEJAOUI et al., 2004; BEZZO; MAGGIOROTTO;
TESTA, 2002; BRAGULAT; ABARCA; CABANES, 2001; CARTESIO;
CAMPOS, 1988; CECCHINI et al., 2006; FERNANDES et al.,, 2007;
LATASTE et al., 2004).

A adsor¢do de OTA, provavelmente, ocorre pela parede da célula de
levedura que contém manoprotéinas, que sdo compostos capazes de se ligar a
micotoxinas, como por exemplo o mananoligossacarideo modificado derivado

da célula de Saccharomyces (DEVEGOWDA; ARAVIND; MORTON, 1996).
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Além disto, de acordo com Cecchini et al. (2006), as leveduras adsorvem OTA
diferentemente quando tém-se mosto tinto ou branco.

A OTA encontra-se fundamentalmente na casca da uva (LASRAM et
al., 2008) e, portanto, apresenta-se em maior quantidade nos vinhos tintos em
relagdo aos rosados e brancos devido as caracteristicas do processo de
vinificagdo (MORUNO, 2002).

No caso do vinho branco, apds o desengace e o esmagamento, as partes
solidas da uva s@o separadas do mosto, havendo pouco contato deste com as
cascas e sementes (SOUFLEROS; TRICARD; BOLOUMPASI, 2003). Ja no
vinho tinto e rosado, ap6s o desengace e o leve esmagamento, as partes solidas
permanecem em contato com o mosto para potencializar a extracdo de cor e
aromas, sendo este tempo maior para os tintos. E nesta fase que ocorre maior
extragdo da micotoxina, quando estd presente nas uvas (FERNANDES et al.,

2003).

2.8 Fatores relacionados com o crescimento e producéo de OTA por fungos

A producao de metabdlitos secundarios ndo € essencial para o
desenvolvimento do fungo e ¢é regulada por varios sinais ambientais
(MUHLENCOERT et al., 2004). O estresse ¢ freqiientemente mencionado como
uma causa para a sintese de micotoxinas (BIRZELE; PRANGE; KRAMER,
2000).

Existem vdarios parametros que influenciam a contaminagdo fungica,
crescimento ¢ produgdo de Ocratoxina A, tais como temperatura, atividade de
agua (ay), pH, fatores nutricionais, dentre outros (ANLI; ALKIS, 2010;
LASRAM et al, 2010). Dentre esses parametros ambientais, os mais

importantes sdo a temperatura e a disponibilidade de agua (MAGAN; LACEY,



47

1984), que s@o mais restritivos para a produgdo de micotoxinas do que para o
crescimento de fungos (MAGNOLI et al., 2007).

O efeito da temperatura e da atividade de agua no crescimento e
produgdo de OTA por espécies de A. carbonarius isolados de vinhedos europeus
e australianos foi analisado em varios estudos (BELLf et al., 2004a, 2005a;
ESTEBAN et al., 2006; LEONG; HOCKING; SCOTT, 2006a; MITCHELL;
ALDRED; MAGAN, 2003; MITCHELL et al., 2004). Observou-se que, em
geral, as condigdes favoraveis para o crescimento deste fungo ocorrem nas
faixas de 25 a 35 °C e na ay, entre 0,95-0,99, e a condic¢do 6tima para a producao
da toxina ocorre no intervalo de 15 a 20 °C e 0,95-0,98 de a,. Algumas
diferengas foram observadas, provavelmente em decorréncia do conjunto de
condi¢des avaliadas e da variabilidade entre os isolados de A. carbonarius
testados.

A temperatura ideal para o crescimento de A. niger ¢ relatada entre 35-
37 °C (LEONG; HOCKING; SCOTT, 2004; PANASENKO, 1967) e 30-37 °C
(BELLI et al., 2004a). E a produgio méaxima de OTA por isolados de A. niger
Agregado ocorre entre 20-25 °C (ESTEBAN et al., 2004), sendo uma faixa de
temperatura superior ao observado para A. carbonarius (BELLI et al., 2005a;
ESTEBAN et al., 2004; MITCHELL et al., 2004).

Em estudos de Lasram et al. (2010) nenhuma correlagdo pdde ser obtida
entre crescimento e produgdo de OTA por A. carbonarius, o que esta de acordo
com dados da literatura. Segundo Marin et al. (2006) em temperaturas elevadas,
A. carbonarius cresce rapidamente com o consumo maximo de nutrientes do
meio de cultura em poucos dias. De acordo com Lasram et al. (2010) é provavel
que este fungo utilize alguns nutrientes do substrato para a producdo de OTA,
deste modo, em alta temperatura, ha diminui¢do da capacidade de produgdo da

toxina em fun¢do do esgotamento de nutrientes do meio. Segundo os autores,
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isto explica porque ocorre a producdo maxima de OTA em temperaturas
inferiores a de crescimento maximo.

Além de fatores ambientais, as caracteristicas do substrato, a presenca de
microflora competitiva e a integridade do grdo, sdo importantes para
contaminagdo por espécies de Aspergillus e a producdo de OTA (RAMOS et al.,
1998).

O conhecimento sobre a ecologia e fisiologia de espécies potencialmente
ocratoxigénicas pode fornecer ferramentas importantes para controlar a

contamina¢do com OTA durante a produgdo de uvas (LASRAM et al., 2010).

2.9 Medidas preventivas e de descontaminacio

Varias medidas t€m sido testadas para reduzir a ocorréncia de OTA em
uvas e também para remocdo da toxina durante e apds a vinificagdo
(SOLFRIZZO et al.,, 2010). Estratégias preventivas, como a utilizagdo de
agentes biocontroladores e fungicidas, t€ém sido utilizadas para controlar a
contaminag¢do com OTA nas videiras (BELLi et al., 2007; COZZI et al., 2009;
FELICE et al., 2008; VISCONTI et al., 2008).

De acordo com Bejaoui et al. (2006a) a contaminacdo de uvas e
produtos derivados com OTA pode ser considerado como um grave problema
para saude. Para compreender a origem desta contaminagdo e desenvolver
medidas de controle, varios estudos tém sido feitos em diversos paises,
especialmente na Europa. Melhorias nas praticas vitivinicolas e de elaboragdo do
vinho sdo necessarias para reduzir a presenga de OTA (JORGENSEN, 2005;
ORGANISATION INTERNATIONALE DE LA VIGNE ET VIN - OIV, 2005).

Martinez-Rodriguez e Carrascosa (2009) afirmam que nfo existem
dados bibliograficos disponiveis que sugerem o desenvolvimento de Aspergillus

carbonarius ou de outras espécies de Aspergillus Secao Nigri durante o
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processamento do mosto e, portanto, a presenga de OTA deve ser atribuida a um
desenvolvimento do fungo em etapas anteriores. Deste modo, segundo os
autores, devem ser aplicadas medidas preventivas durante a fase de cultivo da
uva para evitar o desenvolvimento de Aspergillus carbonarius e,
conseqlientemente, a sintese da OTA. Assim, inicialmente, as principais medidas
a serem tomadas sdo aquelas aplicadas para evitar danos na baga.

De acordo com estudos, deve-se limitar as possiveis vias que favorecem
a infeccdo fungica da baga, como por exemplo, ataques de insetos (COZZI et al.,
2006) e outras pragas, ou a agdo de fungos como Botrytis cinerea. Tratamentos
quimicos com fungicidas para o controle de A. carbonarius e A. niger Agregado
tém sido estudados (VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006), entretanto as medidas
de controle bioldgico, tais como o uso de leveduras epifitas (BLEVE et al.,
2006) sao preferiveis.

Para evitar a contamina¢do dos produtos com OTA sugeriu-se,
inicialmente, que as camadas externas em contato com os fungos fossem
retiradas dos alimentos (ALLDRICK, 1996). Entretanto, no caso de cereais e
uvas, este procedimento ¢ invidvel. Também foi proposto a eliminagdo dos
produtos contaminados com fungos do processo de produgdo (BATTILANI;
MAGAN; LOGRIECO, 2006), o que pode reduzir o risco de contaminagdo com
a micotoxina, mas a auséncia do fungo ndo indica necessariamente que a toxina
ndo esteja presente (AMEZQUETA et al., 2009).

Outra medida preventiva, comumente aplicada no inicio do
processamento da uva e elaboragdo do vinho, € a estabilizagdo de mostos pela
adicao de sulfito, para impedir o crescimento de microrganismos indesejaveis
(ROSET, 2003). No entanto, este composto nio atua na redugdo ou degradacio
da OTA (HOCKING et al., 2007).

Segundo Solfrizzo et al. (2010) as medidas preventivas ndo impedem

completamente a contamina¢do por OTA, sendo necessario a adogdo de acdes
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corretivas, como a utilizacdo de agentes capazes de remover a toxina de mostos
e vinhos contaminados.

Meétodos para descontaminagdo de alimentos com OTA sdo classificados
dentro de trés principais categorias: fisicos, quimicos e microbioldgicos. O
objetivo destes métodos ¢ reduzir ou eliminar o efeito téxico da OTA por
destrui¢do, modificagdo ou adsor¢do desta micotoxina (EUROPEAN
COMMITTEE FOR STANDARDIZATION, 2003). O método ideal deve ser
econdmico, ndo gerador de componentes toxicos € nao alterar os parametros de
qualidade dos alimentos, como a composi¢ao nutricional (ANLI; ALKIS, 2010).

Com relacdo aos métodos fisicos, tém-se os tratamentos térmicos, que
ndo eliminam completamente a OTA (BOUDRA; LE-BARS; LE-BARS, 1995).
Ja o processo de congelamento a -20 °C, com descongelamento a 26 °C, e
tratamentos com radiagdes UV e gama, sdo capazes de diminuir a esporulacao.
No entanto, a OTA pode ser destruida apenas pela aplicacao de radiacdes gama
(AMEZQUETA et al., 2009; AZIZ; MOUSSA; FAR, 2004).

Para a desintoxicacdo dos alimentos com OTA, muitos materiais
quimicos adsorventes como o carvao ativado, colestiramina, soédio, silicato de
aluminio e calcio, bentonita, além de fragmentos de madeira e leveduras foram
testados (PITT; HOCKING, 1997; RINGOT et al., 2006; SAMSON et al., 2004;
VARGA et al., 2003). Alguns destes compostos foram testados in vivo, porém, a
atividade da maioria deles ndo foi tdo eficiente quanto esperado, exceto para o
carvao ativado (HARRIS; MANTLE, 2001; SCOTT et al., 1995).

O carvao enoldgico tem sido utilizado como uma pratica aceitavel para
reducdo do teor de OTA em vinhos contaminados (EUROPEAN ECONOMIC
AND SOCIAL COMMITTEE - EESC, 2006). Entretanto a eficacia do carvado na
remog¢ao da toxina estd diretamente relacionada com a alteracdo dos parametros
de qualidade de vinho, como o conteudo de polifendis (CASTELLARI et al.,
2001; VISCONTI et al., 2008).
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Estudos sobre o destino de OTA durante a vinificagdo de uvas tintas
demonstraram que 95% da toxina originalmente presente na uva permanece
adsorvida nos bagagos de uvas (VISCONTI et al., 2008). Altos niveis de OTA
foram detectados em bagago de uva tinta da safra de 2005, que foi
particularmente propicia para infec¢do por A. carbonarius, o que confirma a
elevada afinidade entre OTA e bagacos (SOLFRIZZO; PANZARINI;
VISCONTI, 2008).

Solfrizzo et al. (2010) mostraram em seus estudos a elevada capacidade
de remogdo de OTA (50-65%) por bagacos de uvas em vinhos tintos. Além
disso, afirmam que a remogao de OTA por bagacos de uva da mesma variedade
utilizada na elaboragdo do vinho ¢ eficiente e ndo afeta os pardmetros relevantes
de qualidade do vinho, como intensidade de cor e conteido de compostos
fenolicos. Deste modo, os autores sugerem este procedimento de
descontaminagdo como um método util para atender o limite de OTA
regulamentado pela UE.

Outro método de descontaminagdo proposto ¢ a ozonizagdo. O
desenvolvimento de técnicas eletroquimicas tem permitido o uso do ozdénio na
remoc¢do de OTA para niveis indetectdveis em alimentos, como graos, frutas e
hortalicas (AMEZQUETA et al., 2009).

A enzima carboxipeptidase A é capaz de destruir a OTA e o uso de
cepas atoxigénicas de A. niger como fonte desta enzima tem sido sugerido na
literatura (MERWE et al., 1965). Outras enzimas que sdo obtidas a partir de
isolados desta espécie e que podem degradar eficientemente a OTA sdo lipases
(SOLEAS; YAN; GOLDBERG, 2001), algumas proteases (ABRUNHOSA;
SANTOS; VENANCIO, 2006) e uma metaloenzima (ABRUNHOSA;
VENANCIO, 2007). A carboxipeptidase presente em Phaffia rhodozyma
também pode degradar a OTA em até 90% (AMEZQUETA et al., 2009;
PASTER; LISKER; CHET, 1983).
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A OTA ¢ conhecida por causar danos a membrana celular através do
aumento da peroxidac¢ao lipidica (ANLI; ALKIS, 2010), por isso as propriedades
protetoras, contra a acgdo téxica desta micotoxina, de substancias antioxidantes
estdo sendo pesquisadas (ATROSHI et al., 2002). Estudos in vitro e in vivo
mostraram que a melatonina (ABDEL-WAHHAB; ABDEL-GALIL; EL-
LITHEY, 2005), &cido rosmarinico (REINSCH et al., 2007), a-tocoferol, retinol,
acido ascorbico (GJERTEN; TROLLE; ANDERSEN, 1963), L-metionina
(ABDEL-WAHHAB; NADA; ARBID, 1999), aspartame (CREPPY, 1999),
polifenois (COSTA et al., 2007), antioxidantes combinados (ATROSHI et al.,
2000) e diferentes tipos de alcaldides (LARSSON; MOLLER, 1996) sdo capazes
de neutralizar alguns dos efeitos toxicos da OTA.

Na industria, os processos microbiologicos que atuam na reducdo dos
niveis de OTA sdo, por exemplo, a maltagem e a fermentagio (AMEZQUETA
et al, 2009; KOZAKIEWICZ, 1989). A OTA pode ser removida por
microrganismos como conseqiiéncia do seu metabolismo, ou por adsorgdo
celular.

Bejaoui et al. (2004) avaliaram a capacidade de remogdo de OTA por
linhagens enologicas selecionadas de Saccharomyces em suco de uva natural e
sintético. Os autores observaram que as linhagens foram capazes de reduzir
significativamente o nivel de OTA, através de mecanismos de adsorcao celular e
nao de degradacdo. Além disso, mostraram que as células de levedura tratadas
com calor (mortas) sdo capazes de remover aproximadamente 90% do teor de
OTA por um processo rapido de adsorcdo (5 min), o que pode ser uma medida
util na descontaminagdo de suco de uva, ja que as células estdo inviaveis e ndo
hé risco de iniciar processos fermentativos.

A capacidade de degradagdo de OTA por isolados das espécies A.
carbonarius, A. niger e A. japonicus, obtidos de uvas, foi estudada na Franga
(BEJAOUI et al., 2006a). Observou-se em ambos os meios, caldo Czapek
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extrato de levedura (CYB) e em meio sintético de suco de uva (SGM), que todos
os isolados foram capazes de degradar a OTA em OTa (baixa toxicidade). A
espécie que apresentou melhor capacidade de degradagéo foi A. niger.

Bejaoui et al. (2006a) também estudaram a cinética de descontaminagdo
do suco de uva por estas espécies, e mostraram que A. niger foi capaz de
degradar totalmente a OTA, enquanto que A. carbonarius ¢ A. japonicus
degradaram parcialmente. Em apena cinco dias, 99% da OTA foi degradada por
A. niger. Os autores sugerem a utilizagdo da espécie A. niger, por ser um fungo
reconhecido como seguro (baixa toxicidade), para eliminac¢do bioldgica de OTA
em sucos de uva e mosto.

A degradagido da OTA por algumas espécies da Segdo Nigri ocorre, em
meio de cultura, por clivagem da molécula na por¢do isocumarina, ocratoxina o
e fenilalanina, e a partir dai em varios outros produtos (LEONG, 2007
VALERO et al., 2006). Segundo Hocking et al. (2007) esta degradacdo pode ser
benéfica para o fungo como fonte de nitrogénio organico para o crescimento,
mas ndo se sabe se este processo ocorre em uvas naturalmente infectadas.

A agdo das bactérias do acido latico sobre a OTA durante a fermentagdo
malolatica varia de acordo com a cepa. Certas cepas parecem remover a toxina
somente através do mecanismo de adsor¢do, como observado para as leveduras
(FERNANDES et al., 2003, 2007). Outras exibem diferentes capacidades de
diminui¢ao do teor de OTA no vinho (SILVA et al., 2003). As estirpes mais
eficazes degradam a OTA em ocratoxina a, e podem diminuir a concentragao da

toxina no vinho em até 80% (FUMI; GALLI; SILVA, 2005).
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CAPITULO 2

Aspergillus ocratoxigénicos em solos de videiras, uvas e mostos do Nordeste

do Brasil

RESUMO

No presente estudo, objetivou-se avaliar a ocorréncia de fungos
ocratoxigénicos do género Aspergillus Secdo Nigri em solos com cultivo de
videiras, uvas e mostos do Nordeste brasileiro. Analisou-se um total de dez
amostras de uvas viniferas para vinhos e trés amostras de uvas utilizadas para
elaboracdo de suco. Os mostos foram obtidos por esmagamento de bagas, e os
solos foram coletados por parcela correspondente a cada variedade de uva
analisada. O isolamento de fungos das bagas e sementes foi realizado por
Plaqueamento Direto no meio Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol
(DRBC). Para as amostras de mosto e de solo utilizou-se a técnica de
espalhamento superficial a partir de diluigdes seriadas. As espécies do género
Aspergillus Segdo Nigri foram identificadas por caracteristicas morfologicas.
Todos os isolados obtidos foram testados quanto ao potencial de producdo de
OTA pelo método Plug Agar. Foi utilizada a analise de varidncia (ANAVA) e o
teste de Scott ¢ Knott (1974) para as amostras infectadas de baga, semente,
mosto e solo. O maior nimero de bagas (91%) e sementes (49%) colonizadas foi
detectado nas variedades viniferas Grenache e Petit Verdot, respectivamente.
Em 30% das amostras de mosto e em todas as amostras de solo foi detectada a
presenga de espécies de Aspergillus Segdo Nigri. A amostra de solo mais
contaminada foi da parcela de cultivo da variedade Grenache que também
apresentou o maior numero de bagas infectadas. Do total de isolados obtidos
(281) a maioria (61,2%) foi identificado nas espécies A. niger, A. foetidus e A.
tubingensis, e 11 % (31) foram produtores de OTA. A espécie A. niger foi a
mais detectada, principalmente nas bagas, entretanto apenas 5,3 % (4) dos seus
isolados foram ocratoxigénicos. A fonte primaria da espécie A. carbonarius
foram as sementes. Todos os isolados de A. carbonarius obtidos foram
produtores desta toxina, o que realga a importancia desta espécie como a
principal fonte de OTA para as uvas cultivadas no Nordeste brasileiro.

Palavras-chave: Aspergillus. Sec¢do Nigri. Uvas. Solo. Ocratoxina A.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the occurrence of
ochratoxigenic fungi belonging to the genus Aspergillus Section Nigri in grapes,
grape musts and cultivation soils of the varieties used in the production of wine
and juice in Northeastern Brazil. A total of ten samples were analyzed in wine
grapes and three samples of the cultivars Isabel and BRS Cora, used in the
production of grape juice. The grape musts were obtained through berry
crushing, and the soil was sampled according to parcels corresponding to each
variety of grape analyzed. The isolation of fungi from the berries was performed
through the serial dilution with superficial spreading technique. Species of the
genus Aspergillus Section Nigri were identified through morphologic
characteristics. All the isolates obtained were tested for OTA production
potential through the Plug Agar method. The variance analysis (ANOVA) and
the Scott and Knott (1974) test (p < 0.05) were used for the analysis of infected
berry, seed and grape must samples. Most of the berries (91%) and seeds (49%)
colonized were detected in the wine varieties Grenache and Petit Verdot,
respectively (p<0.05). Species of Aspergillus Section Nigri were detected in
30% of the samples of grape must and in all the soil samples. The most
contaminated soil sample was from the cultivation parcel of the Grenache
variety, which also presented the highest number of infected berries (p<0.05).
From the total isolates obtained (281), the majority (61.2%) was identified as A.
niger, A. foetidus and A. tubingensis, and 11% (31) were OTA producers. A.
niger was the most detected species in the vineyard, especially in berries.
However, only 5.3% (4) of these isolates were ochratoxigenic. The primary
source of A. carbonarius was the seeds. All the isolates of A. carbonarius
obtained produced this toxin, which highlights the importance of this species as
main source of OTA in grapes cultivated in Northeastern Brazil.

Keywords: Aspergillus. Section Nigri. Grapes. Soil. Ochratoxin A.
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1 INTRODUCAO

Ocratoxina A (OTA) ¢ uma micotoxina produzida por algumas espécies
de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium. A espécic P.
verrucosum esta associada com a producdo de OTA em alimentos de regides de
clima temperado, enquanto Aspergillus spp. predominam em regides mais
quentes e em paises tropicais (LARSEN; SVENDSEN; SMEDSGAARD, 2001).

OTA tém demonstrado efeitos carcinogénicos, nefrotdxicos,
teratogénicos e imunotdxicos em animais (SOLFRIZZO et al., 2010) e acredita-
se que esteja relacionada com a Nefropatia Endémica dos Balcas e com tumores
do trato urinario em seres humanos (BENFORD et al., 2001). E relatada em uma
grande variedade de alimentos e tem sido considerada como a principal
micotoxina contaminante de vinho, suco de uva e uva.

Os fungos do género Aspergillus pertencentes a Segdo Nigri sdo
considerados como sendo a micobiota predominante de uvas no momento da
colheita, embora possam ser detectados na superficie de uvas saudaveis em todas
as fases de desenvolvimento do fruto (BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003a;
BAU et al., 2005; BELLI et al., 2004, 2006; CABANES et al., 2002; MATEO et
al., 2007; ROSA et al., 2002; SAGE et al., 2002; SERRA et al., 2003). Os
esporos de cor preta conferem protegdo a luz solar e a radiagdo UV, atuando
como uma vantagem competitiva em regides de clima quente (PITT;
HOCKING, 1997).

Em estudos realizados em seis vinicolas na Australia, notou-se que o
solo e os restos de videira sob o solo foram as fontes primarias de propagulos de
fungos da Se¢ao Nigri, principalmente A. niger e A. carbonarius (LEONG et al.,
2006a, 2006b). Varios estudos mostraram que a espécie Aspergillus carbonarius
¢ predominantemente responsavel pela produgdo de OTA em uvas cultivadas em

paises da Europa (BATTILANI et al., 2003; BATTILANI; GIORNI; PIETRI,
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2003; BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO, 2006; BAU et al., 2005; BEJAOUI
et al., 2006b; BELLI et al., 2004, 2005a, 2006; CABANES et al., 2002; GOMEZ
et al., 2006; SAGE et al., 2002; SERRA et al.,, 2003; SERRA; BRAGA;
VENANCIO, 2005; TIAMOS; ANTONIOU; TJAMOS, 2006), na Australia
(LEONG et al.,, 2006b; LEONG; HOCKING; PITT, 2004), na Tunisia
(LASRAM et al.,, 2007) e na Argentina (CHIOTTA et al., 2009). A. niger ¢ a
espécie mais comum do género Aspergillus presente em uvas, mas poucos
isolados s@o considerados ocratoxigénicos, o que a difere de A. carbonarius
(CHULZE; MAGNOLI; DALCERO, 2006; DACHOUPAKAN et al., 2009;
LASRAM et al, 2008; LEONG et al.,, 2006a; LEONG, 2007; VARGA;
KOZAKIEWICZ, 2006).

No Brasil, héa necessidade de mais estudos sobre a incidéncia de fungos
ocratoxigénicos em uvas, visto que os fungos presentes podem limitar e definir o
potencial risco toxicologico dos vinhos e sucos de uva. Deste modo, no presente
estudo objetivou-se avaliar a ocorréncia de fungos ocratoxigénicos do género
Aspergillus Segdo Nigri em solos com cultivo de videiras, uvas e mostos do

Nordeste brasileiro.



79

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

A regido vitivinicola do Vale do Submédio Sao Francisco, no Nordeste
brasileiro, foi utilizada neste estudo em fungdo das vantagens geo-bioldgicas e
climaticas em relacdo as demais areas tradicionais de producdo de vinho no
mundo, que propicia condi¢des para producdo de uvas durante o ano todo. As
coordenadas geograficas, tipo de clima, temperatura e precipitacdo anual estdo
descritos na Tabela 1. Nesta regido, embora o clima seja extremamente seco, o

cultivo da uva ¢ possivel através de projetos de irrigacao.

Tabela 1 Coordenadas geograficas, temperatura média e precipitacdo anual, e
tipo de clima da regido vitivinicola do Vale do Submédio Sao

Francisco
Latitude 9°S
Longitude 40°W
Temperatura média anual (°C) 27
Precipitacdo anual (mm) 500
Tipo de clima Tropical Semi-Arido

2.2 Amostragem

2.2.1 Uvas

Uvas viniferas para vinhos foram coletadas nos estagios finais de
maturagdo da baga (época de colheita), durante o periodo de estiagem da regido,
sendo composta por uvas tintas (n = 5) e brancas (n = 5), totalizando dez

amostras analisadas. As variedades de uvas tintas estudadas foram Syrah,
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Grenache e Petit Verdot e de uvas brancas foram Chenin Blanc, Sauvignon
Blanc, Viognier e Verdejo (Tabela 2). Amostras das variedades Syrah e
Sauvignon Blanc foram coletadas em dois anos consecutivos (2009 e 2010) no
mesmo periodo de estiagem (junho). A variedade Petit Verdot foi coletada em
ambos os periodos, de estiagem (setembro) e chuvoso (mar¢o), do ano de 2010.
As uvas utilizadas para elaboragdo de suco também foram obtidas na época de
colheita dos frutos, sendo composta por trés amostras (n = 3) das cultivares
Isabel ¢ BRS Cora. Amostras da cultivar Isabel foram coletadas nos periodos
chuvoso (mar¢o) e de estiagem (agosto) do ano de 2010, e a cultivar BRS Cora
foi coletada no més de mar¢o de 2010. Dados de temperatura, precipitacao e
umidade relativa (U.R.) durante cada més de coleta das amostras estdo descritos
na Tabela 2. Cachos de uvas (aproximadamente 2 kg) de cada variedade foram
colhidos, de forma aleatoria, em diferentes plantas do vinhedo. Foram coletados
cachos representativos do estado observado nas vinhas. Cachos com uvas
deterioradas detectados foram colhidos e analisados a parte. As uvas foram
transportadas para o laboratério em sacos plasticos estéreis lacrados dentro de

caixas térmicas.
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Tabela 2 Dados de temperatura, precipitacao ¢ umidade relativa (U.R.) durante
os méses de coleta das amostras

Més de Temperatura Precipitagdo* UR.*

Amostras (uvas) Produto coleta média* (°C) (mm) %)
Syrah 1 Vinho tinto
Sauvignon Blanc 1 Vinho branco junho (2009) 23,8 23 76
Viognier Vinho branco
BRS Cora Suco
Isabel 1 Suco marco (2010) 27,6 91,0 66
Petit Verdot 1 Vinho tinto
Syrah 2 Vinho tinto
Sauvignon Blanc 2 Vinho branco .
Chenin Blanc Vinho branco junho (2010) 242 57 77
Verdejo Vinho branco
Isabel 2 Suco
Grenache Vinho tinto agosto (2010) 24,0 0.0 o4

. Vinho tinto setembro

Petit Verdot 2 (2010) 25,7 2,7 51

*Dados médios mensais obtidos das Estagdes Agrometeorologicas de Mandacaru
(Juazeiro/BA) e de Bebedouro (Petrolina/PE)/Embrapa Semidrido

2.2.2 Mostos

Amostras de mostos (200 mL), de cada variedade de uva vinifera, foram
obtidas por esmagamento de bagas (escolhidas aleatoriamente) dos cachos
coletados nas videiras e posterior filtragem. Os mostos foram analisados

imediatamente apds serem obtidos.

2.2.3 Solos

Nas parcelas com as videiras foram coletadas amostras de solos
correspondentes a cada variedade de uva analisada. Foram retiradas trés
subamostras de solo em cada parcela na profundidade de 5 cm diretamente
abaixo das videiras cultivadas em espaldeira, conforme Leong, Hocking e Scott
(2007). As subamostras foram homogeneizadas em sacos plasticos estéreis
resultando num total aproximado de 300 g de solo. Nas parcelas das variedades

de uvas de suco, a partir das subamostras coletadas obteve-se uma inica amostra
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composta. A amostragem foi realizada de forma aleatoéria. As amostras foram

mantidas sob refrigeracdo até serem analisadas.

2.3 Analises micolégicas

O isolamento de fungos de uvas foi realizado conforme descrito por
Samson et al. (2000). De cada amostra, selecionou-se 100 bagas ao acaso e as
demais foram utilizadas para extragdo de sementes. As bagas e sementes foram
submetidas ao procedimento de desinfecgdo superficial. Um total de 100 bagas e
100 sementes foram plaqueadas, assepticamente, no meio Agar Dicloran Rosa
de Bengala Cloranfenicol (DRBC) (Merck).

Para os mostos, 25 mL de cada amostra foram homogeneizados com 225
mL de dgua peptonada 0,1% estéril, seguindo-se da agitacdo por 5 minutos. Por
espalhamento, 0,1 mL de cada dilui¢do (1:10, 1:100, 1:1000) foi transferido para
trés placas de Petri estéreis com o meio DRBC.

Das amostras de solo, 10 g foi adicionado a 90 mL de dgua peptonada
0,1% estéril com posterior agitacdo em shaker a 130 rpm por 30 minutos. De
cada dilui¢do obtida (1:10, 1:100, 1:1000) 0,1 mL foi espalhado em trés placas
de Petri estéreis com o meio Agar Dicloran Glicerol a 18% (DG 18) (Merck).

Todas as placas foram incubadas no escuro por 5-7 dias a 25°C.
Posteriormente, os fungos identificados, conforme aspectos morfoldgicos por
estereomicroscopia, como pertencentes ao género Aspergillus e a Segdo Nigri
foram re-isolados no meio Agar Malt para purificacdo das colénias. Os fungos
em cultura pura foram incubados em meios e temperaturas padronizados e

identificados de acordo com Klich (2002).
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2.4 Screening do potencial ocratoxigénico dos isolados

Todos os isolados foram testados quanto ao potencial de produgdo de
OTA pelo método Plug Agar, conforme descrito por Filtenborg e Frisvad
(1980). Os isolados foram inoculados no meio de cultura Czapek Yeast Agar
(CYA), sendo incubados por 7 dias a 25°C. Foram utilizadas Placas de
Cromatografia de Camada Delgada (Merk-Silica Gel 60, 20x20), solugdo padrao
de ocratoxina A (Sigma-Aldrich) e a Fase movel TEF composta por Tolueno,
Acetato de Etila e Acido Formico 90% (50:40:10). A confirmagio quanto a
producdo de OTA foi efetuada sob luz ultravioleta de [1 366 nm em
Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados considerados
produtores de OTA apresentaram um RF (fator de retencdo) e um spot de

fluorescéncia semelhante ao do padrio da micotoxina.

2.5 Andlises estatisticas

As analises estatisticas da incidéncia de fungos Aspergillus Secao Nigri
foram efetuadas para as amostras infectadas de solo, baga, semente ¢ mosto.
Realizou-se a andlise de variancia (ANAVA) e o teste de agrupamento de
médias Scott e Knott (1974) a p < 0,05. Para testar os contrastes de interesse
entre variedades viniferas para vinhos e de suco foi aplicado o Teste F a p <

0,05. As analises foram efetuadas no software R (versdo 2.11.1, 2010).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Incidéncia dos fungos Aspergillus Secdo Nigri

As amostras de bagas infectadas com Aspergillus Segdo Nigri e as
respectivas propor¢des médias de colonizacdo estdo descritas no Grafico 1.
Embora a incidéncia de colonizacdo destes fungos ndo tenha sido elevada em
todas as variedades de uva estudadas, a sua presenga ja era esperada, visto que
em diversos estudos, os Aspergillus Se¢do Nigri sido considerados como a
micobiota predominante de uvas, principalmente na época de colheita
(BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003a; BEJAOUI et al., 2006a; BELLI et al.,
2004, 2006; LASRAM et al., 2007; ROSA et al., 2002; SAGE et al., 2002;
SERRA et al., 2003).

O maior nimero de bagas colonizadas (91 %) foi detectado na amostra
da variedade Grenache, que diferiu significativamente das demais pelo teste
Scott ¢ Knott (1974) a p < 0,05 (Grafico 1). Este fato pode estar relacionado com
a caracteristica diferencial desta variedade de forma¢do de cachos muito
compactos, que pode contribuir para manutengdo da umidade em torno das
bagas e assim, favorecer a infecgdo fungica.

Apenas um pequeno numero das sementes (14 %) da variedade
Grenache apresentou-se infectada, e esta porcentagem foi estatisticamente a
mesma das amostras Sauvignon Blanc, Verdejo, Syrah 2 ¢ BRS Cora (Grafico
2). Situagdo contraria ocorreu para variedade Petit Verdot, coletada em marco de
2010, em que foi observado o maior numero de sementes colonizadas (49 %)
(Grafico 2) e nenhuma baga infectada. Este fato indica que as bagas da amostra
Petit Verdot 1 estavam mais susceptiveis a colonizag@o interna pelos fungos do
que as uvas da amostra Grenache. Os valores de precipitacdo dos meses de

coleta destas amostras podem estar relacionados com este fato (Tabela 2). Na
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época de coleta da amostra Petit Verdot 1 obteve-se o maior valor de
precipitagdao (91 mm), dentre as demais épocas, € no més em que coletou-se as
uvas da variedade Grenache nao ocorreu precipitagdo. A chuva antes da colheita
¢ uma causa comum de dano nas uvas, o que favorece a infeccdo por fungos do
género Aspergillus e a consequente produgdo de OTA (COZZI et al., 2007;
LEONG; HOCKING; PITT, 2004).
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Grafico 1 Bagas das variedades de uva infectadas com Aspergillus Segéo Nigri e
as respectivas propor¢des médias de colonizagdo. Letras diferentes
mostram diferengas estatisticamente significativas a p [ 0,05. O
nimero 2 de algumas variedades corresponde a segunda época de
coleta das mesmas, sendo: Syrah 2 (jun/2010); Sauvignon Blanc 2
(jun/2010); Isabel 2 (ago/2010); Petit Verdot 2 (set/2010)
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Grafico 2 Sementes das variedades de uva infectadas com Aspergillus Segdo
Nigri e as respectivas proporgdes médias de colonizagdo. Letras
diferentes mostram diferencas estatisticamente significativas a p [
0,05. Os nimeros 1 e 2 de algumas variedades correspondem as
diferentes €pocas de coleta das mesmas, sendo: Syrah 2 (jun/2010);
Petit Verdot 1 (mar/2010); Sauvignon Blanc 2 (jun/2010); Isabel 1
(mar/2010)

As bagas e sementes da variedade Syrah, coletada em 2009, ndo estavam
colonizadas por estes fungos. J4 na amostra obtida em 2010, 50 % das bagas
continham col6nias de espécies da Segdo Nigri, sendo considerada a segunda
amostra mais infectada (Grafico 1). Resultado semelhante foi observado para
variedade Sauvignon Blanc, em que a colonizagdo das bagas foi detectada
apenas na amostra coletada em 2010. Este aumento na infec¢do de bagas, da
época de colheita do ano de 2009 para 2010, provavelmente estd relacionado
com a influéncia de algumas condi¢des ambientais, ocorridas durante a época de
coleta de 2010, na incidéncia dos fungos Aspegillus Segdo Nigri.

O contraste entre as uvas viniferas e as uvas para suco colonizadas com
fungos da Segdo Nigri foi estatisticamente significativo (Tabela 3). Deste modo,
¢ possivel inferir que a porcentagem de bagas viniferas infectadas deferiu
significativamente da proporcdo detectada nas amostras de uva de suco. De

acordo com o Grafico 1, nota-se que a amostra da variedade Isabel, coletada em
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agosto de 2010, embora ndo tenha diferido estatisticamente das amostras Petit
verdot 2 e Chenin Blanc, apresentou a menor porcentagem de bagas infectadas,
sendo a Unica variedade de uva de suco colonizada com estes fungos. Entretanto,
entre as sementes das amostras viniferas e de suco o contraste ndo foi

significativo (Tabela 3).

Tabela 3 Resultado do Teste F para o contraste entre as amostras de baga e
semente viniferas e de suco contaminadas

Contraste GL QM F calculado
Vinho vs Suco | 257689 29,53%*
(Bagas)
Vinho vs Suco 1 2,066 171"
(semente)

“Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
"Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade
GL: grau de liberdade

QM: quadrado médio

Além da amostra Syrah 1, na variedade Viognier também nao cresceram
fungos do género Aspergillus nas bagas e sementes, o que pode ter ocorrido
devido a auséncia de danos na superficie das bagas. Segundo Leong et al.
(2006b) a maior incidéncia de colonizagdo das uvas por espécies de Aspergillus
ocorre quando estas apresentam algum rompimento em sua pelicula. Assim, de
acordo com Martinez-Rodriguez e Carrascosa (2009) uma das principais
medidas a serem tomadas, para evitar o desenvolvimento de fungos
potencialmente ocratoxigénicos do género Aspergillus Se¢do Nigri, sdo aquelas
aplicadas para evitar danos na baga, por meio do controle de fungos patogénicos
e insetos durante o cultivo da uva. Além disso, Zimmerli e Dick (1996) sugerem
outros fatores que podem influenciar na incidéncia de fungos nas uvas, como as
diferentes praticas agricolas, que incluem, por exemplo, o uso de fungicidas, os

tipos de variedades cultivadas, e as condi¢des climaticas da regido vitivinicola.
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Com relagdo a incidéncia dos fungos Aspergillus Secdo Nigri nos
mostos, observou-se que 70% das amostras ndo estavam contaminadas com
estes fungos. Entretanto, nos mostos obtidos das variedades Petit Verdot 1,
Syrah 1 e Viognier foi detectada a presenga de espécies da Secao Nigri, sendo a
contaminagdo estatisticamente diferente entre estas amostras. Deste modo, ¢
provavel que estes fungos sdo capazes de desenvolver no mosto, antes do inicio
do processo fermentativo.

Em todas as amostras de solo estudadas foi detectada a presenca de
espécies do género Aspergillus Se¢do Nigri (Grafico 3). Este fato ja era
esperado, visto que estes fungos sdo comuns em solo (DOMSCH; GAMS;
ANDERSON, 1993). Além disto, os Aspergillus Sec¢do Nigri sdo muito
resistentes & exposicdo solar e a ambientes quentes e secos (CABANES et al.,
2002; JOINT EXPERT COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES - JECFA, 2008;
LOGRIECO et al., 2003; SERRA et al., 2003), o que os tornam bem adaptados
as condigdes climaticas da regido do Vale do Submédio Sao Francisco.

A amostra de solo mais contaminada com os fungos Aspergillus Se¢do
Nigri foi da parcela de cultivo da variedade Grenache, que ndo diferiu
estatisticamente da contaminag¢do encontrada no solo da variedade Verdejo
(Grafico 3). E o maior numero de bagas infectadas também foi detectado na
variedade Grenache. A partir destes resultados é possivel inferir que a elevada
contaminagdo destas bagas pode ser uma conseqiiéncia da alta incidéncia de
fungos no solo de cultivo das videiras. Segundo Hocking et al. (2007) a
importancia dos fungos ocratoxigénicos em solo estd relacionada com o
movimento de esporos pelo ar do solo para a superficie das bagas. Outros
estudos destacaram o papel da circulag@o de ar na dispersdo de esporos do solo,
pelo aumento da incidéncia de A. carbonarius em bagas apdés uma severa
tempestade de poeira (LEONG et al., 2006a). Deste modo, o controle da

incidéncia destes fungos no solo pode auxiliar na prevengdo da contaminagio
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das uvas na vinha. A reducdo na queda das bagas e no descarte de bagas
danificadas na vinha pode minimizar a incidéncia de A. carbonarius no solo,
visto que as uvas proporcionam um meio rico em agucar ideal para o
desenvolvimento de espécies saprofitas do género Aspergillus (HOCKING et al.,
2007).
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Grafico 3 Incidéncia de fungos Aspergillus Segdo Nigri, em UFC/g x 10°, nas
amostras de solo de cultivo das variedades viniferas e de suco
estudadas. Letras diferentes mostram diferencas estatisticamente
significativas a p [J 0,05

3.2 Ocorréncia das espécies da Secado Nigri e de isolados ocratoxigénicos

Das amostras de baga (sadia e deteriorada), semente, mosto e solo foram
obtidos um total de 281 isolados do género Aspergillus Se¢do Nigri, que foram
identificados nas espécies que estdo descritas na Tabela 4. Cinco isolados

apresentaram caracteristicas microscopicas diferenciais, e portanto, ndo foi
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possivel identifica-los a nivel de espécie com base na morfologia. Por isto,

estudos moleculares com estes isolados serdo realizados.

Tabela 4 Espécies do género Aspergillus Se¢do Nigri isoladas das amostras de
baga (sadia e deteriorada), semente, mosto ¢ solo com o respectivo
numero de isolados ocratoxigénicos

Nutmero de isolados (Nimero de isolados ocratoxigénicos)

Baga

Género/Espécies Baga sadia Semente Mosto Solo deteriorada Total
Aspergillu aculeatus 7 (0) 1(0) 7 (0) 13 (0) 2(0) 30 (0)
Aspergillus carbonarius 3(3) 12 (12) 0(0) 44 3(3) 22 (22)
Aspergillus foetidus 9 (0) 26 (0) 6 (0) 8 (1) 0(0) 49 (1)
Aspergillus japonicus 1(0) 0(0) 13 (0) 1(0) 9 (0) 24 (0)
Aspergillus niger 37 (0) 12 (0) 15 (1) 11 (3) 0(0) 75 (4)
Aspergillus niger Agregado 3(0) 6 (0) 1(0) 18 (2) 0 (0) 28 (2)
Aspergillus spp. 1(0) 3(0) 0(0) 1(0) 0(0) 5(0)
Aspergillus tubingensis 16 (0) 12 (0) 2 (0) 18 (2) 0 (0) 48 (2)
Total 76 (3) 73(12)  43(1)  75(12) 14 (3) 281 (31)

Neste estudo, A. niger, A. foetidus e A. tubingensis foram as espécies
isoladas com maior frequéncia (61,2%), seguindo-se da espécie unisseriada, A.
aculeatus. Destas, A. niger foi a que apresentou o maior nimero de isolados
(Tabela 4), sendo portanto a espécie mais detectada nas vinhas do Nordeste
brasileiro. Em estudos de Leong, Hocking e Pitt (2004), A. niger também foi a
espécie mais freqlientemente isolada a partir de videiras na Australia.

A espécie isolada com menor freqiiéncia foi A. carbonarius (7,83%),
entretanto todos os seus isolados foram ocratoxigénicos. Sage et al. (2002) e Bau
et al. (2005) também encontraram todos os isolados desta espécie como
produtores de OTA. Resultado semelhante foi observado, recentemente, para os
isolados de A. carbonarius obtidos de uvas cultivadas em regides da Franga
(DACHOUPAKAN et al., 2009). Em diversos estudos tém sido relatado que A.

carbonarius ¢ a principal espécie responsavel pela presenca de OTA em uvas,
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em funcao da porcentagem de isolados positivos e dos niveis de OTA detectados
in vitro (ABARCA et al., 2003; BATTILANI et al., 2003b; BEJAOUI et al.,
2006a; CABANES et al., 2002; COZZI et al., 2007; LEONG et al., 2006a;
SERRA et al., 2003). Outros autores também afirmam que a porcentagem de
isolados de A. carbonarius produtores de OTA ¢ superior ao encontrado para
outras espécies de A. niger Agregado (BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO,
2006; PERRONE et al., 2007).

Nas bagas sadias, a principal espécie isolada foi A. niger (49,3%),
seguindo-se de A. tubingensis (20%) e A. foetidus (12%) (Tabela 4). Varios
estudos tém relatado que as espécies mais frequentemente encontradas em uvas
pertencem ao A. niger Agregado (CHIOTTA et al., 2009; DACHOUPAKAN et
al., 2009; GUZEV et al., 2006; LASRAM et al., 2007). Segundo Lopez-
Mendoza, Crespo-Sempere ¢ Martinez-Culebras (2009), dentro deste grupo, A.
tubingensis pode ser considerada uma das principais. A importancia da espécie
A. tubingensis aumentou recentemente com a descricdo de algumas cepas
capazes de produzir OTA (MEDINA et al., 2005; PERRONE et al., 2006a,
2006b). Neste estudo, dois isolados desta espécie foram ocratoxigénicos.

Das amostras de semente, apenas a espécie A. japonicus néo foi isolada
(Tabela 4). BAU et al. (2005) relataram que ndo houve crescimento fungico a
partir das sementes removidas das bagas. Segundo os autores a contaminac¢ao
por espécies produtoras de OTA vém da superficie das uvas e ndo do seu
interior. Entretanto, neste estudo, os Aspergillus Se¢do Nigri foram capazes de
infectar a parte interna do fruto, o que indica que algum agente (fisico,
fisioldogico ou microbiolégico) promoveu danos nas bagas, facilitando esta
colonizagdo, j& que estes fungos sdo considerados como agentes secundarios de
deterioragdo. Além disto, a maior porcentagem de isolados de A. carbonarius foi

obtida a partir das sementes (54,5%), o que real¢a a importancia da parte interna



92

destas bagas como fonte de espécies ocratoxigénicas e consequentemente de
OTA.

Em estudo recente, os autores afirmam que ndo existem dados
bibliograficos disponiveis, que sugerem o desenvolvimento de Aspergillus
carbonarius ou de outras espécies do género Aspergillus Segdo Nigri no mosto
e, portanto, a presenca de OTA deve ser atribuida a um desenvolvimento
anterior do fungo (MARTINEZ-RODRIGUEZ; CARRASCOSA, 2009).
Entretanto, neste estudo, embora ndo tenha sido detectada a presenga de A.
carbonarius, outras espécies da Se¢do Nigri foram isoladas das amostras de
mosto (Tabela 4), inclusive um isolado de A. niger ocratoxigénico. Assim,
acredita-se que estes fungos sdo capazes de se desenvolver no mosto inicial
devido a presenca de nutrientes e demais fatores necessarios para o crescimento,
como agua e oxigénio.

Neste estudo, foi possivel observar que os solos das videiras do
Nordeste do Brasil representam uma importante fonte de propagulos de fungos
do género Aspergillus Secdo Nigri. Resultados semelhantes foram observados
em vinicolas da Australia, em que o solo e os restos de videira sob o solo foram
as fontes primarias de fungos da Se¢do Nigri (LEONG et al., 2006a, 2006b).
Além disso, dos isolados obtidos, 16% foram produtores de OTA. A presenga de
A. carbonarius nestes solos pode estar relacionada com a temperatura média das
vinhas (26 °C). De acordo com alguns estudos a temperatura do solo pode afetar
a incidéncia desta espécie, sendo observado uma temperatura 6tima para o seu
crescimento em solo seco de 25 °C, com contagem decrescente a 15 °C e 35 °C
(KAZI et al., 2003, 2004). A presenca de isolados ocratoxigénicos no solo de
cultivo destas variedades potencializa o risco de contaminacdo das uvas com
OTA. Porém, este fato ndo indica necessariamente a presenca desta toxina nos

produtos derivados de uva.
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A partir de algumas bagas deterioradas das variedades Syrah e Chenin
Blanc, detectadas na videira, obteve-se trés isolados de A. carbonarius (Tabela
4). GUZEV et al. (2006) relataram que esta espécie foi isolada varias vezes a
partir de bagas com sintomas visiveis de deterioracdo. Segundo Ratola, Martins
e Alves (2004) e Serra et al. (2004) a contaminagdo de uvas saudaveis por OTA
ndo € significativa, mas a vinificacdo de bagas deterioradas deve ser evitada em
areas onde os fungos produtores de OTA sdo detectados. Assim, a remocdo de
bagas deterioradas antes do processamento ¢ uma boa pratica para diminuir o
potencial risco de contaminagao com OTA nos produtos finais (BATTILANI;
MAGAN; LOGRIECO, 2006).

Dos isolados de A. Se¢do Nigri obtidos, 11 % foram produtores de OTA.
Destes 71 % foram da espécie A. carbonarius e 29 % das espécies de A. niger
Agregado. Apenas 5,3 % dos isolados de A. niger foram ocratoxigénicos.
Embora esta espécie tenha sido detectada com elevada freqiiéncia nas videiras, ¢
possivel observar que sua presenga ndo representa um alto risco de
contaminagdo com OTA, ao contrario de A. carbonarius, em que 100% dos
isolados foram ocratoxigénicos. A baixa ocorréncia de isolados de A. niger
Agregado produtores de OTA também foi observada em estudos anteriores
(BAU et al., 2005; BELLI et al., 2006; CHIOTTA et al., 2009; GUZEV et al.,
2006; LASRAM et al., 2007). Segundo Duarte, Pena e Lino (2010) a presenca
de espécies do género Aspergillus Se¢do Nigri ndo é sempre um indicativo da
ocorréncia de OTA. Entretanto, a incidéncia de A. carbonarius provavelmente
esta relacionada com a presencga desta toxina.

As uvas da variedade Petit Verdot, coletadas em margo de 2010, foram
as que apresentaram maior contamina¢do com A. carbonarius, sendo
considerada a amostra com maior incidéncia de isolados produtores de OTA.
Das demais variedades viniferas, apenas a Viognier ndo apresentou fungos

ocratoxigénicos em nenhuma das amostras (baga, semente, mosto e solo de
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cultivo). As amostras das variedades Isabel e BRS Cora também ndo
apresentaram fungos produtores desta toxina, o que diminui o potencial risco da
presenca de OTA nos sucos de uva elaborados nesta regido.

Este estudo foi o primeiro a relatar sobre a incidéncia de fungos
potencialmente ocratoxigénicos em uvas cultivadas em vinicolas do Nordeste do
Brasil. Estes dados sdo relevantes para auxiliar na definicdo dos fatores de risco
para presenca de OTA nestas uvas. Estudos futuros sobre a relacdo entre as
caracteristicas das bagas das diferentes variedades de uva e a susceptibilidade a
espécie A. carbonarius serdo de grande importincia, visto que neste estudo esta

espécie também foi considerada como a principal fonte de OTA para as uvas.
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4 CONCLUSAO

Neste estudo, o maior numero de bagas (91 %) e sementes (49 %)
colonizadas com Aspergillus Se¢do Nigri foi detectado nas variedades Grenache
e Petit Verdot, respectivamente. Em 30% das amostras de mosto e em todas as
amostras de solo foi detectada a presenca de espécies do género Aspergillus
Se¢do Nigri. A amostra de solo mais contaminada foi da parcela de cultivo da
variedade Grenache que também apresentou o maior numero de bagas
infectadas. Do total de isolados obtidos (281) 11% foram produtores de OTA.
As espécies identificadas foram A. aculeatus, A. carbonarius, A. foetidus, A.
japonicus, A. niger, A. niger Agregado e A. tubingensis. Destas, A. niger, A.
foetidus e A. tubingensis foram isoladas com maior frequéncia (61,2%). A
espécie A. niger foi a mais detectada nas videiras, entretanto apenas 5,3 % dos
seus isolados foram ocratoxigénicos. Todos os isolados de A. carbonarius
obtidos (22) foram produtores desta toxina, o que realca a importancia desta
espécie como a principal fonte de OTA para as uvas cultivadas no Nordeste do

Brasil.
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CAPITULO 3

Ocratoxina A em vinhos e sucos de uva elaborados no Vale do Submédio

Sao Francisco, Nordeste do Brasil

RESUMO

Um total de 34 amostras de vinhos e sucos de uva, obtidas
experimentalmente a partir de variedades cultivadas no Nordeste brasileiro,
foram analisadas quanto ao teor de Ocratoxina A (OTA). A quantificagdo de
OTA das amostras foi realizada pelo método de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) com detec¢do por fluorescéncia. Os limites de deteccao (LD)
e de quantificacdo (LQ) estabelecidos foram de 0,01 pg/L e 0,03 pg/L,
respectivamente. Foi utilizada a analise de variancia (ANAVA) e o teste de Scott
e Knott (1974) para as amostras contaminadas (>LQ). Os valores de recuperagao
para as amostras de vinho foram em média 71% e 74% e os coeficientes de
variagdo foram 21,07% e 31,18% para os niveis de contaminagdo de 0,22 ¢ 0,44
ug/L, respectivamente. Para o suco de uva, a recuperagdo foi de 95% e o
coeficiente de variacdo foi 2,67% para o nivel de 2,78 ug/L. A OTA foi
detectada em 13 (38,24%) amostras analisadas, em concentracdes entre 0,03 a
0,62 pg/L. A maioria das amostras de vinho tinto apresentou-se contaminada
com OTA (75%), e em apenas uma amostra de vinho branco, obtido da
variedade Verdejo, esta toxina foi detectada. Nao foi detectado OTA em
nenhuma amostra de suco de uva. O maior valor de OTA (0,62 pg/L) foi
detectado no vinho tinto elaborado a partir da variedade Syrah Clone 525 PE:
TIAC-313. Nao foi observada diferenga significativa entre as épocas de
vinificagdo, quanto ao teor desta toxina. Os niveis de OTA detectados foram
inferiores ao limite maximo toleravel para esta toxina em vinho e suco de uva
estabelecido pela Comunidade Européia (EC 123/2005).

Palavras-chave: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Aspergillus. Vinho
tinto. Vinho branco.
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ABSTRACT

A total of 34 samples of wine and grape juice, obtained from varieties of
grapes cultivated in Northeastern Brazil, were analyzed considering the level of
Ochratoxin A (OTA). The OTA level was determined through the High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) with fluorescence detection
method, as described in EM 14133. The detection (DL) and quantification (QL)
limits established were 10 ng L™ and 30 ng L, respectively. The variance
analysis (ANOVA) and the Scott and Knott (1974) test (p<0.05) were used for
the contamined samples (>QL). The recuperation mean values for the samples of
wine were 71% and 74%, and the variation coefficients were 21.07 and 31.18%
for the contamination levels of 0.22 and 0.44 pg/L, respectively. For the grape
juice, the recuperation was 95% and the variation coefficient was 2.67% for the
2.78 ng/L level. OTA was detected in 13 (38.24%) samples analyzed, in
concentrations from 30.2 to 622.0 ng I"'. Most of the red wine samples were
contamined by OTA (75%). The toxin was also detected in one sample of white
wine of the Verdejo variety. OTA was not detected in any samples of grape
juice. The highest OTA level (622.0 ng I'") was detected in the red wine
produced from Syrah variety Clone 525 PE: TAC-313. No significant relation
was observed between the vinification periods and the contamination level by
OTA. The levels of OTA were below the maximum limit permitted in wine and
juice according to the European Commission (EC 123/2005).

Keywords: High Performance Liquid Chromatography. Aspergillus. Red wine.
White wine.
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1 INTRODUCAO

Ocratoxina A (OTA) é um metabélito secundario toxico produzido por
algumas espécies de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium.
Foi descoberta em 1965 como um metabdlito secundario de Aspergillus
ochraceus (MERWE et al., 1965). Posteriormente, varias outras espécies dos
géneros Aspergillus ¢ Penicillium foram relatadas como produtoras desta
micotoxina. Dentro do género Aspergillus, a OTA esta relacionada com espécies
da Seg¢do Circumdati e Nigri.

OTA tém demonstrado efeitos carcinogénicos, nefrotdxicos,
teratogénicos e imunotéxicos em animais (SOLFRIZZO et al., 2010), sendo
classificada como um possivel carcinogénico renal humano (grupo 2B)
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER - IARC,
1993). A presenga de OTA em suco de uva e vinho foi relatada primeiramente
por Zimmerli e Dick (1995). Atualmente, ¢ considerada a principal micotoxina
encontrada em produtos derivados de uvas (HOCKING et al., 2007).

Por ser relatada em varios estudos como contaminante de uva, vinho e
suco de uva, avaliagdes de risco tém sido realizadas para estimar a relevancia do
consumo humano desta micotoxina (BENFORD et al., 2001; MIRAGLIA;
BRERA, 2002; VISCONTI et al., 2008). Em 2002, apds uma avaliagdo sobre a
ingestdo de OTA pela populagdo de paises da Unido Européia concluiu-se que,
depois dos cereais, o vinho é a principal fonte de ingestdo diaria de OTA
(CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 1999; MIRAGLIA; BRERA,
2002).

Varios estudos mostram que os fungos do género Aspergillus Segdo
Nigri, principalmente a espécie A. carbonarius, desempenham papel principal na
produgdo de OTA em uvas (ABARCA et al., 2001; BATTILANI et al., 2003;
CABANES et al., 2002; MAGNOLI et al., 2003; ROSA et al., 2002). Além
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disto, t€m-se observado que os niveis de OTA variam em fungdo do tipo de
vinho, da regido vitivinicola e da safra (SOLFRIZZO et al., 2010). Estudos
realizados com sucos de uva e vinhos de origem brasileira, argentina e chilena
mostraram que estes contém niveis de OTA inferiores aos observados na Europa
(CHULZE; MAGNOLI; DALCERO, 2006).

Em geral, t€ém-se observado que o vinho tinto apresenta maior nivel de
contamina¢@o do que o branco e rosé¢ (BATTILANI et al., 2003; BAU et al.,
2005; BEJAOUI et al., 2006b; BELLI et al., 2004a; LASRAM et al., 2007;
OTTENEDER; MAJERUS, 2000; SERRA et al., 2003; ZIMMERLI; DICK,
1996). Os sucos de uva tinta também apresentam maiores teores de OTA em
relagdo aos de uva branca, seguindo-se o mesmo padrao de contaminagdo
observado para os vinhos (DUARTE; PENA; LINO, 2009).

Dados sobre a ocorréncia de OTA em sucos de uva sdo de grande
importancia, ja que as criangas sao um dos principais consumidores € 0 consumo
de suco ¢ maior que o de vinho (VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006). Desde
2005, a legislacdo da Unido Européia determinou o nivel maximo permitido de
OTA em vinho e suco de uva em 2 ug.L”' (COMMISSION REGULATION,
2005).

Poucos sdo os estudos com relagdo a ocorréncia e niveis desta toxina em
produtos derivados de uva no Brasil. Portanto, mais informagdes sdo necessarias
para permitir uma melhor determinacdo do risco de consumo de vinhos e sucos
deste pais. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia e os
niveis de OTA em vinhos e sucos de uva elaborados no Vale do Submédio Sao

Francisco, Nordeste do Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

As amostras de vinhos e sucos de uva foram obtidas a partir de
variedades de videiras cultivadas na regido do Vale do Submédio Sdo Francisco,
no Nordeste brasileiro. Esta regido (9°S; 40°W) apresenta temperatura média
anual de 27 °C, precipitagio anual de 500 mm, clima Tropical Semi-Arido e
situa-se a 350 m de altitude. Diferencia-se das demais areas tradicionais de uva e
vinho no mundo pela produgdo de uvas durante o ano todo, o que ocorre em
funcdo das condi¢des climaticas e da alta disponibilidade de agua para a

irrigacdo dos vinhedos.

2.2 Amostras

Foram analisadas um total de 23 amostras de vinhos (16 tintos e 7
brancos), elaborados experimentalmente a partir de uvas tintas ¢ brancas de
diferentes tratamentos, como clones de variedades e porta-enxertos (PE). As
amostras de vinhos com os respectivos periodos de elaboragéo estdo descritos na
Tabela 1. Os vinhos, elaborados a partir das variedades Tempranillo, Petit
Verdot, Viognier, Chenin Blanc e Sauvignon Blanc, foram obtidos em duas
épocas de vinificagdo distintas no ano de 2009 (Tabela 1). Dentre os porta-

enxertos estudados, o IAC-313 € o que apresenta alto vigor.
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Tabela 1 Amostras de vinhos com os respectivos periodos de elaboracao

Amostras de vinhos (uvas) Tipo de vinho Periodo de elaborag@o (més/ano)
Syrah Clone 525 PE: IAC-313 11/2009
Syrah Clone 525 PE: 1103-P 11/2009
Tempranillo PE: IAC-313 11/2009
Alicante PE: 1103-P 11/2009
Syrah sem maceragdo 12/2009
Tempranillo PE: 1103-P 11/2009
Marselan Clone 980 PE: 1103-P 11/2009
Petit Verdot 2 ] 11/2009
Petit Verdot 1 finto 06/2009
Tempranillo 1 06/2009
Tempranillo 2 11/2009
Syrah 06/2009
Grenache 09/2009
Cabernet Sauvignon 09/2009
Cabernet Sauvignon PE: IAC-766 12/2009
Carmenere 12/2009
Verdejo 07/2009
Viognier 1 06/2009
Viognier 2 11/2009
Chenin Blanc 1 Branco 07/2009
Chenin Blanc 2 11/2009
Sauvignon Blanc 1 06/2009
Sauvignon Blanc 2 11/2009

A vinificacdo experimental foi realizada através do método tradicional
(PEYNAUD, 1997) em cubas de ago inox de 200 litros. As fermentagdes
alcodlica e malolatica foram realizadas a 25 °C e a 18 °C, respectivamente. Os

vinhos foram em seguida estabilizados e engarrafados.
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Os sucos de uva foram elaborados a partir de trés cultivares de uvas
enxertadas sobre diferentes porta-enxertos, sendo Isabel Precoce, Isabel Precoce
TAC-313, Isabel Precoce Paulsen 1103, Isabel Precoce IAC-776, Isabel Precoce
TAC-572, Isabel Precoce 313 R2, Rubea Paulsen 1103, Rubea IAC-766, BRS
Cora TAC-572, BRS Cora IAC- 776, BRS Cora IAC-313, totalizando 11
amostras. Os sucos de uva experimentais foram elaborados através do uso de
suqueira artesanal, com capacidade para 20 litros, extragdo a 75°C com

resfriamento rapido (flesh pasteurizac@o), e posterior engarrafamento.

2.3 Anélise de OTA

A quantificagc@o de ocratoxina A (OTA) nas amostras de vinhos e sucos
de uva foi realizada pelo método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) com deteccao por fluorescéncia, conforme descrito em EN 14133/2003
(EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION, 2003).

2.3.1 Solugdes e reagentes

A solugdo de diluigdo foi preparada com a dissolugcdo de 10 g de
Polietilenoglicol 8000 e 50 g de bicarbonato de s6dio (NaHCO;) em 1000 mL de
agua purificada (q.s.p.). Para a obtencdo da solugdo de lavagem dissolveu-se 25
g de cloreto de sodio (NaCl) e 5 g de bicarbonato de sddio em 1000 mL de agua
purificada (q.s.p.). Solucdo estoque de OTA Sigma (St. Louis, MO, USA) foi
preparada em tolueno:acido acético (99:1, v/v). A concentracdo foi determinada
de acordo com a Association of Official Analytical Chemists - AOAC (1997),
sendo verificada em Espectrofotometro UV a 333 nm, com e = 5440 cm™ mol™.
L. Solugdo de trabalho foi preparada por dilui¢do apropriada em tolueno:acido

acético (99:1, v/v) para os testes de recuperacdo e curva de calibragdo. Para a
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fase movel foi utilizado acetonitrila:metanol:acido acético aquoso (35:35:30),
seguindo-se da filtragdo a vacuo em membrana de celulose regenerada PTFE de
0,45 pm. Acido acético aquoso foi preparado com uma solugio de 4cido acético
glacial em dgua purificada (1:29, v/v). As solugdes foram armazenadas de -15 °C

a -20 °C no escuro.

2.3.2 Preparo das amostras e purificacdo em coluna de imunoafinidade

Inicialmente, as amostras foram resfriadas a 4 °C. De cada amostra, 40
mL foram adicionados a 40 mL da solucdo de diluicdo e homogeneizados sob
agitacdo mecanica em shaker, em velocidade média, por 30 minutos. Esta
solucdo foi submetida a filtracdo a vacuo (2 mL/min) em membrana GFA e 40
mL do filtrado foi passado por uma coluna de imunoafinidade (Ochraprep, R-
Biopharm Rhéne Ltd) adaptada ao sistema Visiprep™™ SPE Vacuum Manifold. A
coluna foi lavada com 10 mL da solucdo de lavagem e, em seguida, com 10 mL
de 4gua purificada para remogdo dos residuos ndo-especificos. Posteriormente,
adicionou-se 2 mL de metanol a coluna para liberacdo da OTA vinculada ao
anticorpo, com repeti¢do do procedimento por trés vezes. O eluato obtido foi
evaporado com aquecimento (+ 50 °C) da amostra sob atmosfera de nitrogénio.
Este extrato seco foi reconstituido em 250 pL. de fase mével. Injetou-se entdo 50
pL das solugdes padrao de OTA e dos extratos das amostras no Cromatografo

Liquido.
2.3.3 Quantificacdo por CLAE
A quantifica¢do 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 excita¢do e emissdo, respectivamente. Utilizou-se
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a coluna Shim-pack CLC-ODS RP-18 (5 pm; 4,6 x 250 mm), precedida da pré-
coluna Shim-pack G-ODS (5 um; 4,0 x 10 mm), sendo o fluxo de 0,8 mL/min.
A confirmacdo da presenga de OTA foi determinada pela formagdo de ésteres
metilicos, sendo observado um aumento no tempo de reten¢do das amostras
devido a derivatizacdo da OTA. A partir do calculo da area dos picos de OTA
dos extratos das amostras ¢ das solugdes padroes foi quantificado o teor de OTA
das amostras. Nas condicdes de andlise o tempo de retencdo foi de
aproximadamente 11 min. Os limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ)

foram 0,01 ug/L e 0,03 pg/L, respectivamente.

2.3.4 Eficiéncia da metodologia analitica

Para avaliar o desempenho da metodologia analitica utilizada testes de
recuperacdo foram realizados pela adi¢do de OTA em amostras de vinho e suco
de uva ndo contaminadas. Amostra de vinho foi contaminada, em cinco
repeti¢cdes, com duas concentragdes de OTA: 0,22 ng/L e 0,44 ng/L. Amostra de
suco foi contaminada, em duplicata, com a concentragdo de 2,78 pg/L de OTA.
A linearidade foi calculada a partir da equacdo da regressdo linear, determinada
pelo método dos minimos quadrados. Foi utilizado o coeficiente de correlagdo

linear (R?) como indicador da reta, como modelo matematico.

2.4 Andlises estatisticas

As analises estatisticas do teor de OTA foram efetuadas para as amostras
contaminadas (>LQ). Realizou-se a analise de varidncia (ANAVA), e para isto,
os dados foram transformados pela raiz quadrada, a fim de atender os
pressupostos basicos. Foi utilizado o teste de agrupamento de médias Scott e

Knott (1974) a p < 0,05, e para testar o contraste de interesse (contaminagdo de
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vinhos tintos versos brancos) foi aplicado o Teste F a p < 0,05. As andlises

foram efetuadas no software R (versao 2.11.1, 2010).
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3 RESULTADOS

3.1 Padronizacéo da metodologia analitica

A curva de calibracdo obtida a partir da equagdo da 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 recuperagdo e os coeficientes de variagdo para vinho
foram em média 72,5% e 26,1% e para suco de uva 95% e 2,7%,
respectivamente (Tabelas 2 e 3). Estes resultados estdo dentro das normas
recomendadas em EC 401/2006 (COMMISSION REGULATION, 2006) para

valores de contaminagdo inferiores a 1,0 pg/L e entre 1,0 e 10 pg/L.

Tabela 2 Valores de recuperagdo de Ocratoxina A das amostras de vinho

Contaminacao Quantidade Média Recuperagao Coeficiente de
(png/L) Recuperada (pg/L) (ng/L) (%) Variagao (%)
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
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Tabela 3 Valores de recuperacao de Ocratoxina A das amostras de suco de uva

Contaminagao Quantidade Meédia Recuperagao Coeficiente de
(pg/L) Recuperada (ng/L) (ng/L) (%) Variagao (%)
2,70
2,78 2,65 95,0 2,67
2,60

3.2 Ocorréncia e niveis de Ocratoxina A em vinhos e sucos de uva

A incidéncia e os valores médios (minimos e maximos) de OTA
encontrados nas amostras de vinhos e sucos de uva estdo descritos na Tabela 4.
A OTA foi detectada em 13 (38,24%) amostras analisadas, em concentragdes
entre 0,03 a 0,62 pg/L. Das amostras positivas, 12 foram de vinhos tintos e
apenas uma de vinho branco. A maioria das amostras de vinho tinto apresentou-
se contaminada com OTA (75%), e esta toxina ndo foi detectada em nenhuma
amostra de suco de uva.

Os vinhos tintos em que a OTA nao foi detectada ou que a concentragdo
foi inferior a0 LQ (30 ng I'") foram obtidos das variedades Cabernet Sauvignon,
Grenache, Cabernet Sauvignon PE: IAC-766 e Carmenére. Estes vinhos foram
elaborados na mesma época, que foi diferente da época de elaboracdo das
amostras positivas, o que indica que as condi¢des climaticas do periodo de

colheita destas uvas podem ter contribuido para a ndo ocorréncia desta toxina.
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Tabela 4 Incidéncia e limites médios de ocratoxina A nos vinhos tintos, brancos
e sucos de uva do Nordeste do Brasil

Amostras positivas

Produtos de No. detectado” o
No. ndo detectado ou <LQ* Limites (ug/L)°
uva >LQ)
Vinhos tintos 4/16 (25%) 12/16 (75%) 0,03-0,62
Vinhos brancos 6/7 (85,7%) 1/7 (14,3%) 0,03
Sucos de uva 11/11 (100%) 0/11 ND
Total 21/34 (61,76%) 13/34 (38,24%) 0,03-0,62

*Numero e porcentagem de amostras com teor médio de OTA ndo detectado ou < LQ
(0,03 pg/L)

Numero e porcentagem de amostras com concentragdo média de OTA > LQ

“Menor e maior nivel médio de OTA detectado; ND: Nio Detectado

Com relacdo as amostras positivas, pelo Teste F (p < 0,05) € possivel
inferir que pelo menos um dos vinhos diferiu dos demais, quanto ao teor de
OTA (Tabela 5). Este fato foi confirmado pelo teste Scott e Knott (1974) a p <
0,05. Conforme pode ser observado no Grafico 2, os niveis médios de OTA dos
vinhos contaminados sdo considerados diferentes entre os cinco grupos
definidos estatisticamente (a, b, c, d, e). Alguns vinhos elaborados a partir de
variedades diferentes, como Petit Verdot ¢ Marselan Clone 980 PE: 1103-P
apresentaram, estatisticamente, o mesmo nivel médio de contaminacdo. O maior
valor médio de OTA (0,62 pg/L) foi detectado no vinho tinto elaborado a partir
da variedade Syrah Clone 525 PE: IAC-313 (Grafico 1), sendo que o teor de
contaminagdo deste vinho diferiu significativamente dos demais (Grafico 2).
Pode-se observar no Grafico 2, que a segunda amostra mais contaminada foi
também de vinho tinto, obtido da variedade Syrah Clone 525 PE: 1103-P, e que
o menor teor de OTA foi detectado nos vinhos Syrah, Tempranillo e Verdejo,
que nao diferiram estatisticamente entre si.

Nao foi observada diferenca significativa entre as épocas de vinificagdo,

quanto ao teor desta toxina (Tabela 5). A interagdo entre os vinhos elaborados a
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partir de diferentes variedades de uva e a época de vinificacdo também nao foi

estatisticamente significativa (Tabela 5).

Tabela 5 Resultado da analise de variancia (ANAVA) do teor de OTA dos
vinhos contaminados

Fonte de Variagao GL QM F calculado
Variedades de uva 10 52,867 68,20%**
Epoca de vinificagdo 1 1,315 1,70™
Variedades* Epoca 1 2,171 2,80™
Residuo 13 0,775
CV(%) = 8,88 R?=98% Média = 123,86 s(11)=10,593

“Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
"Nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade
GL: grau de liberdade

QM: quadrado médio

CV: coeficiente de variagdo

R%: coeficiente de determinagio

s([1): desvio padrao

024 |
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Grafico 1 Cromatograma da amostra de vinho tinto elaborada a partir da
variedade Syrah Clone 525 PE: IAC-313
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Verdejo

Syralh

Tempranillo

Petil Verdot
Marcelan Clone 980PE: 1103-P
Tempranillo PE: 1103-P

Syrah (sem maceracio)

Amostras de vinhos

Alicante PE: 1103-P
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Grafico 2 Concentracdo média de OTA detectada nas amostras positivas (> LQ)
(amostras sao identificadas pelas variedades de uvas utilizadas na
elaboracdo dos vinhos). Letras diferentes mostram diferencas
estatisticamente significativas pelo teste de Scott ¢ Knott (1974) a p <
0,05

O contraste entre os vinhos tintos ¢ brancos contaminados com OTA foi
estatisticamente significativo (Tabela 6). Deste modo, € possivel inferir que o
nivel médio de contaminag@o das amostras positivas de vinhos tintos deferiu
significativamente do nivel detectado nos vinhos brancos. De acordo com o
Grafico 2, nota-se que o vinho da variedade Verdejo, embora néo tenha diferido
estatisticamente dos vinhos das variedades Syrah e Tempranillo, apresentou o
menor valor de OTA detectado neste estudo, sendo o Unico vinho branco
contaminado com esta toxina. Este fato ja era esperado visto que em diversos
estudos tem-se observado uma maior incidéncia e niveis de contaminagdao nos

vinhos tintos em relag¢do aos brancos.
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Tabela 6 Resumo do contraste ortogonal entre o nivel de contaminagdo dos

vinhos tintos e dos brancos

Contraste GL QM Y(h)

F calculado

Branco vs Tinto 1 53,078 53,0788

58,7%*

“Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
GL: grau de liberdade

QM: quadrado médio

Y(h): estimativa do contraste ortogonal

Neste estudo, embora tenha sido observada a presenca de OTA nos

vinhos, principalmente nos tintos, elaborados no Vale do Submédio Sao

Francisco (Grafico 2), os niveis detectados podem ser considerados baixos,

sendo inferiores ao limite maximo toleravel para esta toxina em vinho e suco de

uva estabelecido pela Legislacdo Européia (2,0 pg/L) (COMMISSION

REGULATION, 2005).
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4 DISCUSSAO

A maior incidéncia e nivel de contaminacdo com OTA foram detectados
nos vinhos tintos, o que estd de acordo com o relatado em pesquisas realizadas
na Europa (BATTILANI et al., 2003; BAU et al., 2005; BEJAOUI et al., 2006b;
BELLI et al., 2004a, 2004b; LASRAM et al., 2007; OTTENEDER; MAJERUS,
2000; SERRA et al., 2003; ZIMMERLI; DICK, 1996). Em estudos com vinhos
brasileiros este padrdo de contaminagdo também foi observado (ROSA et al.,
2004; SHUNDO et al., 2006). A maior contaminagdo observada neste tipo de
vinho em relacdo aos demais, provavelmente ocorre devido as caracteristicas do
processo de vinificagdo, principalmente em relacdo a maceragdo do bagaco.
Além disso, o periodo de fermentacdo, que contribui significativamente para a
reducdo no teor de OTA (ABRUNHOSA; FERNANDES; VENANCIO, 2005;
LASRAM et al., 2008; LATASTE et al., 2004), ¢ geralmente mais curto para o
vinho tinto do que para o branco, o que provavelmente permite que ocorra uma
maior remoc¢do desta toxina dos vinhos brancos em relagdo aos tintos.

No processo de vinificagdo de vinho branco, apds o esmagamento, as
partes sélidas da uva sdo separadas do mosto, havendo pouco contato deste com
as cascas e sementes. JA no vinho tinto e rosado, as partes solidas fermentam
juntamente com o mosto para potencializar a extracdo de cor e aromas, sendo
este tempo maior para os tintos. Segundo Lasram et al. (2008), ¢ nesta fase que
ocorre a maior extragdo da OTA das uvas, indicando que a casca ¢,
provavelmente, a parte mais contaminada do fruto. Esta conclusdo foi
confirmada pela analise do contetido de OTA de diferentes componentes da
baga, demostrando que a casca contém aproximadamente 66% do total da toxina
presente no fruto. Battilani e Pietri (2002) ao investigarem a ocorréncia de OTA
na casca ¢ na polpa de bagas naturalmente infectadas, mostraram que a casca da

uva ¢ o tecido frequentemente mais contaminado. Gambuti et al. (2005) também
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observaram que a intensa macera¢do do bagago promoveu aumento no teor de
OTA, ressaltando o papel da casca como carreadora de OTA para o vinho.

O Brasil ndo tem legislagdo especifica para OTA em vinhos e sucos de
uva. Apesar do maior nivel de contaminacdo obtido (0,62 pg/L) ter sido
detectado em amostra de vinho tinto, este valor € inferior ao limite maximo
proposto pela Comissdo Européia (COMMISSION REGULATION, 2005).
Resultados semelhantes foram apresentados em estudos de Shundo et al. (2006),
em que os niveis de OTA detectados em vinhos tintos brasileiros variaram de
0,10 a 1,33 pg/L. Segundo os autores, embora os resultados das amostras de
vinho brasileiros quanto ao teor OTA tenham sido inferiores aos limites
estabelecidos pela EC 123/2005 (COMMISSION REGULATION, 2005), a
exposicdo pequena e continua a esta micotoxina pode representar risco para a
saude humana. Estudos realizados em outros paises, como no Canada (NG et al.,
2004) e na Australia (LEONG et al., 2006), também observaram que todas as
amostras contaminadas com OTA continham niveis inferiores a este limite.

A nio ocorréncia de OTA em vinhos que foram elaborados na mesma
época pode estar relacionada com as condigdes climaticas ocorridas no periodo
de colheita e também com a sanidade das uvas. Os fungos potencialmente
ocratoxigénicos do género Aspergillus Sec¢do Nigri se desenvolvem no fruto com
maior freqiiéncia na época da colheita, que ocorre nos estagios finais de
maturacdo (BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003; BEJAOUI et al., 2006a;
BELLI et al., 2004a, 2006; LASRAM et al., 2007; ROSA et al., 2002; SAGE et
al., 2002; SERRA et al., 2003). Entretanto, diversos estudos mostram que o
crescimento destes fungos em uvas e principalmente a produ¢do de OTA, sdo
influenciados por fatores climaticos (ANLI; ALKIS, 2010; BATTILANI et al.
2006; BELLI et al., 2005a; LASRAM et al., 2010; LEONG et al., 2006;
MAGNOLI et al., 2007).
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Os baixos niveis de OTA detectados nos vinhos estudados podem estar
relacionados com o clima tropical semi-arido da regido, em que temperaturas
elevadas s3o observadas durante o ano todo (média de 27 °C). Segundo Lasram
et al. (2010), considerando que a produg¢do de OTA por A. carbonarius é
favorecida por temperaturas mais baixas (15 a 20 °C), a condi¢@o climatica dos
paises europeus ¢ mais favoravel para contaminacdo de uvas com OTA do que
em regides de clima tropical, como no Brasil. Isto pode explicar os baixos niveis
de contaminagdo por esta micotoxina, detectado em alguns estudos (ROSA et
al., 2004; SHUNDO et al., 2006), nos vinhos brasileiros quando comparado com

os resultados obtidos para vinhos europeus (Tabela 7).

Tabela 7 Niveis de Ocratoxina A detectados em vinhos elaborados em paises

europeus
Origem Niveis de OTA (pg/L) Referéncia
Croéacia [10,005-44 Flajs et al. (2009)
Espanha [10,01-4,63 Burdaspal e Legarda (2007)
Europa [10,01-3,3 Otteneder e Majerus (2000)
Grécia 10,02-3,2 Soufleros, Tricard e Boloumpasi (2003)
Italia 10,01-5,2 Finoli et al. (2004)
Portugal 10,5-2,1 Ratola, Martins e Alves (2004)

Em geral, tém-se observado que a condi¢do favoravel para o
crescimento de Aspergillus carbonarius, a principal espécie produtora de OTA
em uvas, ocorre na faixa de 25 a 35 °C, entretanto a temperatura 6tima para a
produgdo da toxina ocorre no intervalo de 15 a 20 °C (BELLI et al., 2004c,
2005b; ESTEBAN et al, 2006; LEONG; HOCKING; SCOTT, 2006;
MITCHELL; ALDRED; MAGAN, 2003; MITCHELL et al., 2004;). Segundo
Marin et al. (2006) em temperaturas elevadas, esta espécie cresce rapidamente

com o consumo maximo de nutrientes do meio em poucos dias. De acordo com
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Lasram et al. (2010) é provavel que este fungo utilize alguns nutrientes do
substrato para a produ¢do de OTA. Deste modo infere-se que, em alta
temperatura, ha diminui¢do da capacidade de producao da toxina em fun¢do do
esgotamento de nutrientes do meio. Assim, as temperaturas elevadas do Vale do
Submédio Sao Francisco podem representar uma vantagem para os vinhos e
sucos de uva eclaborados nesta regido, favorecendo os baixos niveis de
contamina¢@o com OTA nestes produtos, conforme observado neste estudo.

Neste estudo, ndo foi detectada OTA em nenhuma amostra de suco de
uva estudada. Este fato pode estar relacionado a varios fatores, como o tipo de
uva, regido geografica, condigdes climaticas e diferentes praticas aplicadas no
cultivo das uvas, que influenciam na incidéncia dos fungos ocratoxigénicos ¢ na
producdo da toxina. Em estudo anterior realizado no Brasil, na maioria (70,8%)
das amostras de sucos de uva analisadas a OTA também ndo foi detectada
(ROSA et al., 2004). Segundo Dachoupakan et al. (2009) durante trés anos de
avaliacdo do teor de OTA em suco de uva de varias variedades cultivadas na
Franga, baixos niveis foram detectados. Na Australia, Belli et al. (2004a)
também ndo encontraram OTA em 10 amostras de suco de uva analisadas. O
mesmo ocorreu no Brasil (SHUNDO et al., 2006). Entretanto, em outros estudos
realizados na Europa tém-se observado que o suco de uva é mais contaminado
com OTA do que o vinho. Na Alemanha, Majerus, Bresch e Otteneder (2000)
detectaram OTA em 85% das amostras de suco de uva e em 40% dos vinhos
analisados. O nivel médio de contaminac¢do nos sucos de uva tinta e branca foi
de 2,32 pg/L. De acordo com Miraglia e Brera (2002), os sucos de frutas
fornecem uma contribuicdo relevante para ingestdo de OTA pela populagdo
europeia.

O Scientific Committee on Food (1998) estabeleceu uma Dose Diaria
Aceitavel para OTA de 5 ng/kg peso corpdreo/dia. Considerando o consumo de

vinho no Brasil de 5 mL/dia, o maior nivel de OTA encontrado no presente
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estudo (0,622 ng/mL) e peso corporeo médio de 70 kg, o consumo didrio de
OTA ¢ estimado em 0,88% da Dose Diaria Toleravel. Com relagdo a média dos
teores de OTA detectados nas amostras de vinho tinto (0,098 ng/mL) e branco
(0,004 ng/mL) este consumo ¢ estimado em apenas 0,14% e 0,005%,
respectivamente, da Dose Didria Toleravel.

Outros estudos sobre a contaminagdo com OTA nos vinhos e sucos de
uva elaborados nesta regido brasileira sdo necessarios, para permitir uma melhor
compreensdo dos fatores que contribuem significativamente na incidéncia e teor
da toxina neste produtos, a fim de minimizar o potencial risco da presenca de

OTA e facilitar a manuten¢do de baixos niveis de contaminacdo, conforme

observado neste estudo.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, a maior incidéncia de OTA foi observada nas amostras de
vinho tinto (75%), sendo o Unico vinho branco contaminado obtido da variedade
Verdejo. O maior teor de OTA (0,62 pg/L) foi encontrado no vinho tinto
elaborado a partir da variedade Syrah Clone 525 PE: TAC-313. Nédo foi
detectado OTA em nenhuma amostra de suco de uva estudada. Embora tenha
sido observada a presenca desta toxina nos vinhos elaborados no Vale do
Submédio S@o Francisco, a incidéncia e os niveis detectados podem ser
considerados baixos, sendo inferiores ao limite maximo toleravel para OTA em
vinho e suco de uva estabelecido pela Legislacdo Européia (COMMISSION
REGULATION, 2005). Assim, este estudo demonstra que os vinhos e sucos de

uva analisados representam um risco minimo para a saude dos consumidores.
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CAPITULO 4

Aspergillus Secdo Nigri em solos, uvas e mostos e Ocratoxina A em vinhos e

sucos tropicais do Brasil

RESUMO

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a incidéncia de
fungos potencialmente ocratoxigénicos do género Aspergillus Sec¢ao Nigri em
solos de videiras, uvas € mostos do Nordeste brasileiro, bem como verificar a
contaminag¢do com Ocratoxina A (OTA) em vinhos finos e sucos de uva desta
regido. Foram analisadas um total de cinco amostras de uvas viniferas e de suco.
Mostos de cada variedade de uva vinifera foram obtidos por esmagamento de
bagas, ¢ os solos foram coletados por parcela correspondente a cada variedade
de uva analisada. O isolamento de fungos das bagas e sementes foi realizado por
Plaqueamento Direto no meio Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol
(DRBC). Para as amostras de mosto e de solo utilizou-se a técnica de
espalhamento superficial a partir de dilui¢des seriadas em meio DRBC e Agar
Dicloran Glicerol a 18% (DG 18), respectivamente. As espécies do género
Aspergillus Sec¢ao Nigri foram identificadas por caracteristicas morfologicas.
Todos os isolados obtidos foram testados quanto ao potencial de produgdo de
OTA pelo método Plug Agar. A quantificagdo de OTA dos vinhos e sucos de
uva foi realizada pelo método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), com detec¢do por fluorescéncia. A maioria (73,4%) dos isolados
obtidos foram identificados nas seguintes espécies: A. carbonarius, A. niger, A.
niger Agregado, A. tubingensis e A. foetidus. As espécies produtoras de OTA
foram A. niger, A. niger Agregado, A. carbonarius ¢ A. foetidus. As espécies do
género Aspergillus Secdo Nigri estdo naturalmente presentes nas uvas, sementes,
mosto e solo da regido viticola estudada. Porém, na maioria das amostras (80%)
de vinho e suco analisadas ndo foi detectada a presenga de OTA, o que
provavelmente esta relacionado com as condi¢des climaticas, manejo cultural e
processamento das uvas para elaborag¢do dos produtos finais.

Palavras-chave: Ocratoxina A. Aspergillus. Uva. Solo. Vinho.
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ABSTRACT

This study was carried out to evaluate the incidence of potentially
ochratoxigenic fungi Aspergillus Section Nigri in soils, grapes and musts of the
Brazilian Northeast, as well as to investigate the contamination with Ochratoxin
A (OTA) in wines and grape juices in the region. Was analyzed a total of five
samples of wine grapes and juice. The must of each grape variety of wine were
obtained by crushing the grapes, and soil were collected per plot for each grape
variety. The isolation of fungi from the berries and seeds was performed by
Direct Plating on Dichloran Rose Bengal Cloramphenicol media (DRBC). For
samples of must and soil was used the technique of surface serial dilutions in
DRBC and Agar Dichloran Glycerol 18% (DG18). The species of Aspergillus
Section Nigri were identified by morphological characteristics. All isolates were
tested for potential production of OTA by Agar Plug Method. The quantification
of OTA from wines and grape juices was performed by the method of High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) with fluorescence detection. Were
identified the following species: A. carbonarius, A. niger, A. niger Aggregate, A.
tubingensis and A. foetidus. OTA-producing species were A. niger, A. niger
Aggregate, A. carbonarius and A. foetidus. Thus, one can consider that the main
source of these species in the vineyards studied is the soil. The species of
Aspergillus Section Nigri are naturally present in grape seeds, grape and wine
region of the soil studied. However, in most samples (80%) of wine and juice
analysis was not detected the presence of OTA, which is probably related to
climatic conditions, management and processing of grapes for the elaboration of
final products.

Keywords: Ochratoxin A. Aspergillus. Grape. Soil. Wine.



133

1 INTRODUCAO

A Ocratoxina A (OTA) ¢ hoje a principal micotoxina encontrada como
contaminante de uvas e seus derivados, sendo considerada uma das mais
prejudiciais para a saide humana devido aos seus efeitos teratogénicos,
embriotoxicos, genotdxicos, neurotdxicos, imunossupressores, carcinogénicos e
nefrotoxicos em animais (CHIOTTA et al, 2009; JOINT EXPERT
COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES - JECFA, 2001).

Durante algum tempo, os cereais e produtos animais foram considerados
os principais alimentos contaminados com OTA. Na atualidade, sabe-se que esta
micotoxina pode estar presente em diversos alimentos. Entre eles, o vinho, que é
considerado uma das principais fontes de OTA para os consumidores europeus
devido a elevada incidéncia desta micotoxina neste produto (COUNCIL FOR
AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNOLOGY - CAST, 2003;
VISCONTI; PASCALE; CENTONZE, 1999). O suco de uva também pode
representar uma importante fonte de OTA para a populagdo, principalmente por
ser mais consumido do que o vinho (VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006). Além
disto, tém-se observado que o suco de uva é mais contaminado com OTA do que
o vinho (BATTILANI et al., 2003; BAU et al., 2005; BEJAOUI et al., 2006;
LASRAM et al., 2007, OTTENEDER; MAJERUS, 2000; SERRA et al., 2003;
ZIMMERLI; DICK, 1996).

OTA foi originalmente descrita como um metabolito secundario de
Aspergillus ochraceus (MERWE et al., 1965). Atualmente, sabe-se que ¢
produzida por varias espécies de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e
Penicillium (LASRAM et al., 2008). Os fungos responsaveis pela contaminagdo
de uvas com OTA sdo os Aspergillus Secdo Nigri (FRISVAD et al., 2007;
LASRAM et al., 2010). Estes fungos t€m sido considerados como sendo a

micobiota predominante de uvas no momento da colheita, embora possam ser
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detectados na superficie de uvas saudaveis em todas as fases de maturacdo
(BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003; BAU et al., 2005; BELLI et al., 2004;
CABANES et al., 2002; ROSA et al., 2002; SAGE et al., 2002; SERRA et al.,
2003). Dentro do género Aspergillus Secdo Nigri, a espécie Aspergillus
carbonarius ¢ considerada a principal fonte de OTA em uvas (HOCKING et al.,
2007; LASRAM et al., 2008), ¢ os niveis da toxina variam em fungdo do tipo de
vinho, da regido vitivinicola e da safra (SOLFRIZZO et al., 2010).

A incidéncia de Aspergillus Secdo Nigri, principalmente A. carbonarius,
em uvas, sementes, mostos e solos de videiras aumenta o risco de contaminagao
com OTA nos vinhos e sucos de uva. Assim, neste estudo objetivou-se avaliar a
incidéncia de fungos potencialmente ocratoxigénicos do género Aspergillus
Se¢do Nigri em solos cultivados com videiras, uvas ¢ mostos do Nordeste
brasileiro, bem como verificar a contaminagdo com Ocratoxina A (OTA) em

vinhos finos e sucos de uva desta regido.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

As amostras foram obtidas na regido viticola do Vale do Submédio Sao
Francisco, no Nordeste brasileiro. Esta regido (9°S; 40°W) apresenta temperatura
média anual de 27 °C, precipitagao anual de 500 mm e clima Tropical Semi-
Arido. Diferencia-se das demais areas tradicionais de vinho e uva no mundo pela
producdo de uvas durante o ano todo, o que ocorre em fungdo das condigdes

climaticas e da alta disponibilidade de agua para a irrigagdo dos vinhedos.

2.2 Amostragem

2.2.1 Uvas, mostos e solos

Um total de cinco amostras de uvas foram coletadas nos estagios finais
de maturagdo da baga (época de colheita), sendo composta por variedades
viniferas tinta (Syrah), branca (Sauvignon Blanc e Viognier), e cultivares
utilizadas para elaboracdo de suco (BRS Cora em porta-enxerto IAC 572 ¢
Isabel Precoce). Cachos de uva (aprox. 3 kg) de cada variedade foram colhidos,
de forma aleatdria, em diferentes plantas do vinhedo. Foram coletados cachos
representativos do estado observado nas vinhas. As uvas foram transportadas
para o laboratério em sacos plasticos estéreis lacrados dentro de caixas térmicas.

Amostras de mostos (200 mL), de cada variedade de uva vinifera, foram
obtidas por esmagamento de bagas (escolhidas aleatoriamente) dos cachos
coletados nas vinhas e posterior filtragem. Os mostos foram analisados

imediatamente apos serem obtidos.
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Nas vinhas foram coletadas amostras de solo por parcela correspondente
a cada variedade de uva analisada. Foram retiradas trés subamostras de solo em
cada parcela na profundidade de 5 cm diretamente abaixo das videiras, conforme
Leong, Hocking e Scott (2007). As subamostras foram homogeneizadas em
sacos plésticos estéreis resultando num total aproximado de 300 g de solo. A
amostragem foi realizada de forma aleatoria. As amostras foram mantidas sob

refrigeracdo até serem analisadas.

2.2.2 VVinhos e sucos de uva

Vinhos e sucos de uva foram obtidos, experimentalmente, a partir de
cada amostra de uva coletada (item 2.2.1), totalizando cinco amostras.

A vinificacdo experimental foi realizada através do método tradicional
(PEYNAUD, 1997) em cubas de ago inox de 200 litros. As fermentacdes
alcoolica e malolatica foram realizadas a 25 °C e a 18 °C, respectivamente. Os
vinhos foram em seguida estabilizados e engarrafados.

Os sucos de uva experimentais foram elaborados através do uso de
suqueira artesanal, com capacidade para 20 litros, extracdo a 75 °C com

resfriamento rapido (flesh pasteurizagdo), e posterior engarrafamento.

2.3 Anélises micoldgicas

O isolamento de fungos de uvas foi realizado conforme descrito por
Samson et al. (2000). De cada amostra, selecionou-se 100 bagas ao acaso e as
demais foram utilizadas para extragdo de sementes. As bagas e sementes foram
submetidas ao procedimento de desinfeccao superficial. Um total de 100 bagas e
100 sementes foram plaqueadas, assepticamente, no meio Agar Dicloran Rosa

de Bengala Cloranfenicol (DRBC) (Merck).
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Para os mostos, 25 mL de cada amostra foram homogeneizados com 225
mL de dgua peptonada 0,1% estéril, seguindo-se da agitacdo por 5 minutos. Por
espalhamento, 0,1 mL de cada dilui¢do (1:10, 1:100, 1:1000) foi transferido para
trés placas de Petri estéreis com o meio DRBC.

Das amostras de solo, 10 g foram adicionados a 90 mL de agua
peptonada 0,1% estéril com posterior agitagdo em shaker a 130 rpm por 30
minutos. De cada dilui¢do obtida (1:10, 1:100, 1:1000) 0,1 mL foi espalhado em
trés placas de Petri estéreis com o meio Agar Dicloran Glicerol a 18% (DG 18)
(Merck).

Todas as placas foram incubadas no escuro por 5-7 dias a 25°C.
Posteriormente, os fungos identificados, conforme aspectos morfoldgicos por
estereomicroscopia, como pertencentes ao género Aspergillus e a Segdo Nigri
foram re-isolados no meio Agar Malt para purificacdo das coldnias. Os fungos
em cultura pura foram incubados em meios e temperaturas padronizados e

identificados de acordo com Klich (2002).

2.4 Screening do potencial ocratoxigénico dos isolados

Todos os isolados foram testados quanto ao potencial de produgdo de
OTA pelo método Plug Agar, conforme descrito por Filtenborg e Frisvad
(1980). Os isolados foram inoculados no meio de cultura Czapek Yeast Agar
(CYA), sendo incubados por 7 dias a 25°C. Foram utilizadas Placas de
Cromatografia de Camada Delgada (Merk-Silica Gel 60, 20%20), solucao padrao
de Ocratoxina A (Sigma-Aldrich) e a Fase movel composta por Tolueno,
Acetato de Etila e Acido Formico 90% (TEF) (50:40:10). A confirmagio quanto
a producdo de OTA foi efetuada sob luz ultravioleta de [ 366 nm em

Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados considerados
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produtores de OTA apresentaram um RF (fator de retengdo) e um spot de

fluorescéncia semelhante ao do padrio da micotoxina.

2.5 Andlise de OTA

A quantificacdo de ocratoxina A (OTA) das amostras de vinho e suco de
uva foi realizada pelo método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) com detecgdo por fluorescéncia, conforme descrito em EN 14133/2003
(EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION, 2003).

2.5.1 Solugdes e reagentes

A solugdo de diluigdo foi preparada com a dissolucdo de 10 g de
Polietilenoglicol 8000 e 50 g de bicarbonato de sddio (NaHCO;) em 1000 mL de
agua purificada (qg.s.p.). Para a obtengdo da solucdo de lavagem dissolveu-se 25
g de cloreto de sodio (NaCl) e 5 g de bicarbonato de sédio em 1000 mL de dgua
purificada (q.s.p.). Solucdo estoque de OTA Sigma (St. Louis, MO, USA) foi
preparada em tolueno:acido acético (99:1, v/v). A concentragdo foi determinada
de acordo com a Association of Official Analytical Chemists - AOAC (1997),
sendo verificada em Espectrofotometro UV a 333 nm, com e = 5440 cm™ mol™.
L. Solugdo de trabalho foi preparada por dilui¢do apropriada em tolueno:acido
acético (99:1, v/v) para os testes de recuperagdo e curva de calibragdo. Para a
fase modvel foi utilizado acetonitrila:metanol:acido acético aquoso (35:35:30),
seguindo-se da filtracdo a vacuo em membrana de celulose regenerada PTFE de
0,45 um. Acido acético aquoso foi preparado com uma solugio de acido acético
glacial em agua purificada (1:29, v/v). As solu¢des foram armazenadas de -15 °C

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

Inicialmente, as amostras foram resfriadas a 4 °C. De cada amostra, 40
mL foram adicionados a 40 mL da solu¢do de diluicdo e homogeneizados sob
agitacdo mecanica em shaker, em velocidade média, por 30 minutos. Esta
solucgdo foi submetida a filtracdo a vacuo (2 mL/min) em membrana GFA ¢ 40
mL do filtrado foi passado por uma coluna de imunoafinidade (Ochraprep, R-
Biopharm Rhéne Ltd) adaptada ao sistema Visiprep'" SPE Vacuum Manifold. A
coluna foi lavada com 10 mL da solugdo de lavagem e, em seguida, com 10 mL
de 4gua purificada para remocdo dos residuos ndo-especificos. Posteriormente,
adicionou-se 2 mL de metanol a coluna para liberagdo da OTA vinculada ao
anticorpo, com repeti¢do do procedimento por trés vezes. O eluato obtido foi
evaporado com aquecimento (+ 50 °C) da amostra sob atmosfera de nitrogénio.
Este extrato seco foi reconstituido em 250 pL. de fase mével. Injetou-se entdo 50
puL das solugdes padrdo de OTA e dos extratos das amostras no Cromatografo

Liquido.

2.5.3 Quantificagdo por CLAE

A quantificacdo foi conduzida em um sistema de cromatografia liquida
Shimadzu com detector de fluorescéncia (Modelo LC-10AD) em comprimentos
de onda de 333 e 476 nm para excitagdo 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), sendo o fluxo de 0,8 mL/min.

A confirma¢do da presenga de OTA foi determinada pela formacao de
ésteres metilicos, sendo observado um aumento no tempo de retengdo das
amostras devido a derivatizacdo da OTA. A partir do calculo da area dos picos

de OTA dos extratos das amostras e das solugdes padrdes foi quantificado o teor
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de OTA das amostras. Nas condi¢des de andlise o tempo de retencdo foi de
aproximadamente 11 min. Os limites de detec¢dao (LD) e de quantificagdo (LQ)

foram 10 ng L™ ¢ 30 ng L™, respectivamente.



141

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras de baga, semente, mosto ¢ solo obteve-se um total de 94
isolados do género Aspergillus Secao Nigri. Destes, 73,4% foram identificados
nas espécies A. carbonarius, A. niger, A. niger Agregado, A. tubingensis ¢ A.
foetidus, consideradas na literatura como potenciais produtoras de OTA em uvas
(PERRONE et al., 2008). A incidéncia de isolados ocratoxigénicos destas
espécies nas amostras das variedades de uva estudadas, esta descrita na Tabela 1.
As espécies A. niger, A. niger Agregado, A. carbonarius e A. foetidus foram
consideradas, neste estudo, como produtoras de OTA. As demais espécies de

Aspergillus Se¢do Nigri identificadas foram A. japonicus ¢ A. aculeatus.

Tabela 1 Espécies de Aspergillus Seg¢do Nigri com o respectivo numero de
isolados produtores de OTA obtidos das amostras de baga, semente,
mosto e solo, e os teores de OTA detectados nos vinhos e sucos de

uva
Espécie de A. Secéo Nigri potencialmente ocratoxigénica (nimero de
Amostras i OTA (ng/L)
Produto isolados produtores de OTA)
(uvas) nos podutos
Baga Semente Mosto Solo
Vinho
Syrah - - A. niger (1) A. foetidus (1) 30,3
Tinto
Sauvignon Vinho . A. foetidus (0) A. carbonarius (3)
A. foetidus (0) . i - . ND
Blanc Branco A. tubingensis (0) A. niger Agregado (1)
o Vinho
Viognier - - A. niger (0) A. niger Agregado (0) ND
Branco

A. niger Agregado (0) A niger 0)

BRS Cora Suco - A. foetidus (0) - . ND
X . A. niger Agregado (0)
A. tubingensis (0)

A. foetidus (0) A. niger (0)
Isabel Suco - . - . ND
A. niger Agregado (0) A. niger Agregado (0)

ND: Nao Detectado

As bagas e sementes da variedade Syrah ndo estavam contaminadas com

os fungos Aspergillus Se¢ao Nigri. Entretanto, o mosto € o solo de cultivo destas
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uvas continham isolados ocratoxigénicos das espécies A. niger e A. foetidus, e
conforme descrito na Tabela 1, o vinho obtido desta variedade apresentou-se
contaminado com OTA. Este fato indica que nao somente as uvas podem ser a
fonte desta toxina para os produtos finais. Martinez-Rodriguez e Carrascosa
(2009) afirmam que ndo existem dados bibliograficos disponiveis, que sugerem
o desenvolvimento de espécies de Aspergillus Secdo Nigri durante o
processamento do mosto. Entretanto, neste estudo a espécie A. niger foi isolada
de amostras de mosto, o que pode representar um risco de contaminagdo com
OTA no vinho apds o crescimento de isolados ocratoxigénicos em etapas iniciais
do processo de vinificagao.

Nas amostras de baga, semente e no solo de cultivo da variedade
Sauvignon Blanc foram detectadas as espécies A. foetidus, A. tubingensis, A.
carbonarius e A. niger Agregado. Porém, apenas no solo foram encontrados
isolados considerados ocratoxigénicos das espécies A. carbonarius e A. niger
Agregado (Tabela 1). Em estudos anteriores, o solo e os restos de videira sob o
solo foram as fontes primarias de propagulos de fungos da Se¢do Nigri,
principalmente A. niger e A. carbonarius (LEONG et al., 2006a, 2006b).

O vinho elaborado a partir desta variedade ndo continha niveis
detectaveis de OTA, o que demonstra a importancia do solo apenas como uma
fonte de esporos dos fungos potencialmente ocratoxigénicos, nao sendo
considerado uma fonte direta de OTA para as uvas e vinhos. Hocking et al.
(2007) também mencionaram que a importancia dos fungos ocratoxigénicos em
solo esta relacionada com o movimento de esporos pelo ar do solo para a
superficie das bagas. Outros estudos destacaram o papel da circulagdo de ar na
dispersdo de esporos do solo, pelo aumento da incidéncia de A. carbonarius em
bagas apds uma severa tempestade de poeira (LEONG et al., 2006a). A OTA foi
detectada em solos agricolas na Dinamarca (MORTENSEN; STROBEL;

HANSEN, 2003) e de acordo com alguns estudos pode ser translocada através
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da planta do café (MANTLE, 2000). No entanto, segundo Hocking et al. (2007)
devido as minimas concentragdes de OTA que podem estar presentes no solo, é
pouco provavel que o mecanismo de translocagdo contribua para a contaminagao
das uvas com esta toxina.

Neste estudo, as amostras de baga das variedades Syrah, Viognier, BRS
CORA ¢ Isabel ndo continham fungos do género Aspergillus Se¢do Nigri,
entretanto foi detectada a presenca de espécies deste gé€nero nos solos de cultivo
destas uvas. Este fato ja era esperado, visto que o habitat natural destas espécies
¢ o solo (DOMSCH; GAMS; ANDERSON, 1993). Assim, embora a presenga de
fungos toxigénicos no solo represente um risco de contaminagao das uvas, solo
naturalmente contaminado ndo indica necessariamente uva infectada.

Nas amostras de mosto e solo da variedade Viognier foram detectadas
espécies de Aspergillus Segdo Nigri, entretanto os isolados ndo foram produtores
de OTA. O mesmo ocorreu com as amostras de semente e solo das cultivares
utilizadas para elaboragio de suco (Tabela 1). O vinho e os sucos obtidos destas
uvas também ndo estavam contaminados com OTA. Deste modo, pode-se inferir
que a presenga destes fungos nas uvas, mostos ¢ solos ndo indica
necessariamente produto final contaminado. Isto ocorre, principalmente, pelo
fato de que a producdo de OTA pelos fungos ¢ influenciada por diversos fatores,
tais como temperatura, atividade de agua (ay), pH, fatores nutricionais, dentre
outros (ANLI; ALKIS, 2010; LASRAM et al., 2010). Além disto, sabe-se que
dos isolados de A. niger Agregado, obtidos de uvas e produtos derivados, uma
pequena porcentagem (5-10%) € considerada ocratoxigénica, ao contrario do que
¢ observado para a espécie A. carbonarius (CHULZE; MAGNOLI; DALCERO,
2006; LEONG, 2007; LEONG et al., 2006a; PERRONE et al., 2008; VARGA;
KOZAKIEWICZ, 2006).
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Neste estudo, além de todos os isolados da espécie A. carbonarius
obtidos serem produtores de OTA, a quantidade produzida foi elevada, o que
realga a importancia deste fungo como fonte de OTA. Assim, pode-se inferir que
0 maior risco de contaminag¢do do vinho e/ou suco ocorre quando tem-se a

presenga de A. carbonarius, principalmente nas uvas ¢ mostos.
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4 CONCLUSAO

Neste estudo, 73,4% dos isolados obtidos foram identificados nas
espécies A. carbonarius, A. niger, A. niger Agregado, A. tubingensis e A.
foetidus. As espécies produtoras de Ocratoxina A foram A. niger, A. niger
Agregado, A. carbonarius e A. foetidus. Os fungos do género Aspergillus Segio
Nigri estdo naturalmente presentes nas uvas, sementes, mosto e solo da regido
viticola estudada. Porém, na maioria das amostras (80%) de vinhos e sucos
analisadas ndo foi detectada a presenca de OTA, o que provavelmente esta
relacionado com as condi¢des climaticas, manejo cultural e processamento das
uvas para elaboragdo dos produtos finais. A presenca de fungos do gé€nero
Aspergillus Segdo Nigri nas uvas, mostos e solos ndo indica necessariamente
produto final contaminado. Entretanto, a incidéncia de isolados produtores de
OTA, principalmente da espécie A. carbonarius, aumenta o risco de

contaminag@o com OTA nos vinhos e sucos de uva.
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APENDICES

Tabela 1A Resultado da analise de variancia (ANAVA) das amostras infectadas
de baga, semente, mosto ¢ solo

BAGAS SEMENTES SOLO MOSTO
Fontes de
GL oM GL QM GL QM GL oM
Variacao
5141,6* 258165,67
Tratamento 6 . 6 18,13** 7 363565476** 2 s
Erro 29 87,27 23 1,20 16 22875000 6 10307,96
Total 35 - 29 - 23 - 8 -
CV (%) =27 CV(%) =25 CV(%) =25 CV (%) =24
Média = 33,61 Média = 19,86 Média = 18958,33 Média = 22900
R?=92% R?=79% R?=87% R?=89%

“Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
"Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade
GL: grau de liberdade

QM: quadrado médio

CV: coeficiente de varia¢do

R%: coeficiente de determinagio
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Tabela 2A Niveis de Ocratoxina A (OTA) detectados nas amostras de vinho
tinto e branco analisadas

) Periodo de
Amostras de vinho (variedades de uva) Tipo de elaboracdo OTA

vinho (ng/L)

(més/ano)

Syrah Clone 525 PE: IAC-313 11/2009 622,0
Syrah Clone 525 PE: 1103-P 11/2009 241,1
Tempranillo PE: IAC-313 11/2009 108,8
Alicante PE: 1103-P 11/2009 107,9
Syrah sem tratamento 12/2009 94,9
Tempranillo PE: 1103-P 11/2009 89,2
Marselan Clone 980 PE: 1103-P 11/2009 69,5
Petit Verdot 2 Tinto 11/2009 64,4
Petit Verdot 1 06/2009 60,7
Tempranillo 1 06/2009 57,9
Tempranillo 2 11/2009 334
Syrah 06/2009 30,3
Grenache 09/2009 ND
Cabernet Sauvignon 09/2009 ND
Cabernet Sauvignon PE: IAC-766 12/2009 0LQ
Carmenere T2 12/2009 0LQ
Verdejo 07/2009 30,2
Viognier 1 06/2009 ND
Viognier 2 11/2009 LQ
Chenin Blanc 1 Branco 07/2009 ND
Chenin Blanc 2 11/2009 OLQ
Sauvignon Blanc 1 06/2009 ND
Sauvignon Blanc 2 11/2009 ULQ

ND: Nao Detectado

LQ: Limite de Quantificacdo (30 ng/L)

LD: Limite de Deteccao (10 ng/L)

Limite Maximo Proposto na Legisla¢@o européia: 2000 ng/L

Limite Méaximo Em Estudo no Brasil (Consulta Publica n® 100, 2009): 10000 ng/L



