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RESUMO

Mudancas expressivas no perfil do consumidor de alimentos e bebidas sdo
notérias, dentre os vdrios aspectos que primam pela qualidade, estd a
preocupacdo com a seguranga alimentar. Essa mudanga no mercado consumidor
tem estimulado os vitivinicultores do mundo todo a agregarem novos elementos
de qualidade aos vinhos. Com a introdu¢do de novas priticas agricolas, a
presenca de substancias prejudiciais a saude, tais como: residuos de pesticidas e
micotoxinas, tem sido investigada em vdrias matérias-primas vegetais e em seus
derivados, como € o caso das uvas e vinhos. A produ¢do de uvas e vinhos na
América Latina em relacdo a producdo mundial, representa cerca de 6,6 e 10%,
respectivamente, onde o Brasil € terceiro maior produtor. A vitivinicultura
brasileira, nos tltimos anos tem voltado sua atengdo a producdo de vinhos finos,
sendo a regido Sul (Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) a maior
produtora de uvas destinadas ao processamento de sucos e vinhos. Quanto a
producdo de vinhos, o Estado de Santa Catarina divide-se em 3 regides:
tradicional, nova e super nova (BRDE, 2005). O presente trabalho buscou o
estabelecimento de um panorama sob o ponto de vista micotoxicoldgico, em
relacdio a qualidade das uvas produzidas e processadas em 2 das regides
catarinenses: tradicional (Meio Oeste) e super nova (Planalto). Para tanto,
foram investigadas uvas obtidas durante as vindimas de 2005/2006. Analisou-se
os seguintes pardmetros: micobiota, capacidade produtora de ocratoxina A
(OTA) dos isolados de Aspergillus da seccdo Nigri (OTA) em cultura pura,
niveis de OTA e patulina e de 4dcido glucOnico nas uvas. Foram isoladas e
identificadas 1492 estirpes de fungos filametosos, das quais 82 pertencentes a
sec¢do Nigri, todos os exemplares de A. japonicus foram OTA (-) e 15,9% das
estirpes de agregado A. niger foram OTA (+). Dos 2 exemplares de A.
carbonarius recuperados, apenas um foi hdbil para produzir OTA. A ocorréncia
das micotoxinas OTA e patulina nas uvas foi estudada, onde 100% das
amostras foram negativas para a patulina, enquanto a OTA foi detectada em
40,6% do total de uvas amostradas. Os niveis médios de OTA foram: 0,124
ng.Kg-1 (Meio Oeste) e 0,076 pg.Kg-1 (Planalto), refletindo uma estreita
relacdo entre os niveis de OTA e a incidéncia de representantes do grupo
agregado A. niger e de A. carbonarius. A concentra¢do de dcido gluconico foi
determinada nas uvas e a relacdo com os niveis de OTA e a incidéncia de
Botrytis sp. foi investigada. A correlagdo entre os niveis de dcido gluconico e
de OTA foi fraca, sugerindo ineficiéncia na predi¢do do rastreio 8 OTA. Porém,
a incidéncia de Botrytis sp. apresentou uma correlacdo significativa,
comportando-se como um bom indicador para a contaminacdo das uvas por
Botrytis, a qual muitas vezes, ndo é observada no exame visual. A capacidade
de degradagdo de OTA em meio de uva sintético por meio da atividade residual
de uma protease dcida de uso comercial foi avaliada sob as seguintes condigdes:
pH (3,5 e 4,5), temperatura (20 e 350C) e concentragdes iniciais de OTA (2,0 e
0,2 pg.L-1), com concentragdo fixa da enzima. A formagdo de ocratoxina alfa



(OTa) mediada pela enzima confirmou a atividade na hidrdlise de OTA. A
formagdo de OTal foi discretamente favorecida na maior temperatura (350C),
independente do pH e das concentragdes iniciais de OTA. No entanto, a
atividade especifica da enzima foi muito baixa e as concentragées de OTa ao
final de 114 horas de ensaio foram similares para ambas concentragdes iniciais
do substrato. Esse fato leva a constatacdo de que a enzima ndo possui como
atividade principal a hidrélise da OTA e, sim que apresenta uma agdo colateral.
A hipétese de que o meio de uva possa apresentar algum componente que
venha a colaborar para a reducdo da hidrdlise da OTA também ¢é sugerida. A
evolucdo dos niveis de OTA durante o processo de microvinificagdo de uvas
tintas provenientes da safra de 2006, foi monitorada através do seu controle nas
principais operacdes unitdrias. Realizou-se 2 ensaios: o primero a partir de uvas
visualmente sds (ensaio 1) e outro contendo + 1/3 de uvas com podridao (ensaio
2). A concentragdo de OTA observada no mosto fresco do ensaio 2 foi 9,9
vezes superior ao observado no mosto fresco do ensaiol. Para os dois ensaios a
remocdo da OTA no vinho foi superior a 80%. A fermentagdo alcodlica foi a
operacdo mais representativa na redug¢do dos niveis de OTA (50%). Isso
permite definir sob o ponto de vista de andlise de risco, que a realizacdo do
controle apresenta 2 pontos criticos: mosto fresco e apds a fermentacdo
alcodlica, pois o nivel de OTA continuou decrescendo até o final do processo
de vinificacdo.

Palavras-chave: Micotoxinas; Seguranca alimentar; Uva.



ABSTRACT

Expressive changes in the food and drinks consumer profile are notorious.
Among several aspects that stand out by the quality, its the preoccupation with
food safety. This change in the consuming market has been stimulating
vitiviniculturists worldwide to aggregate quality new elements to the wines.
With the introduction of new agricultural practices, the presence of harmful
substances to the health, such as: mycotoxins and pesticides residues, it has
been being investigated in several vegetable, raw materials and in their
derivates, as it is the grapes and wines case. The grapes and wines production in
Latin America regarding the world production, it represents about 6.6 and 10%,
respectively, where Brazil is third largest producer. The Brazilian viticulture, in
the last years has been returning its attention to the production of table wines,
being Southern region (Parand, Santa Catarina and Rio Grande do Sul) the
biggest grapes producer destined to the juices and wines processing. Santa
Catarina State it divides into 3 regions, regarding the wines production in:
Traditional, New and Super New (BRDE, 2005). The present work sought the
establishment of a landscape under the micotoxicologic point of view,
regarding the grapes quality produced and processed in 2 of the producer
regions of Santa Catarina: Traditional (Meio Oeste) and Super New (Planalto).
For so much, were investigated grapes obtained during the vintages of
2005/2006. It analyzed the following parameters: mycobiota, ochratoxin A
(OTA) capacity producer of the isolated of Aspergillus of the section Nigri in
pure culture, levels of OTA and patulin and of gluconic acid in the grapes.
Were isolated and identified 1492 filamentous fungus strains, of what 82
belonging to the Nigri section, all the patterns of A. japonicus were OTA (-)
and 15,9% of A. niger aggregate isolated were OTA (+). Of the two A.
carbonarius recovered, just one was able to produce OTA. Mycotoxins - OTA
and patulin occurrence in the grapes was studied, 100% of the samples were
negatives for the patulin, while, OTA was detected in 40.6% from the grapes
sampled. The average levels of OTA were: 0.124 pg.Kg-1 (Meio Oeste) and
0.076 ng.Kg-1 (Planalto), reflecting a narrow relation between OTA levels and
representatives incidence of the A. niger aggregate group and of A. carbonarius.
Gluconic acid concentration was determined in the grapes and the relation with
OTA levels and Botrytis sp.” incidence was investigated. The correlation
between gluconic acid levels and of OTA was weak, suggesting inefficiency in
the prediction in tracing to OTA. However, Botrytis sp.” Incidence presented a
significant correlation, behaving as a good indicator for the grapes
contamination by Botrytis, which, many times, is not observed in the visual
exam. The degradation capacity of OTA in synthetic grape media, through of
the residual activity of a acid protease of commercial use, was evaluated under
the following conditions: pH (3,5 and 4.5), temperature (20 and 350C) and
initial concentrations of OTA (2.0 and 0.2 pg.L-1), with fixed concentration of
the enzyme. Ochratoxin alfa (OTa) formation mediated by enzymes confirmed



the residual activity in the hydrolysis of OTA; this formation was favored in the
highest temperature (350C), independent of pH and initial concentration of
OTA. However, the specific activity of the enzyme was very low and the OTa
concentrations at the end of 114 assay hours were similar for both initial
concentrations of the substrate. That fact carries to the verification that the
enzyme does not own hydrolysis of OTA as main activity, but that presents a
collateral action. The hypothesis that the grape media can present some
component that comes to also collaborate for the hydrolysis reduction of OTA
is suggested. The evolution of OTA levels during the microvinification of red
grapes proceeding from harvest of 2006; it was monitored through the control
of main unitary operations. It accomplished 2 assays: The first from grapes
containing about + 1/3 of grapes with rot (assay 1) and another with visually
healthy grapes (assay 2). The evolution of OTA levels during the
microvinification of red grapes proceeding from harvest of 2006; it was
monitored through the control of main unitary operations. It accomplished 2
assays: The first, from grapes containing about + 1/3 of grapes with rot (assay
1) and another with visually healthy grapes (assay 2). The concentration of
OTA observed in fresh must of the assay 1, was 9.9 times superior to the
observed fresh in must of the assay 2. For both assays, the removal of OTA in
the wine was higher to 80%. Alcoholic fermentation was the most
representative operation in the levels reduction of OTA (50%). That allows
defining under the risk analysis point of view, that the control accomplishment
introduces 2 critical points: Fresh must and after alcoholic fermentation,
because the level of OTA continued decreasing until the final vinification
process.

Keywords: Mycotoxins; Food safety; Grape.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é conhecido internacionalmente como grande produtor
de matérias-primas vegetais, por apresentar condicdes de clima e solo
favordveis ao desenvolvimento da agricultura. Mas, a necessidade de
destaque também a nivel de producdo industrial é evidente, agregando
valores aos produtos primdrios, aumentando a produ¢do interna, com
excedentes para a exportacdo. A vitivinicultura apesar de recente no
Brasil, tem apresentado evolucdo tanto na producdo de uvas para
consumo in natura, quanto no seu processamento. De acordo com o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisitica (IBGE, 2007) a producio
de uvas nas safras agricolas de 2006 e 2007 foi de 1.220.187 e
1.341.164 toneladas, respectivamente, ou seja, um aumento de 9,91%. A
Regido Sul é a maior produtora no pais, enquanto o Estado de Santa
Catarina foi responsavel pela producdo de 54.122 toneladas em 2007,
com um aumento de 13,26% em relagdo ao ano anterior. Em 2006,
38,32% da uva produzida no Brasil foi destinada a elaboragdo de vinhos,
sucos, destilados e outros derivados (MELLO, 2006).

A vitivinicultura brasileira, nos dltimos anos tem voltado sua
aten¢do a producdo de vinhos finos, expandindo-se em outras dreas do
Rio Grande do Sul (Campanha e Serra do Sudoeste) e da Regido do
Sub-Médio Vale do Sdo Francisco (Pernambuco e Bahia). Em Santa
Catarina o desenvolvimento de vinhedos de Vitis vinifera, vem sendo
particularmente observado nas regides do Meio Oeste e Planalto.

O Estado de Santa Catarina divide-se em trés regides com relagéo
a produgdo de vinhos: tradicional, nova e super nova. Sdo consideradas
regides tradicionais o Alto Vale do Rio do Peixe (Pinheiro Preto,
Tangard, Videira, lomeré) - maior produtora de Santa Catarina — e a
Regido Carbonifera (Criciima, Urussanga), na qual se destaca a
producdo de vinhos coloniais € comuns € uma pequena porcentagem
(em crescimento) de vinhos finos. Nas regides consideradas novas, ha
uma mescla de produgdo: em Rodeio, destaca-se a producdo de vinhos
comuns e finos (fase inicial); em Nova Trento, coloniais e comuns; ¢ em
Chapecd, vinhos artesanais. As regides consideradas supernovas (de
altitude) sdo as de Sdo Joaquim e Agua Doce, concentradas na produgao
de vinhos finos (BRDE, 2005).

No segmento de vinhos finos, o processo de abertura do mercado
brasileiro tem resultado forte concorréncia, registrando-se taxas
significativas de crescimento das importagdes. O aumento no consumo
dos denominados “Vinhos do Novo Mundo” ja preocupa os produtores
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das regides vinicolas mais tradicionais. Enquanto as exportagdes dos
vinhos europeus cresceram em torno de 20% nos ultimos vinte anos,
paises ndo tradicionais neste setor, como Nova Zelandia, Estados
Unidos, Chile, Austrélia, Argentina e Africa do Sul, contabilizaram um
crescimento de mais de 50% no mesmo periodo (NOVAKOSKI e
FREITAS, 2003). Com a globalizacido da economia o mercado tornou-se
ainda mais competitivo e exigente, onde a oferta de produtos e servigos
que apresentem a melhor relagdo custo-beneficio é um fator primordial.
Para que a inddstria nacional de bebidas possa atender essa nova
demanda, se faz necessdrio o estabelecimento de regras que atendam os
interesses da cadeia vitvinicola, 6rgdos fiscalizadores, consumidores
nacionais e internacionais.

No Brasil a Lei n° 7.678/1988 do Ministério da Agricultura
regulamentada pelo Decreto n° 99.066/1990 regulariza a produgdo,
circulagdo e comercializagdo do vinho e derivados do vinho e da uva no
pais (Brasil, 1990). Porém, ndo prevé parametros quanto ao perfil
microbiolégico, nem mesmo limites para compostos decorrentes do
metabolismo microbiano, como € o caso das micotoxinas.

A maioria das avaliacdes de vinhos tem sido ao longo dos anos
através das caracteristicas organolépticas. Mas, o desenvolvimento de
novas préticas agricolas e aumento do controle de qualidade analitico,
associado ao aumento de resolucdo instrumental possibilitaram a
deteccdo de muitos elementos tragco e compostos em pequenas
concentracdes. Entre essas substincias encontradas e que podem
atualmente caracterizar a seguridade alimentar de uvas e vinhos estdo os
metais pesados, residuos de pesticidas, aminas biogénicas, etil-
carbamato e micotoxinas (RATOLA et al. 2004). Enfase especial deve
ser dada ao risco de patulina e OTA, além de outras micotoxinas
oriundas de exposi¢do a novos sistemas de manutencgdo de frutos frescos
(JELINEK, 1989).

A micotoxicologia € descrita de modo geral, como sendo o estudo
das micotoxinas. Porém, SERRA (2005) define como sendo uma linha
da drea cientifica ou do saber que se dedique ao estudo da produgio,
implica¢des, bem como, a prevencdo ou minimiza¢do da contaminagdo a
niveis considerados seguros. Trata-se de ciéncia multidisciplinar e como
tal, possui a sua base em diversas dreas sob diversos objetos de estudo,
conforme indicado na Figura 1.
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Figura 1.1 - Objetos de estudo das principais ciéncias de base da

micotoxicologia e interacdes entre diversas dreas de investigacao.
Fonte: Serra, (2005)

H4 centenas de micotoxinas, porém, um nimero relativamente
pequeno delas € frequentemente detectado em alimentos e sdo
consideradas relevantes para a saide humana. As mais relevantes de
acordo com o Council of Agricultural Science and Technology (CAST)
sdo: aflatoxinas, OTA, patulina, deoxynivelanol (DON), fumonisinas,
nivelanol (NIV), T2-toxina e zearalenona, porém, sdo continuamente
revisadas (CAST, 2003).

A preocupagdo com fungos filamentosos em vinhedos tem sido
tradicionalmente relacionada ao desenvolvimento de doencas fingicas
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em uvas. Segundo MENDONCA et al. (2003), além da Botrytis cinerea
(podriddo cinzenta) outras espécies de fungos filamentosos, de forma
isolada ou em conjunto, podem causar podriddes nas uvas como é o caso
do Penicillium (podriddo verde) e Aspergillus negros (podriddao negra).
Espécies desse tltimo grupo foram identificadas como responsaveis pela
producdo de OTA nas uvas.

No entanto, trabalhos realizados na tultima década reportam a
presenca de OTA em vinhos aumentando o interesse e atencdo com
relacdo a investigacdo de fungos produtores de micotoxinas em uvas
(LASRAM et al. 2007, ABRUNHOSA et al. 2006, DELAGE et al. 2003
e BRAUSE et al. (1996). Todas as micotoxinas sdo produtos naturais de
baixo peso molecular, produzidos como metabdlitos secunddrios por
fungos filamentosos que t€m sido detectados em muitas matérias-
primas. Niveis que oferecam riscos para a populagdo sdo inaceitdveis,
por fazerem parte de um conjunto de metabdlitos quimica e
toxigenicamente heterogéneos, agrupados por causarem doengas € morte
em seres humanos e outros vertebrados. O Brasil estabelece limites
apenas para aflatoxinas totais (20pg/Kg) em alimentos e aflatoxina M1
(0,5ug/Kg) no leite, a partir do Mercosul (FAO, 2004).

A producdo de micotoxinas pode ocorrer no campo e/ou no
periodo de pés-colheita, como € o caso da OTA, que pode ocorrer na
uva e estar presente no vinho (SERRA et al. 2005, ROSA et al. 2004 e
DA ROCHA ROSA et al. 2002). Por ser o vinho a segunda maior fonte
de OTA em alimentos, a aten¢@o ao rastreio a OTA em uvas tem sido
uma constante a nivel mundial. A Unido Européia - (CE) N. 123/2005,
estabelece limites de OTA em 2,0 pgkg-1 para mostos de uvas e
derivados. Porém, outras micotoxinas, como a patulina, podem estar
presentes na uva e, regularmente estarem ausentes no vinho, em fung¢do
da degradacdo pela fermentagdo por leveduras (SCOTT, 1977). Apesar
disso, a patulina pode representar um risco em produtos n@o-
fermentados, como uvas frescas e suco de uvas, indicando matéria-
prima de baixa qualidade. Portanto, é relevante para a micobiota de uvas
e o potencial micotoxigénico determinar a presenca de micotoxinas no
vinho e outros produtos derivados de uva.

A OTA ¢ um metabdlito secunddrio produzido por espécies de
Aspergillus e Penicillium. Espécies ocratoxigé€nicas pertencentes ao
género Aspergillus das seccdes Nigri (A. niger, A. Carbonarius), Flavi
(A. alliaceus) e Circumdati (A. ochraceus) t€m sido observadas em
regides de clima temperado e tropical. A OTA tem sido reportada por
ser uma potente nefrotoxina, hepatotdxica e por suas propriedades
imunossupressoras. A International Agency for Research on Céncer
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(IARC, 1993) classifica a OTA no Grupo 2B - potencialmente
carcinogénica para humanos. A patulina, € classificada no Grupo 3, por
causa da insuficiente evidéncia de carcinogenicidade em animais
experimentais ¢ em humanos, embora existam muitos trabalhos
relatando a sua toxicidade em animais; produzida por espécies dos
géneros Byssochlamis, Aspergillus e Penicillium.

Para a América Latina até a presente a data, nenhum estudo foi
relatado quanto a investigacdo de OTA e patulina em uvas, sendo
portanto, essa a primeira investigag¢do a ser realizada em toda essa drea
de abrangéncia. Em relacdo a micobiota das uvas apenas um trabalho foi
encontrado, o0 mesmo foi realizado por DA ROCHA ROSA et al. (2002)
em parceria com a Argentina, onde apenas a micobiota de uvas
provenientes da regido da Campanha no Estado Rio Grande do Sul foi
avaliada. A investigacdo de OTA em derivados de uva ainda € bastante
limitada, sendo encontrado apenas dois trabalhos, que avaliam sucos de
uvas e vinhos, sendo eles: ROSA et al. 2004 ¢ SHUNDO et al. 2006.
Segundo COELHO et al. (2003) com excecdo das investigacdes
direcionadas para A. ochraceus nos frutos de café, devido ao
questionamento sobre contaminacdo por OTA no café brasileiro, a
exposicdo de contaminacdo a fungos adaptados as mais diversas
condi¢bes climdticas brasileiras, especialmente ao cardter téxico de
espécies de Aspergillus, ainda estd longe de estudo sobre micotoxinas
em frutos. No entanto, na Europa e Asia muitos trabalhos relacionados a
presenca de OTA em uvas e vinhos vém sendo desenvolvidos desde a
deteccdo da toxina em suco de uvas e vinhos por ZIMMERLI & DICK,
(1996 e 1995).

A concentragdo de 4cido glucdénico é um pardmetro
extremamente Util como pardmetro de avaliacdo do grau de sanidade das
uvas. De acordo com PEREZ et al. (1991) o acido gluconico em mostos
e vinhos € decorrente da sua producdo por fungos e/ou bactérias. O
dcido glucdnico ndo € utilizado pelas leveduras ou bactérias
(ZOCKLEIN, 2006).

A investigacdo de pardmetros que indiquem a qualidade da
matéria-prima como € o caso do dcido gluconico e os niveis de
determinados contaminantes em uvas e vinhos, aliados ao controle de
fontes potenciais relacionadas a formagdo de compostos decorrentes do
metabolismo microbiano durante o processo e/ou estocagem, como € o
caso da OTA e patulina visam a melhoria da qualidade do produto final,
obtendo dessa forma a seguridade do ponto de vista do consumidor e a
conquista de novos mercados consumidores.

Diante do exposto, uvas viniferas provenientes de duas
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importantes regides vitivinicolas: Meio Oeste e Planalto de Santa
Catarina obtidas durante as vindimas de 2005 e 2006, foram avaliadas
através da determinacdo de 4cido glucdnico e um rastreio quanto 2
presenca das micotoxinas OTA e patulina, bem como, a investigacdo da
micobiota dessas uvas. A habilidade produtora de OTA foi testada em
estirpes fungicas isoladas, para avaliar o potencial de sintese da
micotoxina nas uvas. A OTA € um composto muito estavel que oferece
resisténcia a diversas formas de processamento das uvas, sendo
observada em vinhos, vinagres e sucos. Foram realizados ensaios de
remogdo utilizando enzima comercial de uso enolégico em meio de uva
sintético e, também, ensaios de microvinifica¢do, a fim de, avaliar a
remogdo da OTA durante o processo de elaboracdo do vinho.



2 OBJETIVO GERAL

Investigar a populacdo de fungos filamentosos e a presenca de
micotoxinas em uvas tintas viniferas produzidas nas regides Meio Oeste
e Planalto de Santa Catarina durante as vindimas de 2005 e 2006.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Isolar e identificar a micobiota de uvas tintas viniferas das
principais regides produtoras em Santa Catarina.

= Rastrear a presenca de estirpes fungos ocratoxigénicos dos
géneros Aspergillus (secgdes Circumdati, Flavus e Nigri) e
Penicillium (espécie verrucosum) na micobiota de uvas tintas
viniferas das safras de 2005 e 2006, provenientes de vinhedos
do Meio Oeste e Planalto serrano. E, avaliar a incidéncia
desses fungos por regido produtora das uvas.

= Investigar a presenca da OTA e patulina em uvas tintas Vitis
vinifera, produzidas em Santa Catarina.

= Determinar as concentracdes de Acido D-gluconico nas uvas e
verificar a relacdo com os niveis de OTA e com a populac¢io
de Botrytis sp.

= Estudar o efeito do processo de vinificagdo em tinto sobre a
concentracio de OTA, bem como, estabelecer taxas de
remocdo de OTA no processo.

= Estudar o efeito de compostos enzimdticos comerciais de uso
enoldgico na degradacdo da OTA.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Vitivinicultura
3.1.1 Historico da vitivinicultura no Brasil

A viticultura brasileira comecou por volta de 1535 na Capitania
de Sdo Vicente, atual Estado de Sdo Paulo, e alguns anos depois
estabeleceu-se nos Estados da Bahia e Pernambuco (POMMER, 2003).
As missdes que vieram da Argentina, em meados do século XVII,
plantaram as primeiras mudas de videira na entdo Capitania de Rio
Grande. Eles pretendiam se fixar naquela drea, criando comunidades
para a catequese, e acreditavam que o plantio e o cultivo de vinhedos os
ajudariam nessa tarefa. Os vinhos seriam usados nas cerimOnias
religiosas. Mas as cultivares de Vitis vinifera espanholas que os jesuitas
trouxeram ndo eram resistentes e os primeiros resultados foram
desanimadores. Anos depois, com a chegada da primeira leva de
imigrantes acorianos, o potencial daquela regido para a produgdo de
vinhos se confirmaria (NOVAKOSKI & FREITAS, 2003). Por volta de
1830-1840, surgiram as variedades americanas, principalmente Isabel,
mais risticas que as variedades de Vitis vinifera, as quais, juntamente
com a chegada de imigrantes italianos, provocaram o ressurgimento da
viticultura no Estado de Sdo Paulo, adquirindo significativa importancia
econdmica na segunda metade do século XIX.

De modo geral, a viticultura de Santa Catarina teve a mesma
evolucdo da viticultura de todo o Brasil, firmando-se como atividade
econdmica a partir da segunda metade do século XIX, com o
aparecimento da variedade Isabel e com o incremento da colonizagio
européia. O Estado de Santa Catarina tem uma importante destinacio
das uvas para fins industriais sendo o segundo produtor nacional de
vinhos e derivados (POMMER, 2003). Somente a partir da década de
70, com o investimento de grandes empresas estrangeiras na producgéo
de uvas e vinhos no Rio Grande do Sul, houve um significativo aumento
da drea cultivada com uvas viniferas, destinadas a elaboracdo de bebidas
finas. Mesmo assim, atualmente a porcentagem de vinhos finos
fabricados no Brasil em relacdo ao total do que é produzido é de cerca
de 10% (BRDE, 2005).

GUERRA & BARNABE (2005), descrevem a disposicio
geogréfica da vitivinicultura a nivel nacional, onde a Serra Gaticha (RS)
¢ a principal regido vitivinicola do pais. Outras regides tradicionais sao
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o Alto Vale do Rio do Peixe (SC), Caldas e Andradas (MG) e Jundiai
(SP). Além destas, novas regides estdo em fase de consolidacdo, todas
baseadas exclusivamente em cultivares Vitis vinifera. As principais sio:
Campanha (RS), Serra do Sudoeste (RS), Planalto Catarinense (SC) e
Vale do Sub-médio Sao Francisco (PE e BA).

A maior concentragdo de produtores de uva e vinho do Estado de
Santa Catarina estd na Sub-regido do Alto Vale do Rio do Peixe, em
Videira e municipios vizinhos, que produz cerca de 150 milhdes de
litros de vinhos por ano, embora a cultura seja encontrada em todo o
Estado. Em ambito nacional, Santa Catarina ocupa o terceiro lugar em
producdo de uva e o segundo na produg¢do de vinho. Hd um estreito
relacionamento entre os produtores de Santa Catarina e do Rio Grande
do Sul, com a comercializacdo de uvas e vinhos a granel entre
produtores dos dois Estados. Vem crescendo nos dltimos anos, a compra
de uva do Rio Grande do Sul para suprir a necessidade da industria
catarinense e do mercado consumidor em crescente expansdo (ZENARO
& MUGNOL, 2004).

3.1.2 Aspectos ecofisiologicos da videira

A videira pertence a familia Vitaceae, género Vitis, sub-género
Euvitis (GIOVANNINI, 1999). De acordo com FREGONI (1985) ¢
muito dificil estabelecer com absoluta certeza sua regido de origem.
Entretanto, é comum levantar-se que o género Vitis tem trés grandes
centros de origem, ou seja: o primeiro localizado na América
Setentrional; o segundo situado na Asia Oriental incluindo Nepal, China
e Japdo; o terceiro e mais importante o euro-asidtico, incluindo neste
grupos as videiras européias (Vitis vinifera). SIMAO, (1971) define
classicamente a videira como sendo um arbusto sarmentoso, munido de
gavinhas opostas as folhas. As folhas sdo alternadas e pecioladas. As
flores sdo pequenas, esverdeadas, opostas as folhas, a principio eretas e
depois pendentes. O fruto € uma baga (uva), ovdide ou globosa, preta ou
esbranquicada.

Em relag@o ao clima, a videira prefere o subtropical, semi-arido,
inverno umido e frio, com verdo quente e seco. A videira é cultivada
entre as latitudes 34° N e 49° S. As cultivares de Vitis vinifera adaptam-
se melhor em dreas de verdo longo e seco e de invernos brandos. Em
regides de verdes umidos, devido a sua susceptibilidade a doencas
causadas por fungos, deixa a desejar. A espécie americana aclimata-se
bem em ambientes quentes e imidos e de invernos rigorosos, porém nao
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se adaptam bem aos climas semi-aridos. De todos os fatores ambientais,
a temperatura € a que exerce acdo determinante na qualidade da uva,
quer para mesa, vinho ou passa. Uma seca moderada na maturacio
favorece a qualidade dos frutos da videira. A videira pode ser cultivada
sem irrigacdo a partir de uma precipitacdo anual de 500 a 600mm por
ano. Precipitacdo durante o periodo de florescimento causa falhas na
frutificacdo e, durante a maturaco, causa apodrecimento dos frutos e
perda de qualidade (SIMAO, 1971). A chuva e o tempo nublado no
periodo de floragdo podem produzir uma ma formacdo das bagas e
abortamento das flores. Além disso, a chuva durante a maturacao facilita
danos aos cachos através do ataque de podridoes (WINKLER, 1976).

3.1.3 Variedades de uvas

Para WESTWOOD (1982), as espécies de videiras vao desde as
resistentes ao frio (Vitis labrusca) - Americanas, as sensiveis (Vitis
rotundifolia), passando pelas parcialmente resistentes (Vitis vinifera). As
espécies de Vitis mais importantes para processamento sdo: vinifera,
labrusca e os seus hibridos. As variedades de V. vinifera sdo destinadas
principalmente, a producdo de vinhos finos, espumantes e licorosos. No
Brasil, atualmente as variedades de vinifera tintas mais cultivadas sio:
Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Merlot, Tannat e Pinot Noir
(GUERRA & BARNABE, 2005). Os vinhos comuns sio produzidos a
partir das espécies que apresentam maior resisténcia as pragas e a outras
moléstias, a Vitis labrusca e Vitis bourquina (videiras americanas), e
ainda a partir das chamadas videiras hibridas (BRDE, 2005).

Segundo ROSIER (2003), a maior quantidade de uvas viniferas
produzidas em Santa Catarina pertencem as varietais: Cabernet
Sauvignon, Merlot e Chardonnay. Experimentalmente estio sendo
observados os comportamentos viticolas e enoldgicos de outras
variedades de origem européia (Franca, Itdlia, Espanha e Portugal).

3.1.4 Composicdo da uva

O cacho de uva é composto pela rdquis (engago) e bagas. Na uva
madura a raquis representa 4 a 10% do peso total. A baga é constituida
de casca (20 a 40%), sementes (2 a 8%) e polpa (52 a 78%). A casca é
revestida pela pruina (substincia cerosa protetora). O peso relativo da
polpa varia segundo a cultivar e fendmenos de dilui¢do ou dessecagdo
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devido ao regime de precipitagdes pluviométricas durante o processo de
maturagdo (GUERRA & BARANBE, 2005).

3.1.5 Doengas fiingicas da videira

A videira quando cultivada em condi¢des climaticas favordveis
(elevada umidade e temperaturas amenas) ao desenvolvimento de
fungos, fica exposta a uma série de doengas, as quais poderdo acarretar
graves prejuizos se nido forem devidamente controladas. O controle
fitossanitdrio nos parreirais de V. vinifera deve ser redobrado, segundo
WESTPHALEN e MALUF (2000) as variedades Vitis vinifera sao mais
susceptiveis a doencas e mais valorizadas no mercado de uva de mesa e
vinho. As doencgas fungicas mais comuns as variedades de vinifera sdo,
segundo GARRIDO & SONEGO (2003):

e Mildio (Plasmopara viticola): quando o fungo ataca as bagas
mais desenvolvidas, estas sdo infectadas pelos pedicelos e o fungo se
desenvolve no interior da baga, tornando-as escuras, duras, com
superficies deprimidas, provocando a queda das mesmas.

e Oidio (Uncinula necator): nas condi¢des climaticas do sul do
Brasil onde normalmente a pluviosidade € alta durante todo o ciclo da
cultura, este fungo ndo tem causado grandes perdas, com excecdo de
alguns anos em que ocorrem periodos de seca.

e Antracnose (Elsinoe ampelina): A doenca ataca todos Orgaos
verdes da planta (folhas, gavinhas, ramos, inflorescéncia e frutos), Nas
bagas também aparecem manchas circulares de cor cinza no centro e
preta nas bordas, comumente chamada de "olho-de-passarinho"

e Podriddo cinzenta da uva (Botrytis cinerea): essa podridao existe
em todos os paises viticolas do mundo, reduzindo qualitativa e
quantitativamente a producdo. E considerada a mais importante das
podriddes do cacho. As perdas podem ser significativas nas cultivares
viniferas, especialmente nas de cacho compacto.

e Podriddo da uva madura (Glomerella cingulata): o sintoma
principal € o apodrecimento dos frutos maduros. Sobre as bagas
inicialmente, aparecem manchas marrom-avermelhadas, que atingem
todo o fruto, escurecendo-o. Em condi¢des de alta umidade aparecem
as estruturas do fungo na forma de pontuacdes cinza-escuras, das
quais exsuda uma massa rdsea, que sao os conidios. Esta massa résea
serve também para diferenciar da podriddo amarga.

e Podriddo Amarga (Melanconium fuligineum = Greeneria
uvicola): A ocorréncia mais séria é sobre as bagas causando podriddes
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e destruicdo dos pedicelos. Nos cachos, quando afeta o engaco,
impede o livre fluxo da seiva para as bagas. Estas tornam-se
enrugadas e mumificadas e caem com facilidade. O ataque direto do
fungo sobre as bagas faz com que elas adquiram, inicialmente,
coloragdo marrom-avermelhada, sem entretanto alterar-lhes a
conformacdo. Pode-se observar, posteriormente, pontuacdes negras
constituidas por estruturas tipicas do fungo (acérvulos). As bagas
restantes que permanecem no cacho, murcham, tornam-se mumias
pretas, duras e secas.

e Doencas da madeira: podem ser causadas por diversos fungos, os
quais colonizam a parte interna da planta ocasionando podriddo
descendente, o que pode levar a planta a morte se ndo controlada
adequadamente.

Fusariose (Fusarium oxysporum, Fusarium herbemontis): A
doenga reduz o crescimento dos brotos, e provoca escurecimento interno
da madeira, murchamento de folhas e de cachos. Os cachos murcham
ainda verdes ficando aderidos aos ramos. As plantas infectadas podem
morrer subitamente.

3.1.6 Clima

O clima, o solo, a nobreza da variedade e o manejo do parreiral é
que irdo definir a tipicidade das uvas produzidas em uma determinada
regido. De acordo com TONIETTO (2003), existem 03 conceitos
basicos para diferenciar escalas climdticas de interesse da viticultura:

= Macroclima: corresponde ao clima médio ocorrente num
territério relativamente vasto (clima regional), exigindo para sua
caracteriza¢do, dados de um conjunto de postos meteoroldgicos; em
zonas com relevo acentuado os dados macrocliméticos possuem um
valor apenas relativo, especialmente no que se refere a viticultura.
Porém, um mesmo macroclima podera englobar 4reas de planicie muito
extensas.

= Mesoclima: corresponde a uma situagdo particular do
macroclima. Normalmente é possivel caracterizar um mesoclima (clima
local) através dos dados de uma estacdo meteoroldgica, permitindo
avaliar as possibilidades da cultura da uva. A superficie abrangida por
um mesoclima pode ser muito varidvel mas, nas regides viticolas, trata-
se normalmente de dreas relativamente pequenas podendo fazer
referéncia a situagdes bastante particulares do ponto de vista de
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exposicdo, declividade ou altitude, por exemplo. Muitas vezes o termo
topoclima € utilizado para designar um mesoclima onde a topografia
constitui um dos critérios principais de identificacdo, como por
exemplo, o clima de um vale ou de uma encosta de montanha.

= Microclima: corresponde as condi¢gdes climdticas de uma
superficie realmente pequena. Pode-se considerar dois tipos de
microclima: - microclima natural - que corresponde a superficies da
ordem de 10 m a 100 m; e - microclima da planta - o qual é
caracterizado por varidveis climdticas medidas por aparelhos instalados
na prépria videira. O termo genérico de bioclima € utilizado para essa
escala que visa o estudo do meio natural e das técnicas de cultivo.

3.1.6.1 O clima das principais regides vitivinicolas de Santa Catarina

No Brasil, os tipos de clima ocorrentes nas regides vitivinicolas
produtoras de vinhos finos com uma colheita anual s@o de tipo
temperado e subtropical. No Sul do Brasil, o clima temperado, de
invernos rigorosos e longos periodos de sol no verdo, € considerado uma
das melhores regides para o cultivo da uva (NOVAKOSKI & FREITAS,
2003).

O Estado de Santa Catarina é um celeiro de oportunidades, a
diversidade geografica e climdtica, aliada a diversidade cultural, tem
criado condi¢des para a geracdo de oportunidades. Uma dessas
oportunidades € a fabricagdo de vinhos de castas nobres (BRDE, 2005).

As regides do Alto Vale do Rio do Peixe e Planalto Serrano sdo
normalmente referenciadas pelas estacdes meteoroldgicas dos
municipios de Videira e Sdo Joaquim, respectivamente. As condi¢des
climdticas sdo descritas por TONIETTO (2003), a partir da avalia¢do do
histérico climatico dos dltimos 30 anos dessas 02 estacdes representados
pelas Figuras 3.1 e 3.2. Nelas observam-se que o regime térmico é
bastante distinto em funcdo da regido, sendo as mais amenas em Sdo
Joaquim (Figura 3.2). A distribuicdo das chuvas ocorre de forma
bastante homogénea ao longo do ano nas regides do Alto Vale do Rio do
Peixe (Figura 3.1) e Sdo Joaquim, com valores médios superiores a 100
ou 120 mm mensais.
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Alto Vale do Rio do Peixe

Fonte:
EPAGRI - Estacio Ezpenimental de Videira, 5C
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Figura 3.1 - Distribuicdo anual da temperatura do ar - média, mdxima e minima
(°C), precipitagdo precipitacdo pluviométrica (mm) e insolacdo (h) de regides
vitivinicolas produtoras de uvas viniferas na regido do Alto Vale do Rio do
Peixe no estado de Santa Catarina
Fonte: (Tonietto e Mandelli, 2001 — em Tonietto, 2003).
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Figura 3. 2 - Distribuicdo anual da temperatura do ar - média, maxima e
minima (°C), precipitacdo pluviométrica (mm) e insolag@o (h) de regides
vitivinicolas produtoras de uvas viniferas na regido de Sao Joaquim no Estado
de Santa Catarina
Fonte: (Tonietto e Mandelli, 2001 - em Tonietto, 2003).

O quadro revela condi¢cdes macroclimdticas diferenciadas, com
importantes reflexos sobre o comportamento fisiolégico da videira e
sobre o potencial qualitativo das uvas produzidas em cada regido. Tais
caracteristicas indicam também que cada regido encontrard melhores
condi¢des para a produgdo de certas variedades, bem como tipos de
vinhos (TONIETTO, 2003).
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3.1.7 Vinificagdo

O vinho € uma bebida alcodlica obtida por meio da fermentagdo
do mosto de uvas frescas, maduras e com bom grau de sanidade. De
acordo com a legislacdo do Mercosul, a classificacio obedece os
seguintes critérios:

- Cor: tinto, rosado e branco.

- Classe: mesa (no Brasil V. labrusca), leve, fino (V.vinifera),

espumante, frisante, gaseificado, licoroso e composto.

- Teor de actcar: varia de acordo com a classe considerada.

A distincdo dos vinhos (de mesa e finos) no Brasil é feita em
funcdo da variedade e marca comercial, porém, em funcdo da sua
extensdo territorial e diversidade climdtica, produz vinhos de uma
mesma varietade com diferentes perfis. A busca pela exceléncia em
vinhos passa pela definicdo de sua origem, sendo a tipicidade uma
particularidade muito interessante.

Na Europa, as castas ndo costumam ser identificadas no rétulo,
mas as denominagdes de origem dos vinhos, sim. La existe um rigoroso
sistema de avaliacdo até que a denominagdo seja autorizada. Dentro do
sistema de denominacdes, hd um complexo sistema de classifica¢des, o
que significa que mesmo os vinhos produzidos numa mesma regiao sao
divididos de acordo com o nivel de qualidade. Na Franca, o sistema de
identificac¢do e regulamenta¢do das regides produtoras é conhecido pela
sigla AOC — Appellation d Origine Controlée (Denominagdo de Origem
Controlada). Na Itdlia, o sistema de classificacdo dos vinhos tem a sigla
DOC - Denominazione de Origine Controllata (Denominagdo de
Origem Controlada). Ambos os sistemas tém o objetivo de garantir a
qualidade dos vinhos origindrios destas regides, o que contribui para a
manutencio e ampliacdo de sua participacdo no mercado de vinhos finos
(BRDE, 2005). O Estado do Rio Grande do Sul o que mais tem
avancado nessa area. Em relacdo aos demais Estados, esse processo
ainda é muito incipiente e Santa Catarina é um exemplo dessa realidade.

TONIETTO (2003), avaliou os periodos evolutivos da
vitivinicultura brasileira, verificando a caracterizacdo pela producio de
vinhos qualitativamente diferenciados ao longo dos ultimos 120 anos,
demonstrada na Figura 3.3. Os "Vinhos de 3* Gerag@o" consolidam-se a
partir dos anos 1970, através de um significativo aumento da superficie
cultivada com variedades de Vitis vinifera L., destinadas a elaboracdo de
vinhos finos. As variedades viniferas de origem francesa (Cabernet
Franc, Merlot, Chardonnay, etc.) ganharam espaco em detrimento de
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algumas uvas de origem italiana (Barbera, Bonarda, Sangiovese, etc.). A
industria vinicola, impulsionada pela chegada de empresas estrangeiras,
realizou transformacdes importantes de modernizacido e investimentos:
transporte de uvas em caixas pldsticas, vinicolas, equipamentos,
tecnologias de vinificagdo. Estas transformagdes estabeleceram um novo
referencial de qualidade para os vinhos brasileiros. Este periodo
corresponde ao periodo de producgéo de vinhos finos, com uma filosofia
similar aquela dos paises produtores do Novo Mundo, centrada nos
vinhos varietais.

A Figura 3.3 mostra as etapas de evolucdo dos vinhos brasileiros
e, ainda indica um quarto periodo (transi¢do).

——
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Figura 3.3 - Periodos evolutivos da produgio vitivinicola comercial no Brasil:
quatro geragdes de vinhos brasileiros.
Fonte: Tonietto & Mello, 2001 — em Tonietto 2003

3.1.7.1 Processo de vinificagcdo em tinto para vinhos de qualidade

O conjunto de operacdes unitdrias para a transformacdo de uvas
maduras em vinhos é denominado de processo de vinificacdo. A
vinificagdo em tinto diferencia-se das demais pelo tempo de maceragdo
e compreende as seguintes etapas de acordo com GUERRA &
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BARNABE (2005):

= Vindima, transporte e recep¢do: a colheita das uvas se faz de
forma manual, sem chuva, preferencialmente nas primeiras horas da
manhd. O transporte as vinicolas se faz em caixas plasticas com
capacidade de 20 Kg. Na recepcdo se faz a pesagem e o grau
glucométrico é determinado.

g Desengace e esmagamento: a méquina
esmagadora/desengacadora separa o engaco e esmaga as uvas, sem
triturar as cascas e sementes (limitando a adstringéncia e a propriedade
sensorial de herbaceo).

= Sulfitagem do mosto: o metabissulfito de potdssio (K,S,0s)
deve ser adicionado logo apds o esmagamento. As quantidades a serem
adicionadas ao mosto variam de 1 a 1,5 gL' (dependendo do grau de
sanidade da uva) O fon bissulfito (HSO5;) pode reagir com aldeidos,
dextrinas, substincias pécticas, proteinas, cetonas e certos agucares
formando SO, livre ou fixo. As principais fun¢des do SO,: acdo seletiva
sobre leveduras, acdo antioxidante, acdo antioxiddsica, acdo reguladora
da temperatura e a¢do conservante).

& Adicdo de enzimas pectinoliticas: os preparados enzimiticos
comerciais possuem acdo de extracdo de matéria corante das cascas e
clarificacdo do mosto. O principal inconveniente é a possibilidade do
aumento da concentracdo de metanol no vinho.

@ Adicdo de leveduras: através da preparo do pé de cuba (diluigdo
de um indculo comercial de Sacch. cerevisae, na concentragdo de 2 a
5% do volume total de mosto a ser fermentado). O pé de cuba deve ser
previamente preparado (24-48hs, quando ja se encontra com leveduras
em torno de 10° células.mL'l) antes de ser inoculado no volume total de
mosto.

& Chaptalizacdo: para a obtencido de 1°GL de dlcool sdo
necessarios 18g.L'1 de aguicar na uva. Para uma boa conservagdo, o
vinho deve ter cerca de 120GL, ou seja, 200 g.L'1 * 22° Brix). Caso a
uva nio possua esse teor, adiciona-se agiicar de cana ou beterraba. A
corre¢do do agicar se faz 2 a 4 dias apds o inicio da fermentacdo
(crescimento exponencial das leveduras). A legislacio nacional
estabelece que a corre¢do nao deverd ultrapassar da adigco de 45 g.L'l.

< Fermentagdo alcodlica: tem seu inicio com a glicdlise de uma
molécula de glicose (duas outras oses abundantes — frutose e galactose,
também sdo importantes fontes de energia, podendo convergir para a via
glicolitica) para obtencdo de 2 moléculas de piruvato. A Figura 3.4
apresenta um diagrama geral da fermentacdo alcodlica a partir da glicose
e da frutose.
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n = nimero de reagdes enzimaticas envolvidas na fermentagio alcdlica

Figura 3.4 - Diagrama da fermentac@o alcodlica a partir da glicose e da frutose.

Na via metabdlica (Figura 3.4), as moléculas de piruvato sdo
convertidas a acetaldeido, tinica etapa em que ocorre a liberacido de CO,.
As 2 moléculas de acetaldeido s@o reduzidas por NADH na formacéo de
2 moléculas de etanol. A transformacgdo da glicose em dlcool envolve
doze reagdes enzimdticas, enquanto a frutose envolve onze reagdes
(BERG et al. 2004 e TORTORA et al. 2000).

Na vinificacdo em tinto essa operacdo divide-se em 02 fases:
fermentacdo tumultuosa e lenta. Na fase tumultuosa as leveduras estdo
em plena atividade, elevando a temperatura e com elevada produgado de
CO,, provocando flotagdo, conhecida como “chapéu-de-bagaco”.
Enquanto, na fase lenta as leveduras ja apresentam limita¢gdes em fungao
da elevagdo da graduagdo alcodlica e reducdo de acticar, essa fase tem
duragdo de 10 a 30 dias.

& Maceragdo: é uma das etapas mais importantes, visto que se
busca refletir as qualidades da uva no vinho. Portanto, as varidveis a
serem consideradas sdo: a relacdo da fase solida/liquida, tempo de
maceracgao, temperatura, nimero e frequéncia das remontagens, sistema
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de remontagem e volume de liquido remontado. Existe ainda um outro
processo chamado maceracdo carbonica, trata-se de uma técnica distinta
da maceragdo tradicional que pode ser também utilizada em tinto.

= Remontagens: trata-se da forma de homogeneizacdo das fases
sOlida e liquida durante a fermentagdo. Independente do sistema
utilizado, o delineamento preconiza efetuar o remonte em 2 a 4 vezes o
volume do liquido a cada 24 horas durante a fermentagdo tumultuosa. E,
na fermentag@do lenta remontar de meia a uma vez o volume do liquido a
cada 24 horas até o final da maceragao.

= Primeira trasfega: essa etapa inclui a descuba que deve ser
efetuada com oxigenagdo. A descuba € seguida pela prensagem do
bagaco. Com a descuba obtém-se o vinho superior. A prensagem
possibilita um aumento de rendimento de 10 a 15% sendo que, o
produto obtido possui qualidade ligeiramente inferior ao vinho da
descuba, podendo ser misturado ao vinho da descuba.

& Fermentacdo maloldtica: consiste na transformacgdo do acido
mélico em latico. Os vinhos tintos sd3o beneficiados com essa
transformagdo adquirindo maior complexidade aromadtica, suavidade e
maciez gustativa. Deve-se iniciar ao final da fermentagdo alcdolica
quando a autdlise das leveduras se intensifica, podendo ocorrer de forma
espontanea ou através da inoculacdo de bactérias lacticas.

& Segunda trasfega: transferéncia para o atesto (manutencio dos
recipientes de estocagem completamente cheios, evitando oxidagéo pelo
ar).

& Estabilizacdo tartdrica, polifendlica e proteica: compreende
duas etapas: polifendlica (os materiais em suspensdo sdo induzidos a
decantacdo via método quimicos ou fisicos; a colagem é efetuada com
gelatina, caseina, cola de peixe ou clara de ovo) e estabilizacdo a frio
(tartdrica), que evita a formagdo de sais; o vinho deve permanecer por
trés a quatro semanas a temperaturas negativas de -2 0 e -6°C. Esse
processo resulta na reducdo da acidez fixa.

@ Sulfitagem: consiste na corre¢do do SO, livre em torno de 30
mg/L'l' de maneira geral, cerca de 1/3 permanece na forma combinada,
essa correcdo € efetuada ao final da estabilizagao.

@ Filtracdo: A filtragdo, por mais precisa que seja, retira boa
parte dos atributos do vinho, sendo uma pratica dispensada para muitos
vinhos de qualidade.

@ Cortes: os vinhos monovarietais podem ser misturados (ao
final da estabilizacdo e antes da sulfitagem) quando se deseja um
produto mais harmonico.

wEstabilizacdo em barricas de madeira: é recomendada para
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vinhos que possuam estrutura quimica suficientemente complexa e
ausente de qualquer defeito ou alteracdo. A transferéncia lenta do
oxigénio contribui para estabilidade da cor reducdo da adstringéncia e
aumento da complexidade aromatica.

wEngarrafamento: para grandes volumes de vinho, utilizam-se
engarrafadoras com controle de nivel (13-15 mm, para eventual
dilatacdo do volume de liquido), seguido de adi¢do de nitrogénio
gasoso, para evitar oxidagdo. As rolhas de cortica sdo, ainda hoje, a
melhor escolha para tapar as garrafas de vinho e devem ser protegidas
com um involdcro para evitar a desidratacdio e o desenvolvimento
fingico. As garrafas de vidro de 750 mL sdo utilizadas por exceléncia
em todo o mundo.

@ Envelhecimento na garrafa: o vinho passa de um ambiente
oxidante para redutor, desenvolvendo o aroma de envelhecimento
(buqué) e alterag@o de cor. Apds o envase recomenda-se que as garrafas
fiquem de pé por um dia (tempo de ajuste da rolha ao gargalo) e em
seguida sejam armazenadas na posicdo horizontal. O tempo de
envelhecimento € determinado para cada vinho, variando de alguns
meses a vArios anos.

3.2 Importancia Biotecnolégica dos Fungos

O estudo sistemdtico dos fungos nos udltimos anos tem trazido
inimeros avancos na medicina diagndstica e no desenvolvimento de
processos biotecnoldgicos, principalmente nas dreas da saude, agricola e
de alimentos. ALEXOPOLUS et al. (1996) citam que os fungos nos
afetam positivamente através de biotransformagdes, producdo de
metabodlitos tdteis e atividade enzimdtica. E, que podem nos afetar
negativamente causando doencas em plantas, producido de micotoxinas e
deterioracio em alimentos, provocando alergias, micoses e
micotoxicoses em animais e humanos.

3.2.1 Metabolismo fiingico

Os fungos s3o heterotréficos e exibem nutricdo absortiva,
fazendo simplesmente com que eles ndo fixem carbono. As enzimas
digestivas sdo liberadas para o meio externo para clivagem e aumento da
solubilidade de moléculas grandes e relativamente insoldveis (ex:
carbohidratos, polissacarideos proteinas e lipideos) para que possam ser
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finalmente absorvidas (ALEXOPOLUS et al. 1996).

Os eventos metabdlicos que sdo importantes para o metabolismo
fiingico em culturas puras sdo denominados de metabolismo primadrio e
sdo amplamente distribuidos entre os fungos. Os fungos também podem
produzir muitos compostos, tais como, micotoxinas, antibidticos e
outros de funcdo desconhecida que podem ser secretados no meio em
quantidades considerdveis. Esses metabdlitos e as enzimas necessarias
para sua formacdo constituem o metabolismo secunddrio; eles sdo
limitados na sua distribui¢do e, muitas vezes, para uma espécie em
particular. O metabolismo secunddrio € dependente do primdrio para
obtencdo de energia e de intermedidrios-chave (GRIFFIN, 1994).

3.2.2 Micotoxinas em Produtos alimenticios

As micotoxinas sd3o metabdlitos secunddrios produzidos por
fungos filamentosos, que podem estar presentes em produtos agricolas
(no campo ou durante 0 armazenamento) e em alimentos sempre que
houverem condic¢des bdsicas favoraveis de umidade, temperatura e pH.
E, que possam demonstrar toxicidade quando introduzidos por via
natural (geralmente por ingestao) aos seres humanos e animais.

A forma direta de exposi¢do decorre da utilizagdo do produto
contaminado na alimenta¢do humana ou de animais. J4, a forma indireta
resulta do emprego de subprodutos e derivados contaminados na
elaboragdo do alimento. A exposicdo aguda do individuo as
micotoxinas, em concentracdes elevadas, pode levar desde a
manifestacdo de sintomas agudos até a morte. Enquanto, a exposi¢ao
prolongada, em baixas concentracdes, leva ao efeito cumulativo,
podendo apresentar sintomas obscuros, como € o caso imunossupressao,
até problemas cronicos de sadde. Em 1993, a IARC (International
Agency for Research on Cancer) classifica as micotoxinas como
carcinogénicos (1), potenciais carcinogénicos (2B) e néo classificdveis
quanto a carcinogenicidade em humanos (3).

As micotoxinas consideradas mais relevantes para a satde
humana pelo CAST (Council of Agricultural Science and Technology)
sdo aflatoxinas, alcaldides do ergot, fumonisinas, tricotecenos, OTA e
zearalenona (CAST, 2003). Outras micotoxinas sdo consideradas menos
importantes, devido a incidéncia limitada ou caréncia de evidéncias de
sua toxicidade em humanos. Para alguns casos, sdo importantes
indicadores do uso de alimentos crus de baixa qualidade, como a
patulina em produtos de maci (PITT & HOCKING, 1997). A ocorréncia
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de micotoxicoses vem sendo registrada hd mais de um milénio. Mas, o
interesse por seu estudo surgiu na década de 1960 na Inglaterra, com a
doenga X dos perus. A catdstrofe levou a descoberta de uma aflatoxina
produzida por Aspergillus flavus, fato que estimulou enormemente o
estudo das micotoxinas e das micotoxicoses (SANTOS et al., 1998).

3.3 Producdo e presenca de Micotoxinas em alimentos

Os fungos toxigénicos podem estar presentes nas vdrias etapas da
producido dos alimentos até que chegam a nossa mesa: durante o cultivo,
colheita, armazenamento, transporte e processamento. Nao € possivel
descrever um tnico conjunto de condi¢des que favorecem o crescimento
e produ¢do de micotoxinas, porque os fungos micotoxigénicos diferem
nas suas caracteristicas ecoldgicas, bioquimicas e nichos ecoldgicos.
Portanto, ¢ dificil generalizar estratégias de controle, dada a diversidade
de fungos produtores de micotoxinas em diversas culturas antes e depois
da colheita. Mas, a compreensao dos fatores relevantes na producio de
micotoxinas por um determinado fungo, numa dada comodidade
agricola, permitem a defini¢do de estratégias para combater o problema.
Apesar dos fendmenos de contaminagdo pré e pds colheita serem
ecologicamente distintos, a producdo de micotoxinas em alimentos é
freqiientemente um processo aditivo, iniciando no campo e aumentando
durante a colheita e armazenamento (SERRA, 2005).

Mesmo em produtos que a contamina¢do ndo seja evidente, é
importante estar atento as implicacdes do crescimento fingico,
mantendo programas de controle e garantia de qualidade das matérias-
primas e produtos acabados. Cabe ressaltar, que é comum a ocorréncia
de sucessdo fiingica podendo o agente etioldgico primério da
deterioracdio morrer apds um periodo de multiplicacdo, sendo
substituido por outra micobiota (TANIWAKI & SILVA, 2001), porém,
a micotoxina quando produzida, podera ser detectada.

3.3.1 Pré-colheita

Esse periodo compreende desde os estdgios de brotagdo da planta
até a colheita da cultura. A produ¢do de micotoxinas nas plantas pode
ocorrer durante todo esse processo, podendo acumular-se em diferentes
concentragdes nos 6rgdos das plantas afectadas. A presenca de estirpes
toxigénicas, susceptibilidade do hospedeiro e nicho agroclimdtico
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favoravel, sdo condi¢des essenciais para a producdo de micotoxinas
nesse estdgio (BILGRAMI & CHOUDHARY, 1998).

3.3.2 Pos-colheita

Nas etapas de acondicionamento, transporte € armazenagem, caso
nao haja nenhum tipo de processamento, o indéculo de fungos
micotoxigénicos continuard presente no produto agricola. Podendo
também, haver outras fontes de indculo decorrentes de instalacdes de
transporte e armazenagem. As condi¢des ambientais de armazenagem
sdo distintas das condicdes observadas no campo, favorecendo o
desenvolvimento dos chamados “fungos de armazenamento”. A
producdo de micotoxinas dependerd da presenca de fungos toxigénicos
com capacidade de crescimento e de producdo de micotoxina no
substrato, dentro dessas condi¢des ambientais. Outros fatores, como o
tempo de incubacdo, a temperatura, a atmosfera e o potencial redox,
bem como pH e comunidades microbianas s3o relevantes
(ABRAMSON, 1998 e SMITH et al. 1998).

3.3.3 Processamento

Nos alimentos processados, as fontes de micotoxinas sdo
advindas da matéria-prima durante o processamento e pds-
processamento (decorrente de problemas de acondicionamento e/ou
armazenagem). As micotoxinas presentes na matéria-prima podem ser
eliminadas, reduzidas ou elevadas, dependendo do tipo de
processamento adotado. De acordo com SCOTT et al. (1977), a patulina
€ um exemplo de destruicdo por fermentacdo, haja vista a sua presenga
em sucos de frutas e a ndo-detec¢do em vinhos. HOCKING et al. (2003)
verificaram a reducdo dos niveis de OTA sempre que houve separacio
de material sélido do vinho.

3.4 Frutas X Micotoxinas

KHURDIYA (1995) apresenta o enquadramento das frutas como,
produtos de alta perecividade, sendo imprescindivel que ndo apresentem
qualquer tipo de deterioragdo na pds-colheita. A susceptibilidade dos
tecidos vegetais € um dos principais fatores de predisposicio ao ataque



50

fingico. Os fungos toxigénicos de maior interesse para a saide humana
sdo pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium, Alternaria e
Fusarium sao encontrados em diversos produtos agricolas. A Tabela 3.1
apresenta os principais fungos responsdveis pela deterioracdo de frutas.

Tabela 3.1 - Principais deterioragdes de frutas e relacdo dos fungos

envolvidos.

Género

Caracteristicas da deterioracio

Referéncias

Alternaria spp.
Aspergitlus spp.

Botryodiplodia spp
Botrytis spp

Colletotrichum spp
Diplodia spp.

Fusarim spp.

Mancha marrom a preta em magi, cereja. péssego. péra,
damasco, ameixa ¢ figo,

Podndio negra em frutas citricas.

Podridao negra e amolecimento em manga ¢ banana
Podridio em uvas de mesa

Podridio cinza em magi. péra. framboesa, morango, uva,
figo, cereja, péssego. nectarina, damasco, ameixa ¢ frutas
citricas,

Mancha marrom a prefa (antracnose) em frutas citricas,
abacate, manga e mam#o.

Podridio negra em frutas citricas, abacate, manga e
mamio

Podridio marrom em frutas citricas ¢ abacaxi;

Beuchat (1987).

Fundagao Cargill (1983).

MNelson (1979); Heerden et al. (2002),
Mascarenhas et al. (1995).

Melson (1979).

Beuchat (1987).

Rezende e Fancelli (1997).
Beuchat (1987);

(1983)
Beuchat (1987)

Fundagao Cargill

amolecimento em figos

Rancidez em frutas citricas

Podridio azul ¢ verde em frutas citricas, podridio marrom
em abacaxi.

Podridao azul em magi, uva, péra, banana ¢ cergja.

Geotrichum spp
Penicillivm spp

Eckert ¢ Eaks (1989).

Beuchat (1987). Eckert et al. (1994),
Scott et al. (1972). Lindroth e
Niskanen (1978). Taniwaki ¢ Bleinroth
< Martin (1989), Burda (1952).

Nelson (1979).

Beuchat (1987).

Rhizapus spp Deterioragiio de uvas de mesa
Amolecimento em maméio, magi. péra, cergja, péssego,

damasco, nectarina, ameixa, uva, morango, abacate ¢ figo.

Fonte: COELHO et al. (2003)

Os conjuntos taxondmicos aos quais encontram-se espécies
produtoras de patulina e ocratoxina A, parecem demonstrar predilecio a
substratos constituintes de frutas frescas (MOAKE et al. 2005, PARDO
et al. 2005, SERRA et al. 2003 ¢ JELINECK et al. 1996), como é o caso
dos mono e oligossacarideos presentes em altas concentra¢des
(BEUCHAT, 1987). As frutas, seus sucos e polpas nio concentrados sio
consideradas alimentos de elevada atividade de dgua (a,, >0,90); as uvas
classificam-se como alimentos de alta acidez (pH<3,7).

3.5 Fungos Produtores de Micotoxinas

Sabe-se que uma mesma espécie fingica é capaz de produzir
mais de um tipo de micotoxina, bem como, a mesma toxina ser
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produzida por mais de um género. A patulina e a OTA sdo exemplos de
micotoxinas produzidas por espécies dos géneros Aspergillus e
Penicillium. Porém, em uma mesma espécie nem todas as estirpes sao
produtoras de toxinas. H4, ainda a particularidade de que numa mesma
sub-espécie nem todas as estirpes sdo produtoras de micotoxinas. O
substrato € um dos fatores decisivos, visto que, estirpes produtoras em
culturas puras podem ndo produzir a toxina na presenca do substrato
natural (uvas) e vice-versa (ABRUNHOSA, 2001; ABRUNHOSA et al.
2001). Os fungos toxigénicos sdo classificados em fungos de campo e
fungos de armazenamento, de acordo com a atividade de dgua.

As principais espécies de fungos filamentos produtores de
micotoxinas em alimentos sdo apresentadas na Tabela 3.2:

Tabela 3.2 - Principais espécies flngicas responsaveis pela producdo de
micotoxinas.

Micotoxina Espécies produtoras

Aflatoxinas Aspergillus flavus; A. parasiticus

. Aspergillus ochraceus; A. alliaceus; A. niger; A. carbonarius
Ocratoxina A L )
Penicillium verrucosum; P. nordicum

Tricotecenos Fusarium spp.

Zearalenona F. graminearum e outras Fusarium spp.

Fumonisinas F. moniliforme (=F. verticillioides); F. proliferatum
Citrinina P. citrinum; P. expansum; P. verrucosum; A. alliaceus
Acido penicilico A. ochraceus; P. aurantiogriseum; P. viridicatum
Patulina P. expansum; P. griseofulvum; A. clavatus

Esterigmatocistina Aspergillus versicolor; Emericella nidulans
Acido tenuazonico Alternaria alternata
Penitrem A Penicillium crustosum
Alcaléides do ergot Claviceps spp.
Acido ciclopiazénico  A. flavus; A. tamarii; P. commune
Fonte: SERRA (2005a).

3.5.1 Ecofisiologia

O desenvolvimento de fungos e de seu potencial toxigénico,
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depende também das caracteristicas peculiares da espécie. As
micotoxinas sofrem efeito cumulativo ao longo da cadeia produtiva pela
producdo de micotoxinas por fungos de campo, com consecutiva
elevacdo em funcdo da ac¢do de fungos de armazenagem (BEUCHAT,
1987). Os principais fatores de crescimento de fungos em alimentos sdo
definidos por PITT & HOCKING (1997) em:

- Atividade de 4gua: significa a quantidade de dgua em um
alimento, ndo comprometida com ligagdes quimicas, dissolucdo de
solutos e outros. Os fungos de campo sé crescem com elevada atividade
de dgua (>0,90), como € o caso do género Fusarium. Os fungos capazes
de crescer com atividade de dgua <0,85 sdo definidos como xerofilicos e
sdo enquadrados nos fungos de armazenamento, estando inseridos os
géneros Aspergillus e Penicilluim. E importante ressaltar que os mesmos
podem ser encontrados no campo e, inclusive, com producdo de
micotoxinas.

- Solutos especificos: cloreto de sédio, cloreto de magnésio,
glicose e glicerol sdo solutos que mesmo adicionados em concentra¢des
que resultem na mesma atividade de &4gua podem interferir no
desenvolvimento do fungo. Esse fator ndo parece ter grandes
implicacdes sobre os Aspergillus e Penicillium.

- pH: esse é um fator que afeta pouco os fungos, visto que
apresentam uma tolerncia bem maior a varia¢des (3,0 a 8,0), quando
comparados a bactérias. Portanto, quando um alimento apresenta uma
elevada atividade de dgua, o pH representa um fator limitante de
deterioracio.

- Atmosfera de armazenamento: a maior parte dos problemas de
deterioracdo de alimentos por fungos filamentosos ocorre na presenga de
oxigénio. Elevadas concentragdes de gds carbdnico sdo prejudiciais ao
crescimento fingico.

- Temperatura: de forma geral, os fungos apresentam baixa
resisténcia ao calor; a temperatura 6tima de crescimento encontra-se na
faixa de 25 a 28°C. Esse fator associado 2 atividade de dgua é o mais
estudado na producdo de micotoxinas. As espécies de Aspergillus sdo
capazes de crescer a baixa atividade de dgua e elevadas temperaturas.

- Consisténcia do alimento: os fungos s3o favorecidos por
substratos firmes, onde o acesso ao oxigénio é favorecido, porém,
podem deteriorar alimentos liquidos.

- Caracteristicas nutricionais: o metabolismo fiingico é favorecido
nos substratos ricos em carboidratos. Quando a tnica fonte de carbono
for os ndo-carboidratos, os mesmos deverdo ser convertidos a glicose
pela gliconeogénese, para formacdo dos precursores das paredes
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celulares e outros materiais derivados das hexoses. Dos trés géneros
citados, o Penicillium é o que apresenta menor exigéncia nutricional.

- Conservantes: os mais utilizados para prevenir o
desenvolvimento flingico em sucos, polpas sdo: diéxido de enxofre,
acidos benzdico, sorbico e propidnico.

3.6 Taxonomia Fungica

De acordo com ALEXOPOULOS et al. (1996) os fungos sdo
divididos, em 4 filos, definidos principalmente quanto a reproducio
sexual: Chytridiomycota, Zygomycota, Basidiomycota e Ascomycota.
PITT & HOCKING (1997) dividem os fungos deteriorantes em
alimentos em trés sub-reinos: Zygomycotina, Ascomycotina e
Deuteromycotina. Porém, os Deuteromycetes ndo existem como grupo
taxondmico e ndo representam nenhum grupamento natural e o
reconhecimento desse grupo artificial justifica abordagens taxondmicas
puramente pragmadticas (SERRA, 2005). As principais caracteristicas
dos filos sdo descritas a seguir:

1. Zygomycotina: crescimento rapido em altas atividades de dgua
(ndo xerofilicos), desenvolvimento de micélio ndo septado e,
geralmente, sem obstru¢do apresenta reproducdo assexuada por
esporangiosporos, dentro de uma estrutura especializada (esporangio) no
final de uma hifa diferenciada, pouco resistentes a acdo de tratamentos
térmicos ou quimicos.

2. Ascomycotina: os fungos produtores de micotoxinas pertencem
a essa divisdo. Os “ascomicetos” possuem suas estruturas reprodutivas
(ascosporos) dentro de estruturas especializadas (ascos). Esses fungos
apresentam maior proeminéncia a producdo de micélio septado, logo o
seu crescimento € mais lento, com algumas excessdes. Quase todos os
fungos xerofilicos pertencem aos “ascomicetos” e “deuteromicetos”.

3. Deuteromycotina: apresentam micélio septado, sem producéo
de esporos sexuados, sendo chamados “fungos imperfeitos”. Os seus
esporos sdo denominados conideos, sendo formados em estruturas
especializadas (conidiéforos). Porém, hd complexidade das hifas
diferenciadas e ampla variedade morfolégica dos conidios, quanto ao
tamanho, formato e ornamentag3o.

A interligacdo ascomiceto-deuteromiceto € estabelecida porque
vérios fungos dispdem de genes para producdo tanto de ascosporos
quanto de conidios. O estdgio ascomiceto é chamado de teleomorfo;
quando ocorre a presenca concomitante do estidgio conidial € conhecido
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como holomorfo, mas o nome teleomorfo predomina. Os fungos dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium sio pertencentes a esse

grupo.

3.7 Identificacao dos Géneros Aspergillus e Penicillium

Tradicionalmente, a identificacdo de fungos filamentosos avalia,
principalmente, as caracteristicas morfolégicas das estruturas
reprodutivas (sexuada e assexualda). PARMASTO & PARMASTO
(1992) demonstraram que diferengas morfoldgicas por mudangas de
conformacdo genética entre espécies iguais surgem lentamente, e
espécies ecologicamente distintas apresentam diferencas morfoldgicas
qualitativas e quantitativas sutis. SERRA, (2005) comenta a
sobreposicdo nas caracteristicas quantitativas mais usadas, como o
tamanho dos esporos, sendo que esses problemas refletem na
classificacdo dos principais géneros produtores de micotoxinas,
Aspergillus, Fusarium e Penicillium.

Portanto, para identificacdo das estruturas, os isolados (culturas
puras) devem ser cultivados em meios de cultura apropriados e corados
com técnicas apropriadas para manutencdo e melhor observacdo das
estruturas. Em muitos casos, pode ndo ocorrer a producdo de estruturas
reprodutivas, sendo necessdrio assim alterar as condi¢cdes de cultivo.
Para induzir a esporulagdo pode ser utilizado meio de cultura seletivo,
aumento da iluminag@o da cultura, irradiacio com doses reduzidas de
luz ultra violeta. Havendo também, necessidade da preparacdo para
observacdo microscépica das estruturas. As estruturas observadas devem
ser comparadas com as literaturas de referéncia, por meio de chaves de
identificagdo.

Foram publicados manuais de identificacdo claros e concisos para
Aspergillus e Penicillium, que enfatizam as principais caracteristicas de
cada espécie e as suas afinidades com outros taxa. As espécies descritas
nos manuais de referéncia de Aspergillus, por Raper e Fennell no ano de
1965 e Penicillium, por Raper e Thom em 1949, consideradas vélidas
foram tipificadas, as espécies de Aspergillus (por Samson & Gams,
1985) e, as espécies de Penicillium (por Pitt em 1979, e GAMS et al.
(1985)). Esses autores dispuseram uma nova classificacio de
Aspergillus baseada em subgéneros e seccdes, substituindo o termo
equivocado “grupo”, novos manuais de Aspergillus foram elaborados,
onde esses avancos sdo considerados (KLICH & PITT, 1988 e KLICH,
2002). Os manuais de identificagdo para Fusarium de uso mais
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frequente sdo os de NELSON et al. (1983) e BURGESS et al. (1988).
Segundo SERRA (2005), a taxonomia ainda estd em evolugdo e muitas
espécies nao estdo tipificadas.

Com a elucidacdo dos sistemas de classificacdo, o refinamento
dos conceitos de espécie e o estabelecimento de meios de cultura e
condi¢des de incubagdo padronizadas, a identificacio morfoldgica
tornou-se uma tarefa mais simples. Para identificacdes rotineiras de
grandes ndmeros de estirpes, a identificacdo morfoldgica baseada em
manuais e chaves ainda é a escolha de eleicdo. No entanto, certas
espécies de fungos ndo sdo passiveis de identificacdo até a espécie
apenas com base na morfologia, visto que constituem agregados de
diferentes espécies definidas molecularmente e/ou com base no seu
perfil metabdlico. Apds a identificacdo morfolégica do agregado ou
espécie lato sensu, é necessdrio usar outras técnicas de identificagdo
especificas para discriminar as espécies num dado agregado (SERRA,
2005).

3.7.1 Caracteristicas morfologicas importantes na classificacdo das
espécies do género Aspergillus

Aspergillus ¢ um género anamorfico, com reprodugdo pela
producdo de fialosporos (conidio produzido nas fidlides). Algumas
espécies anamorficas também podem apresentar um estdgio sexuado
(teleomorfico), mas, isso € reportado a oito ou mais espécies. As
caracteristicas morfolégicas consideradas nesse trabalho sdo reportadas
por KLICH (2002).

O conidi6foro € constituido pela cabega conidial e pelo estipe. O
estipe geralmente apresenta a forma de “T” ou “L” no ponto de conexdo
com a hifa vegetativa, essa por¢do é conhecida como “célula basal”,
porém ndo é uma célula separada. As vesiculas podem apresentar

diferentes formas, o que é esquematizado na Figura 3.5.
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2l

Figura 3. 5 - Formas comuns de vesiculas de conid6foros dos Aspergillus:

a) globosa, ou esférica; b) piriforme; ¢) espatulada e d) clavada.
Fonte: Klich (2002)

A cabega conidial pode apresentar-se de duas formas: unisseriada
(a fidlide sai diretamente da vesicula) e bisseriada (ha uma disposi¢do
celular em palicada entre a fidlide e a vesicula, chamada metula). Essa é
uma importante caracteristica na disting@o entre espécies semelhantes. A
vesicula pode apresentar diferentes formas caracteristicas,

esquematizadas na Figura 3.6.

conidio

Fidlide-s

metula

vesicula

estipe

célula basal

——

@)

Figura 3. 6 - Conidi6foro de (a) A. flavus (bisseriado) e (b) A. clavatus
(unisseriado).
Fonte: Klich, 2002

As caracteristicas macromorfolégicas devem observadas a olho
nu ou com auxilio de lupa, consideradas importantes para a identificagao
sdo as seguintes: cor do conidio, didmetro da coldnia, cor do micélio,
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exudato, cor do reverso da coldnia, pigmento solivel, esclerdcio e
cleistotécio. Enquanto, as micromorfoldgicas sdo: seria¢do, vesicula,
conidio, estipe. Para identificacdo dos teleomorfos é importante observar
a parede cleistotecial (ascoscarpo), células de Hiille e os acosporos.

A classificagdo apresentada na Tabela 3.3, contém a
reclassificacdo dos grupos de Aspergillus em sub-gé€neros e seccoes,
efetuada por GAMS et al. (1985) de acordo com o Botanic Code.

Tabela 3.3 - Classificacdo do género Aspergillus de acordo com
subgéneros e secgdes.

Conidiéforo
Sub-géneros Seccio Unisseriado (U) Coloracao dos conidios
Bisseriado (B)

Aspergillus® U verde a cinzento
Aspergillus Restricti® U
Lo verde-cinzento a azul-
Fumigati U .
Fumigati® cinzento
Cervini U laranja a laranja-cinzento
verde cinzento, verde-
Ornati U ,amarelo ou castanho-
oliva
Clavati® Clavati U verde a cinzento
Nidulantes® B verde
Versicolores B verde a azul esverdeado
. rubro sombrio, castanho
Usti B ou oliva
Nidulantes
. bege a castanho-
Terrei B .
alaranjado
Flavipedes B branco a bege
. bege, amarelo-castanho
Wentii U/B 2 R
ou castanho-oliva
, amarelo esverdeado a
Flavi U/B .
castanho-oliva
Nigri U/B Negros ou quase pretos
Circumdati’ Circumdati B bege, amarelo ou ocre
Candidi B branco ou quase branco
, castanho, amarelo ou
Cremei U/B
verde azulado
Sparsi B cinza claro a bege-oliva
Stilbothammium?®

crescimento em CYA20S>CYA25; “baixo crescimento; °vesiculas piriformes; dyesiculas
clavadas; °céls. de Hiille freqéntes, estpes curtas; fyesiculas esféricas a piriforme; ®ndo
considerado no livro referenciado.

Fonte: Klich (2002)
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3.7.2 Caracteristicas morfologicas importantes na classificacdo do
género Penicillium

No género Penicillium, o conidi6foro € reconhecido por
apresentar sua estrutura tipica, densa em “forma de pincel” chamada
“penicilo”. O penicilo € simples ou subdividido e finaliza com um
cluster de fidlides. Essa caracteristica ¢ importante na identificacdo das
espécies. Os conidios surgem diretamente das fidlides e se dispdem em
cadeia. As fidlides surgem em verticilos, dispostas diretamente no estipe
(monoverticilado) ou por meio da metula (biverticilado), através de
metula e rami (terverticilado), e quando hd ainda, ramulas denomina-se
quaterverticilado, a Figura 3.7 apresenta as estruturas.

conidio

e fialides
£

(b) (5] '(u)
Figura 3.7 - Conidiéforos do género Penicillium: (a)monoverticilado;

(b) biverticilado; (c) terverticilado; (d) quaterverticilado.
Fonte: Adaptado de Samson et al. 1984

O enquadramento taxonomico desse género obedece aqui ao
manual de identificagdo de PITT (1988). As espécies estritamente
anamérficas dividem-se em quatro sub-géneros, como apresentado na
Tbela 3.4:
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Tabela 3.4 - Classificacio de Penicillium em subgéneros e seccdes.

Subgénero Penicilo Secao Observacoes

Aspergilloides

Aspergilliodes monoverticilados estipe vesiculado
Exicaulis estipe nao vesiculado
Furcatum biverticilados com Divaricatum penicilli irregulares
fidlides ampuliformes Furcatum penicilli regulares
Biverticillium biverticilados com Coremigena penicilli em corémios
fidlides acerosas ou synnemata
Simplicia penicilli sem
synnemata
Penicillium terverticilados Penicillium
a quaterverticilados Coronatum penicilli
multiramulados
Inordinate penicilli irregularmente
ramulados
Cylindrosporum Conidios cilindricos

Fonte: SERRA (2005)

3.8 Deteccao, enumeracao e identificacio de fungos filamentosos em
alimentos

A concepcdo de populacdo total a bolores e leveduras, como se
aplica as bactérias (tradicionalmente utilizado), oferece muito poucas
infomacdes com relacdio a qualidade do alimento, pois ndo se avalia a
micobiota particular do alimento A enumeracdo de células vidveis, ao
contrdrio do observado para bactérias, nao corresponde ao potencial de
crescimento, deterioracdo ou producdo de toxinas no alimento (PITT,
1989). Fungos filamentosos ndo crescem em nimero de células, mas por
meio de elongacdo do sistema hifal, com aumento em volume, nimero
de nicleos e citoplasma (GRIFFIN, 1994). Portanto, a presenca de um
elevado nimero de fragmentos ndo reflete de maneira direta a biomassa
fingica (NUNES, 2001 e PITT, 1989). Os propésitos da investigacdo é
quem irdo definir a metodologia que melhor se aplica ao processo.

3.8.1 Métodos para enumeragdo de fungos em alimentos
Os métodos descritos a seguir sdo recomendados pela ICFM

(International Comission on Food Mycolgy), e dispostos em SAMSON
et al. (1992):
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= Plaqueamento por dilui¢do: indicado para alimentos liquidos ou
em po, ou para casos em que o estabelecimento da micobiota global é
um fator essencial. Os resultados sdo expressos em elementos vidveis
por grama de amostra.

=Plaqueamento direto: ¢ a melhor técnica para alimentos
particulados. Aqui os resultados sdo expressos em porcentagem ou
numero de particulas colonizadas.

=Em muitas situacdes hd desinfec¢do prévia (hipoclorito de
s6dio) da superficie do produto, a fim de estabelecer a micobiota
invasiva no alimento.

3.8.2 Métodos rdpidos para deteccdo de fungos em alimentos

Técnicas rdpidas de detec¢do de espécies flingicas com potencial
micotoxigénico vém sendo desenvolvidas. Sdo métodos que avaliam e
correlacionam produtos do metabolismo flingico com o crescimento ou
a producdo de micotoxinas. A determinacdo de compostos organicos
volateis (VOCs) possibilita em alguns casos, identificar as espécies
presentes (MAGAN & EVANS, 2000). A detec¢do de VOCs por meio
de narizes electronicos foi desenvolvida por OLSSON et al. (2002). A
técnica de VOCs é recomendada para aplicacdo em ambientes fechados,
como em armazéns. Métodos genéticos e imunolégicos especificos para
espécies produtoras de micotoxinas foram desenvolvidos para a
deteccdo rdpida de fungos em diversos alimentos (NIESSEN et al. 2004;
DEWEY & MEYER, 2004).

Outros métodos de deteccdo rdpida de fungos em particulas
individualizadas envolvem espectroscopia de infravermelhos com
transformadas de Fourier (FT-IR). Estes métodos ndo sdo destrutivos, e
tém aplicacdes na andlise de particulas sélidas secas, como por exemplo
grios de milho (GORDON et al. 1997 e KOS et al. 2002).

A observagdo direta da particula alimentar através de técnicas de
microscopia éptica ou eletrdnica pode ser de grande utilidade para ver
de que forma os fungos estdo no substrato. Em caso de crescimento
fingico visivel, a inspecdo visual ao esteromicroscépio pode fornecer
elementos sobre as espécies envolvidas ou sobre o modo de infeccio
(SERRA, 2005). Um manual de praticas microscépicas foi desenvolvido
por LUTHI & VETSCH (1992) para avaliagdo de vinhos e sucos de
frutas.
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3.9 Determinacao de micotoxinas

As técnicas de deteccdo e quantificacdo de micotoxinas sdo
comumente, sdo seguidas de 03 etapas: amostragem, preparacdo da
amostra e procedimento analitico. A definicdo do método analitico
empregado ird depender do intuito da investigacdo. No presente
referenciamento, serdo levantadas informagdes relacionadas a avaliagdo
da determinacdo geral de micotoxinas em alimentos.

3.9.1 Determinagdo de micotoxinas em alimentos

A amostragem é apontada como a principal fonte de variacdo dos
resultados na deteccdo e quantificacdo de micotoxinas em alimentos,
devido a heterogeneidade de distribuicdo do indéculo. Via de regra, a
contaminag@o concentra-se em um pequeno nimero de particulas, o que
geralmente ndo ocorre com produtos liquidos ou homogeneizados em
funcdo da dispersao.

A producdo de micotoxinas em alimentos quando ocorre de
forma direta, apresenta distribui¢do irregular e circunstancial em
alimentos, com conseqiiente heterogeneidade na amostra. E, se torna
necessdrio emprego de um plano de amostragem estratificado, ou seja, a
selecdo de pontos distintos (estrato); uma amostra aleatéria simples
deverd ser retirada de cada estrato (sub-amostra), a fim de, compor a
amostra completa (representativa). A amostra composta deve ser
encaminhada ao laboratério para que se faca a homogeneizacdo e
retirada da amostra analitica.

O preparo da amostra ird depender da natureza do alimento,
enquanto a homogeneizacdo, dependerd do plano de amostragem
efetuado. Nos alimentos sélidos, apds reducdo do tamanho das
particulas em moinhos ou trituradores, com ou sem utilizacdo de
solventes € que se retira a aliquota para o procedimento analitico.

A extracdo de alimentos sé6lidos se faz a partir da transferéncia da
micotoxina do sélido para uma fase liquida. Para tanto, taxas de
recuperagdo devem ser estabelecidas. Solventes organicos e/ou misturas
de solventes orginicos com dgua sdo os compostos de escolha para
extracdo de alimentos sélidos. A homogeneiza¢do do solvente no soluto
(alimento) € um fator primordial na eficiéncia do processo, que varia de
alguns minutos até 2 horas. Procedimentos que envolvem misturadoras
sdo mais rdpidos, mas tem de se assegurar que a totalidade da amostra
estd continuamente em contato com o solvente e que nido hd zonas
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mortas ou estagnadas. Se um numero considerdvel de amostras é
analisado, o processo de agitacdo é o de escolha (CAST, 2003).

A limpeza € feita ap6s a extracdo, para remog¢do de impurezas do
extrato. Ou seja, consiste no isolamento da micotoxina e, também € util
na concentragdo da toxina de interesse. Trata-se de uma etapa
indispensdvel quando se busca boa seletividade e sensibilidade. A
limpeza de extratos € efetuada basicamente com colunas de extracdo em
fase sdlida (SPE). O enchimento das colunas SPE é normalmente de
silica porosa, cuja superficie foi modificada para permitir uma adsor¢ao
selectiva do analito ou das impurezas. Se o alvo da retenc¢do é o analito,
as impurezas sdo lixiviadas. O analito € entdo removido seletivamente
por alteracdo da solucdo de lavagem. Se a coluna retém as impurezas, o
analito permanece no extrato liquido, ndo havendo a necessidade dessa
dltima fase.

As colunas de imunoafinidade (IAC) sdo uma forma de colunas
SPE. Neste caso, anticorpos especificos para o analito sdo fixados em
material inerte. O analito é removido da coluna com auxilio de solvente
capaz de desnaturar o anticorpo. Existem colunas de imunoafinidade
disponiveis para aflatoxinas, OTA, fumonisinas, zearelanona e DON.
Normalmente, as IACs sdo muito eficientes para remover impurezas.
Interferéncias na coluna irdo influenciar na capacidade de ligacdo dos
anticorpos a toxina. Portanto, em relacdo as especificacdes do
fabricante, algumas condicdes deverdo ser observadas tais como:
volume de extrato, for¢a do solvente e velocidade de percolagdo.

A determinacdo consiste em dois tipos: métodos de rastreio e
métodos confirmatdrios. Os métodos de rastreio sdo de determinagio
rdpida, mas pouco rigorosos na quantificacdo, tem-se como exemplo: 0s
kits de ELISA (Enzima Imuno Ensaio) e a cromatografia de camada
delgada (TLC).

Os métodos confirmatérios permitem maior exatiddo na
determinacdo das concentragdes e confirmagdo da identidade da
micotoxina (compara¢do com padrio e processos de derivatizacio). As
técnicas cromatograficas e de espectrometria como HPLC, GC e LC-
MS/MS € que sdo as ferramentas de preferéncia.

A escolha da metodologia analitica deverd ser baseada em alguns
critérios, como a especificidade do alimento, validacdo do método e
sempre que possivel seguir protocolos oficiais (Associacdo Oficial dos
Analistas quimicos (AOAC), Comit¢é Europeu para Normatizacio
(CEN) ou Organizagao Internacional para Normas (ISO). Para controle
do laboratério, critérios de desempenho e aceitacio devem ser
observados: determina¢do da taxa de recuperacdo, repetibilidade (r),
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desvio padrdo da repetibilidade (s;), desvio padrio relativo da
repetibilidade (RSD;), reprodutibilidade (R), desvio padrao da
reprodutibilidade (sg), desvio padriao relativo da reprodutibilidade
(RSDg).

3.10 Ocratoxina A

As ocratoxinas constituem um grupo de metabdlitos secundarios
produzidos por fungos do géneros Penicillium e Aspergillus; pertecem a
este grupo a ocratoxina A (OTA), ocratoxina B (OTB), ocratoxina C
(OTC), 4-hidroxiocratoxina A (4-OH OTA) e ocratoxina o (OTa).
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 é muito estdvel em relacéo a
hidrélise e temperatura), com excecdo da OTa em que o grupamento
fenilanina estd ausente. A Figura 3.8 apresenta a estrutura das
ocratoxinas.

9 oH CI‘
R 0
CH,
RJ HI
Ochratoxins R1 A2 R3
OTA H Cl -NH-CH(COOH)-CH,- Phenyl
OoTB H H -NH-CH{COOH)-CH,- Phenyl
QTC H Cl -NH-CH{COOC ;Hg)-CHz-Phenyl
4-hydroxyochratoxin A OH Cl -NH-CH(COOH)-C;H- Phenyl
OTao H Cl -OH

Figura 3.8 - Estrutura das ocratoxinas A, B, 4-hidroxiocratoxina A

€ ocratoxina .
Fonte: Ringot et al. (2006)

A OTA € a representante mais téxica do grupo. Isso tem sido
atribuido a presenca do dtomo de cloro na posi¢do C5 adicionado a
presenca de um grupo OH fendlico (CHU et al. 1972). O isolamento da
OTA produzida pelo fungo Aspergillus ochraceus Wilh. foi descrito
pela primeira vez por VAN DER MERWE et al. (1965).

A OTA apresenta alta solubilidade em solventes orginicos
polares e solubilidade moderada em solu¢do aquosa de bicarbonato de
s6dio; exibe adsorcdo UV: AMOM = 333nm (POHLAND et al. 1982).
Possui emissdo mdxima em fluorescéncia a 428 e 467 nm em etanol
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absoluto e etanol (96%), respectivamente (KUIPPER-GOODMAN &
SCOTT, 1989). Apresenta carater de 4cido fraco, com valores de pKa de
4,2-4,4 para o grupo carboxila da fenilalanina e 7,0 - 7,3 para o
grupamento hidroxila da isocumarina (VALENTA, 1998).

De acordo com CHU (1974), a ocratoxina B € considerada dez
vezes menos toxica que a OTA. Acredita-se que isso se deva a remocao
do radical cloro na dissocia¢do do grupamento fendlico e a propriedade
ferro-quelante da molécula. A Figura 3.9 representa a férmula estrutural
[7- (L-B-fenilalanilcarbonil) - carboxil-5-cloro-8-hydroxi-3,4-dihidro-
3R-metilisocumarina] da OTA, sendo que o grupamento fenilalanina se
encontra destacado em vermelho.

jSw o OH O
M L]

I
H CH,
cl
Figura 3.9 - Férmula estrutural da OTA.

3.10.1 Riscos a satide frente a exposicdo a OTA

A OTA tem demonstrado atividade nefrotdxica, hepatotoxica,
teratogénica e imunotdxica em vdrias espécies de animais, causando
tumoragdo hepatica e renal em ratos e camundongos (WHO, 1996).
Estudos feitos por LEA et al. (1989) indicam a¢do imunossupressora em
humanos.

Na década de 1950 uma patologia renal foi observada na
Bulgaria, Roménia e Yugosldvia e ficou conhecida como Nefropatia
Endémica dos Balcans (BEN), caracterizada por degeneracdo tubular,
fibrose intersticial e hialinizagdo do glomérulo acompanhada por
enzimdria, insuficiéncia renal com nefrotoxicidade degenerativa
(CASTEGNARO et al. 1987). Ao longo dos dltimos anos tem-se
sugerido que a BEN esteja associada a elevada concentracdo de OTA
detectada em alimentos e no nivel sérico da populagdo daquela regido
(VRABCHEVA et al. 2000). Porém, GROSSO et al. (2003) apresentam
resultados discrepantes em um estudo realizado na Tunisia em 62
pacientes hospitalizados, onde os niveis séricos de OTA foram
determinados, e ndo houve correlacdo entre os niveis da micotoxina e a
les@o renal.
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As propriedades toxicocinéticas e toxicodindmicas da OTA sio
revisadas por RINGOT et al. (2006), indicando a OTA como um
modulador de sinalizag@o celular e ndo uma toxina cldssica. Interacdes
por meio de ligacdes especificas interferindo na via metabdlica cldssica
da fenilalanina (provocando altera¢cdes nas vias metabdlicas dos
carbohidratos). A inibi¢do da sintese de proteinas é considerada o maior
efeito téxico da OTA, porém, existem outros efeitos como a
peroxidacdo de lipideos, alteracdes no DNA e desmembramento do
cdlcio na homeostasia. A inibi¢do da cadeia respiratdria € outro efeito da
OTA. A elucidacdo dos mecanismos de genotoxicidade e formacgdo de
aducdo no DNA ainda é obscura e confusa. Efeitos na apoptose e
transdu¢do de sinais com consequente morte celular t€ém sido
demonstrados em varios estudos, principalmente, em casos de
toxicidade aguda. RANALDI et al. (2007) apontam para uma possivel
sinergia entre a acdo da OTA e de alguns componentes do vinho, tal
como, os polifendis na indugdo apdptica da morte celular.

Efeitos antagbdnicos ou sinérgicos podem ser observados nas
interagdes entre diferentes micotoxinas. A associacdo de OTA e citrinina
potencializa a ag¢do nefrotdxica em suinos, frangos, ratos e camundongos
(SPEIJERS & SPEIJERS, 2004 ¢ POHLAND et al., 1992). A interagdo
de OTA e 4cido penicilico tem efeito sinergético na mortalidade de
frangos, camundongos e ratos (KOSHINSKY &
KHAKHATOURIANS, 1994).

Determinados componentes de alimentos parecem ter um efeito
protetor contra os efeitos nocivos da OTA, como a fenilalanina,
aspartame, vitamina C e outros compostos antioxidantes (STOEV et al.,
2002; ATROSHI et al, 2000; CREPPY et al, 1998; VERMA &
SHALINI, 1997). Esse fato, parece estar associado a inibi¢Ges
competitivas dessas substincias em relacdo a OTA, quando se avaliam
os dados tdxicinéticos e toxidindmicos fornecidos sobre a OTA até o
presente momento.

3.10.2 Espécies fiingicas e biossintese da OTA

Segundo FRISVAD & FILTENBBORG, (1989) existem 02
géneros capazes de produzir OTA: Penicillium e Aspergillus, sendo que
teleomorfos do género Aspergillus estdo inclusos (Petromyces e
Neopetromyces).

Para o género Penicillium, a tUnica espécie acordada como
produtora de OTA € o P. verrucosum (LUND & FRISVAD, 1994;
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SVENDEN & FRISVAD, 1994; FRISVAD & FILTENBORG, 1989 e
PITT, 1987). Porém, investigacdes efetuadas por CASTELLA et al.
(2002) e LARSEN et al. (2001) resultaram na descoberta de outra
espécie produtora P. nordicum, sendo os unicos produtores da
micotoxina no género, até o presente momento. Essas espécies sdo
consideradas produtoras de OTA em climas frios e temperados.

No género Aspergillus, as espécies ocratoxigénicas encontram-se
disseminadas por vdrias segcdes. Até o inicio da década de noventa
acreditava-se que a producdo de OTA estava circunscrita a seccdo
Circumdati (A. ochraceus e espécies afins como A. sulphureus e A.
sclerotiorum) e A. alliaceus (e seu teleomorfo, Petromyces alliaceus),
mas UENO et al. (1991) descobriram uma estirpe ocratoxigénica de A.
foetidus, da seccdo Nigri do subgénero Circumdati. ABARCA et al
(1994) isolaram duas estirpes de Aspergillus niger, outra espécie da
sec¢do Nigri, capazes de produzir OTA em cultura. A. carbonarius foi
citado por HORIE em 1995, como produtor de OTA. Samson e
colaboradores descreveram duas espécies novas na seccio Nigri capazes
de produzir OTA: A. sclerotioniger e A. lacticoffeatus, (provisoriamente
aceitas na seccdo Nigri), ambas isoladas de café (SAMSOM et al,
2004). Virios estudos confirmam a biossintese da OTA a partir de
espécies referentes a secao Nigri (MITCHEL et al., 2004; SAMSON et
al., 2004; TANIWAKI et al., 2003; DALCERO et al., 2002; ACCENSI
et al., 2001; URBANO et al., 2001; VARGA et al., 2000; TEREN et al.,
1996).

De acordo com RINGOT et al. (2006) a via biossintética para
OTA ainda ndo estd completamente estabelecida. Porém, experimentos
utilizando precursores marcadores Cc" e C" mostraram que a
fenilalanina € originada a partir do dcido shikimico (via shikimato) e da
dihidro-isocumarina (via do pentacetideo). A Figura 3.10 descreve a
biossintese da OTA.

A primeira etapa na sintese da isocumarina consiste na
condensacdo de uma unidade de acetato (Acetil-CoA) com quatro
unidades de malonato. CALAGHAN et al. (2003) mostraram que essa
etapa requer a acdo de uma policetideo sintase. A partir da acetil-CoA
ocorre a formagdo da meleina, com a adi¢do de uma carboxila temos a
sintese da OTP. Em seguida, com a agdo da cloroperoxidase, um dtomo
de cloro € incorporado formando a OTa. Finalmente, a ocratoxina A
sintase catalisa a ligacdo da OTa a fenilalanina.
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Figura 3. 10 - Biossintese de ocratoxina A

Fonte: Ringot et al. (2006)

3.10.3 Determinacdo da produgdo de OTA por fungos

A producdo de micotoxinas por estirpes fingicas em cultura pura
¢ efetuada em condi¢des padronizadas, tanto para estudo taxondmico

quanto para realizar

um rastreio. Os meios de cultura comumente

utilizados sdao YES ou CYA, com incubagdo a 25 °C, durante 07 dias
(SAMSOM & PITT, 2000 e KLICH, 2002).
Para o rastreio de fungos por metabolitos secundérios, os métodos
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cromatograficos sdo os mais populares, em particular a cromatografia
em camada delgada (TLC) e a cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC) ou a cromatografia gasosa (GC). O GC € usado principalmente
para andlise de tricotecenos tipo A. Em TLC a identificacdo dos
compostos se da pelo seu factor de retencio (Rf), que é dado pela razio
entre a distAncia (cm) migrada pelo composto e a distancia total migrada
pelo solvente, e pela cor dos metabdlitos a diferentes comprimentos de
onda (visivel, UV). Existem bases de dados com o Rf e cor dos
metabdlitos, que podem ser usadas para identificacdes presuntivas
(PATERSON & BRIDGE, 1994), bem como padrdes para algumas
micotoxinas, que sdo usadas para fins comparativos. As principais
vantagens do TLC sdo o seu baixo custo e a sua rapidez. As principais
limitagdes sdo: limite de deteccdo relativamente elevado, a falta de
precisdo e quantificacdo limitada. Estas limitacdes sdo compensadas
quando se faz a determina¢io por HPLC com detec¢do por fluorescéncia
ou UV.

A Figura 3.11 apresenta dois fatores relevantes para o uso de
método cromatografico, com relacdo a avaliacdo do cromatograma, que
€ a limpeza do extrato da cultura e a auséncia de interferentes.
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Figura 3. 11 - Cromatograma de uma estirpe de A. niger var. niger apds 7 dias
de incubacdo em CYA (12,3ug.g"), usando metanol como solvente. Tempo de
retencdo da OTA = 6,5 min, em detec¢@o por fluorescéncia.

Fonte: Bragulat et al. (2001)
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3.10.4 Micobiota e espécies ocratoxigénicas em uvas

DA ROCHA ROSA et al. (2002) apds avaliagdo de uvas
brasileiras e argentinas, registram a presenca de estirpes de A. niger, A.
carbonarius e A. ochraceus (este ultimo somente no Brasil), P.
verrucosum nio foi isolado.

Na Espanha e Franga A. carbonarius foi a tnica espécie da secdo
Nigri produtora de OTA (BAfJ et al. 2005; SAGE et al. 2002, 2004). Na
Italia durante as safras 1999-2000, nove vinhedos foram rastreados com
uma baixa incidéncia do género Penicillium spp. (ndo houve registro de
P. verrucosum), em relagdo ao género Aspergillus (se¢cdo Fumigati,
Circumdati e Nigri), houve o predominio da se¢do Nigri e producio de
OTA pelas espécies A.niger e A. carbonarius, a presenca de A.
ochraceus foi observada; (BATTILANI et al. 2003a; BATTILANI &
PIETRI, 2002). Em Portugal em avaliacdo de vinhedos nas safras de
2001 a 2003 observou-se a seguinte frequéncia dos géneros:
Cladosporium, Alternaria, Botrytis, Penicillium e Aspergillus.
Epicoccum nigrum, Aureobasidium pullulans, Rhizopus, Stemphylium,
Ulocladium, sendo que Trichoderma e Trichothecium roseum foram
detectados em menos de 1% das bagas analisadas. A habilidade de
producio de OTA foi detectada nas culturas de A. alliaceus, A.
carbonarius e agregados A. miger. A producio de OTA foi
predominante para A. carbonarius (SERRA et al. 2005).

A Tabela 3.5 elenca uma série de trabalhos realizados em
diversos paises com relagdo a incidéncia fuingica nas uvas no periodo da
vindima, (com exececdo do estudo feito por ROMERO et al. (2005) que
avaliou uva passa); utilizando prinicipalmente o 4gar DRBC como meio
de cultivo e a técnica de semeadura direta sem desinfeccdo. Observou-se
um minimo de 6 e um maximo de 27 géneros isolados, com predominio
de Aspergillus, Alternaria, Cladosporium e Botrytis.
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3.10.5 Micobiota e incidéncia de OTA em uvas viniferas produzidas na
América do Sul

O maior numero de referéncias encontradas com relagdo a
micobiota de uvas, com conseqiiente énfase em investigacdo a estirpes
produtoras de OTA é procedente da Argentina. MAGNOLI et al
(2003), avaliaram a micobiota e o potencial para producido de OTA em
50 amostras de uvas de vinifera, incluindo Malbec, Chardonnay, Merlot,
Cabernet e Bonarda, provenientes da regido de Mendoza na vindima de
2001; A presenca de sete géneros de fungos filamentosos foi observada
com predominio de espécies de Alternaria alternata em 80% das
amostras e espécies de Aspergillus em 70% das uvas amostradas, as
espécies preponderantes foram: A. niger var. niger e A. flavus, com
incidéncia de 61 e 17%, respectivamente. Outras espécies incluindo: A.
niger var. awamori, A. foetidus e A. candidus foram isoladas em menor
frequéncia. De um total de 63 estirpes de Aspergillus, section Nigri
isoladas, 26 apresentaram perfil ocratoxigénico, as concentracdes
detctadas variaram de 2 a 45 ng.mL".

Magnoli et al. (2004) realizaram um rastreio em 50 amostras de
uvas-passa (31 tintas e 9 brancas) obtidas em mercados nas Provincias
de San Juan e Mendoza. Nesse estudo as espécies do género Aspergillus
foram predominantes. Seis espécies da se¢do Nigri foram isoladas de
ambos tipos de frutas, com maior frequéncia nas uvas tintas.

Para o Brasil, até o presente momento, a Unica avaliacdo foi
efetuada em parceria por pesquisadores brasileiros e argentinos, sendo
apresentado por DA ROCHA ROSA et al. (2002) que relatam o rastreio
a micobiota de uvas V.vinifera nas vindimas de 1997-1998, na regides
da Campanha (Brasil) e de Mendoza (Argentina). Os géneros detectados
para ambas regides, encontram-se classificados em ordem decrescente e
sdo apresentados na Tabela 3.6:

No mesmo trabalho, a incidéncia de estirpes ocratoxigénicas foi
avaliada, onde a producio de OTA foi observada nas seguintes
concentragdes: que variaram de 18 a 2900 pg.mL’1 (isolados de uvas
brasileiras) e 32 a 77 pg.mL’' (isolados de uvas argentinas). A
distribuicdo das espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium isoladas
e identificadas para os dois paises (regides da Campanha- Brasil e
Mendoza- Argentina) é demonstrada na Tabela 3.7:
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Tabela 3.6 — Distribuicdo da micobiota em amostras de uvas brasileiras
e argentinas (safras 1997/1998).

BRASIL ARGENTINA
(Campanha) (Mendoza)
Aspergillus spp. Leveduras
Botrytis spp. Aspergillus spp.
Penicillium spp. Botrytis spp.
Phytophtora spp. Penicillium spp
Moniliella spp. Geotrichum spp.
Fusarium spp Cladosporium spp.
Alternaria spp Fusarium spp.
Cladosporium spp. Moniliella spp.

Alternaria spp.

Tabela 3.7 — Distribuicdo de estirpes dos géneros Aspergillus e
Penicillium isolados de amostras de uvas brasileiras e argentinas (Safras
1997-1998).

BRASIL ARGENTINA
(Campanha) (Mendoza)
A.niger A.niger

A. carbonarius A. flavus.
A. flavus A. uestus
A. ochraceus P. crysogenium
A.terreus P. decubens
P. decubens P. glabrum
P. citrinum

CHULZE et al. (2006) relatam que um levantamento foi efetuado
no Uruguai para avaliar a micobiota de 2 variedades de vinifera, sendo
elas: Tannat e Cabernet Sauvignon durante os diversos estigios da
producdo da safra de 2003 - 2004 (Bettucci, comunicac¢do pessoal),
espécies de Aspergillus foram isoladas com baixa freqiiéncia e as
maiores espécies isoladas foram: A. alternata, Cladosporium
cladosporioides and Epicoccum purpurascens. Entre as espécies de
Penicillium: P.chrysogenum, P. minoluteum e P. decumbens foram as
mais frequentemente isoladas. Botrytis cinerea foi encontrada com alta
freqiiéncia na vindima.

Quando estudos relacionados & micobiota das uvas, sob o ponto
de vista do potencial ocratoxigénico sdo avaliados, percebe-se que o
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género Aspergillus predomina na micobiota do campo. Espécies de A.
ochraceus sao encontradas com baixa incidéncia e, estirpes pertencentes
a se¢do Nigri sdo os maiores colaboradores. O A. carbonarius, entre as
espécies dessa secdo, € quem tem apresentado melhor perfil
ocratoxigénico quando avaliado in vitro.

3.10.6 Ocratoxina A em vinhos

A descoberta de OTA em vinhos foi feita por ZIMERLI e DICK
(1995), quando vdrios alimentos foram analisados quanto a presenca de
OTA, entre os quais cerveja (7 amostras), vinhos (18 amostras: 10
tintos, 6 rosé e 2 brancos) e café (20 amostras). Reportando a OTA em
vinhos, principalmente em vinhos tintos, nas concentra¢des de 10 - 20
ng/L. confirmaram a presenca deste contaminante em sucos de uva e
vinhos . Novamente, ZIMMERLI & DICK (1996) confirmaram a
presenca da micotoxina em suco de uvas e em vinhos; a OTA foi
detectada em niveis de 3 a 451 ng/L.

MIRAGLIA & BRERA (2002) relatam um estudo feito para
estabelecer a exposicdo didria da populacdo europeia 2 OTA. Entre os
treze paises da Unido Europeia, dez registram dados de presenca de
OTA no vinho em 59% de um total de 1.470 amostras analisadas. O
Norte Europeu apresentou 50,3% de amostras positivas em um total de
835 amostras, enquanto o Sul Europeu foi responsdvel por 72,3% do
total de 625 amostras. Vinhos tintos apresentaram valores de OTA
superior em relacdo as outras classes de vinho.

SHUNDO et al. (2006) analisaram 34 amostras de vinhos
importados (Argentina, Chile, Uruguai, Itdlia, Portugal, Espanha e
Africa do Sul) adquiridos em lojas especializadas em Sdo Paulo, das
quais 18 foram positivas, onde observaram alta incidéncia com baixos
niveis de OTA, com niveis variando entre 0,03 a 0,32 ng.mL’l.

OTTENEDER & MAIJERUS (2000) analisaram varia amostras
de vinho e confirmaram as observacdes prévias de Zimmerli e Dick, de
que a frequéncia de contaminacio e elevacdo dos niveis de OTA do
vinho branco para o tinto, sendo os vinhos tintos origindrios do sul da
Europa os mais contaminados. A Tabela 3.8 descreve o nimero de
amostras analisadas, bem como o pais de origem.
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Tabela 3.8 - OTA em amostras de vinhos brancos e tintos procedentes
da Franca, Alemanha e Itdlia.(adaptagdo de Otteneder e Majerus
(2000)).

Branco Tinto
Pais de origem Alemanha Italia Alemanha  Franca Italia
e Franca
N° amostras 44 18 30 108 71
Amostras com
niveis detectaveis 15 44 23 32,5 70
(%)
Valor médio 0012 0054 0,022 0,065 0,673
(ng/l
Minimo (png/1) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Maiximo (ug/l) 0,04 1,36 0,23 0,625 2,93

3.10.7 Ocratoxina A em uvas e vinhos: Panorama na América Latina

O referenciamento sobre a condi¢do da OTA em uvas e vinhos na
América Latina € ainda pouco conciso, visto que o nimero de relatos
ainda € pequeno e regionalizado. A Argentina € o pais que mais realizou
trabalhos em relagc@o a presenca de OTA em uvas, porém, os trabalhos
encontrados referem-se, somente a regidio de Mendoza. Quando
referimo-nos ao Brasil a condicdo da investigacdo em uvas € ainda mais
escassa, como citado no item 3.10.4., apenas uma referéncia foi
encontrada. Quanto ao Chile e Uruguai, nenhuma referéncia foi
observada até o presente momento.

Em relacdo a investigacdo de OTA em derivados de uva foram
encontradas somente duas até o presente momento, a primeira foi a de
ROSA et al. (2004) que realizaram um levantamento em 106 amostras
(sucos, polpas congeladas e em vinhos branco, tinto e ros€), de produtos
de origem brasileira, chilena e argentina, obtidos em mercados no Rio
de Janeiro. A OTA foi detectada em 29% dos sucos € em 12,5% das
polpas congeladas, os niveis oscilaram entre 21 a 100 ng.L"'. Entre as
amostras de vinho, os tintos apresentaram niveis mais altos. Cerca de
24% das amostras foram positivas para OTA, com concentragdes na
faixa de 28,3 a 70 ng.L"' (o limite de detec¢do do método foi de 21 ng.L”
Y. As amostras de origem chilena foram as que apresentaram os valores
mais elevados de OTA.

A segunda referéncia ¢ de SHUNDO et al. (2006) que analisaram
OTA em 38 amostras de suco de uva (onde 100% das amostras foram
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negativas). Os mesmos autores analisaram um total 45 amostras de
vinhos tintos produzidos na América do Sul, onde para um total de 29
vinhos brasileiros, nove foram positivas, sendo duas da Regido Sul (0,10
— 0,24 ng.mL’l) e sete da Regido Norte (0,36 — 1,33 ng.mL'l),
representando 6,9% e 100%, respectivamente, do total amostrado por
regido. Os vinhos da América do Sul apresentaram baixa frequéncia e
incidéncia, porém, quando as amostras do Brasil sdo comparadas as do
Chile (ndo detectado), Uruguai ( >0,03 ng.mL’l) e Argentina (>0,03
ng.mL") observa-se que os indices brasileiros sdo muito superiores.
Porém, mesmo estando com valores bem inferiores ao preconizado pela
Unido Europeia que é de 2,0 ng.mL", sendo clara a necessidade um
rastreio a OTA nas uvas e o monitoramento do processo de elaboracio
do vinho nas regides brasileiras em questao.

A Tabela 3.9 apresenta de forma mais detalhada os niveis de
ocratoxina A detectados nas 101 amostras de vinhos acima descritos:

Tabela 3.9 - Ocorréncia e freqiiéncia de OTA em vinhos tintos do Brasil
e de outros paises.

Amostras Amostras .
Variacao de

Pais analisadas  detectadas 1
(N°) (%) OTA (ng.mL")
Brasil Regido Sul 22 02 (6.9) 0,10-0,24
Regido Nordeste 07 07 (110) 0,36 - 1,33
Chile 07 0 ND
Argentina 06 01 (16,7) >0,03
Uruguai 03 01 (33,3) >0,03
Franca 05 03 (60) 0,20 - 0,29
Ttélia 05 05 (100) 0,03-0,32
Portugal 05 05 (100) 0,03 -0,25
Espanha 02 02 (100) 0,07 -0,12
Africa do Sul 01 01 (100) >0,03

3.10.8 Detecgdo de ocratoxina A em uvas e vinhos

A metodologia referéncia para vinhos EN14133 encontra-se
descrita no European Comunitee Standard (2003) e compreende a
metodologia de andlise da OTA envolvendo os estdgios de extragdo
(efetuada com solventes organicos em meio dcido), purificagdo (colunas
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de extracdo em fase solida (SPE) ou por colunas de imunoafinidade),
andlise por HPLC de fase reversa, principalmente na detec¢do por
fluorescéncia. H4 trés métodos usuais para confirmacgéo de identidade de
OTA: metilacdo (formacdo de metil-ester), formagdo derivativa de
amdnia e confirmagdo por LC-MS. As diferentes metodologias
utilizadas por diversos pesquisadores encontram-se citadas na Tabela
3.10 que foi elaborada por SERRA (2005):
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3.10.9 Degradagdo da Ocratoxina A

A OTA € um composto muito estdvel que pode ser hidrolisada
completamente através do aquecimento sob refluxo por 48 horas em
HCl 6M (VAN DER MERVE et al 1965) ou pela enzima
carboxipeptidase (PETERI et al. 2007; ABRUNHOSA et al. 2006) em
L-B-fenilalanina e ocratoxina alfa (OTa).

Virios autores reportam que OTo apresenta menor toxicidade.
Por exemplo, XIAO et al. (1996) observaram esse fendmeno em células
de ratos e camundongos. LI et al. (1997) verificaram que a meia-vida da
OTA no corpo é de 103 horas, enquanto a meia-vida da OTo é de 9,6
horas. A OTa mostrou-se pelo menos 100 vezes menos téxica que a
OTA em cultura de células cerebrais.

A OTA (Cy0H;sNCIOg) possui uma massa molecular de 403,0823
g, enquanto a OTa (C;;H¢ClOs) tem uma massa molecular
correspondente a 256,0139 g. (NIELSEN & SMEDS GAARD, 2003). A
Figura 3.12 apresenta as férmulas estruturais da OTA e dos produtos da
hidrélise em OTa e fenilalanina:

OH 0 PR '
H
= Ha
ooH O - <> o,
; CH, |

Ocratoxina A Ocratoxina o Fenilalanina

Figura 3.12 - Representagido estrutural da OTA e dos produtos de hidrélise em
OTa e fenilalanina.

Visando a remog¢do de OTA em escala laboratorial, vérios
métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos tem sido propostos: uso de
adsorventes como carvao ativo e aluminosilicatos (HUWIG et al. 2001),
0zonio (McKENZIE et al. 1997), peréxido de hidrogénio (FOULER et
al. 1994). Muitas dessas alternativas s@o de pouca aplicabilidade pratica,
por serem de alto custo, baixa efetividade ou ainda, por provocarem
alteracdes significativas nas propriedades nutricionais e sensoriais nos
produtos submetidos a descontaminagao.

3.10.9.1 Degradacdo da OTA por meios biologicos

A degradacdo da OTA em escala laboratorial por meio de
recursos biolégicos, utilizando diferentes microrganismos ou suas
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enzimas tem sido relatada varios autores, dentre eles estao as bactérias
(HWANG & DRAUGHON (1994), leveduras (PETERI et al. 2007 e
SCHATZMAYR et al. 2003) e fungos filamentosos (VARGA et al
2005 ¢ ABRUNHOSA et al. 2002). Bactérias laticas tém tido sua
habilidade de degradacdo testada em produtos licteos (SKRINJAR et al.
1996).

A capacidade de degradacdo de OTA por enzimas comerciais tem
sido relatada em alguns estudos. STANDER e colaboradores (2000) que
efetuaram um rastreio em 23 lipases e esterases comerciais, mostrando
que somente a lipase A do A. niger (Amano) foi hdbil em hidrolisar
OTA em OTa e fenilalanina. ABRUNHOSA et al (2006), investigaram
14 proteases comerciais, quanto a capacidade de hidrolisar OTA em
OTo, em sistema tampdo. Dentre elas, apenas trés apresentaram essa
atividade, sendo elas: Protease A® do A. niger (Amano), Pancreatina®
(Biocatalystis) e Prolive PAC® do A. niger (Lyven). A enzima prolive
PAC apresentou uma inibi¢ao (68,3%) na hidrélise de OTA pelo PMSF
(fenil-metil-metano-sulfonil), sugerindo que a atividade da enzima na
OTA se deva a uma serina-protease.

3.10.9.2 Remogdo da OTA em derivados de uva

A OTA em funcdo da sua estabilidade, oferece resisténcia a
diversas formas de processamento das uvas, inclusive a processos
fermentativos, sendo encontrada em varios de seus derivados, tais como:
vinhos, vinagres e sucos.

Os sucos de uva, principalmente quando elaborados com uvas
tintas, podem também apresentarem niveis de OTA superiores aos
observados em vinhos. O suco de uva pode ser uma importante fonte de
ingesta de OTA, tendo em vista que o seu consumo é bem maior que o
de vinhos, e as criangas representam o maior nimero de consumidores
(VARGA & KOZAKIEWICZ, 2006; MIRAGLIA & BRERA, 2002 e
ZIMMERLI & DICK, 1996).

BEJAOUI et al. (2004) registram que nenhum estudo prévio
sobre a remocdo de OTA por meio biolégico, de produtos de uvas havia
sido encontrado até o momento de seus experimentos. A remogdo de
OTA em meio YPG (levedura peptona glucose — pH 5,0) e em meio
sintético de uva (ambos com [OTA inicial] = 2,0 ug.mL"' — pH 3,8) foi
testada utilizando 6 cepas de S. cerevisae de uso enoldgico. A melhor
performance de remocdo ocorreu para todas as cepas em YPG (mdximo
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de remocdo = 45%) quando comparadas ao meio de uva sintético
(médximo de remoc¢do = 35%), porém, ressaltam que nenhum produto de
degradacdo foi observado, sugerindo que a remogdo se deu por
adsorcdo. Eles ainda relatam que o aumento na adsorcdo da OTA pode
estar explicado pela ionizacdo do grupamento amino da molécula de
OTA, que é favorecida no meio acido usado.

A remocdo da OTA por processo de adsorcdo em vinho por 8
cepas de S. cerevisae de uso enoldgico foi obtida com percentuais de
remogdo entre 52,1% e 70,13% para os vinhos tintos (CECCHINI et al.
2006).

BEJAOUI et al. (2006b) investigaram a capacidade de 40 estirpes
de Aspergillus da secdo Nigri em degradar OTA em CYB (caldo
czapeck extrato de levedura) e em suco de uva sintético, contendo
concentracdes iniciais de OTA = 2,0 mgL'. A capacidade de
degradacdo de OTA das distintas estirpes foi diferente para o mesmo
isolado, dependendo do meio. A degradacdo foi maior no meio de uva
sintético do que em CYB e, pode estar atribuida ao melhor crescimento
fingico no meio sintético. Os autores salientam que nenhum dado tem
sido mostrado na literatura relacionado a presenca da enzima
carboxipeptidase (habil em hidrolisar OTA em OTa) em representantes
do género Aspergillus.

3.11 Patulina

A patulina é uma micotoxina produzida por espécies dos géneros
Penicillium, Aspergillus e Bissoclamys, comumente presentes em frutas
citricas e produtos de origem vegetal, particularmente, macds e seus
derivados (PIEMONTESE, 2005). Na década de 1940, esse metabdlito
secunddrio foi isolado inicialmente como um antibiético, porém, estudos
posteriores apontaram que a patulina ndo apresentava toxicidade
somente para fungos e bactérias, mas também para plantas superiores e
animais. Estudos investigativos relacionados aos efeitos nocivos da
patulina sobre a saide humana tém sido inconclusivos, mas poucas sao
as ddvidas quanto ao risco potencial inerente a contaminagdo de
produtos alimenticios pela patulina (MOAKE et al. 2005).

A patulina [4-hydroxi-4H-furo[3,2¢] pirano-2(6H)-lactona] € uma
substincia cristalina incolor com peso molecular de 154 Daltons e ponto
de fusdo a 111°C. E soldvel em dgua, etanol, acetona, acetato de etila,
acetato de éter e cloroférmio, mas € insolivel em éter de petrdleo e
benzeno, e € estavel ao calor de processamento a pH <6,0 (MAJERUS
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& KAPP, 2002). A férmula estrutural da patulina é demonstrada na
Figura 3.13.
0

N

[0 oH
Figura 3.13 - Férmula estrutural da patulina.

3.11.1 Biossintese da patulina

A patulina é produzida principalmente por espécies dos géneros
Aspergillus e Penicillium (SABATER-VILAR et al. 2004), embora
possa ser produzida por outros géneros como Byssochlamis (SAMSON
et al, 1996; ROLAND & BEUCHAT, 1984) e Alternaria (GILBERT &
POHLAND, 2003). Penicillium expansum é seguidamente referido
como a maior responsdavel pela producdo de patulina (FRISVAD &
THRANE, 1996). A Figura 3.14 descreve a via sintética da micotoxina
mostrando os metabdlitos intermedidrios e enzimas relevantes
envolvidos na sua biossintese.

CH, CH, CH,OH
Acetyl Cod Mz Ll mcresl
snihase O COH decarboxnasg 2 hpdromplase
3 Malonyl Cos 4 O
CH OH “oH
Etertilsalicylic acid m-cresl r-hydronybenzyl aleohal
-y Bz
a\canouyde»yimgenase
o CHO HO CH,Or
‘e O
/ OH “GH

OH r-hydraiybenzaldehyde gentisyl alcohol
[e]

HO CHO
Patulin \ @ /

o
o
H ﬁ/ H
N "
¢ cron

o dentisaldshyde
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2 =, T T
! i
¢ oo . S
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(E)-ascladiol neopatuln Phylostin isnepxoydon

Figura 3. 14 — Via biossintética da patulina e seus intermedidrios
Fonte: Adaptado de MOAKE et al. (2005)
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De acordo com MOAKE et al. (2005) a biossintese da patulina
estd bem elucidada e envolve uma sériede reacdes redox e de
condensacdo, muitas, sendo todas sdo catalisadas por enzimas. A sintese
€ iniciada com a condensacgdo de 1 unidade Acetil Co-A (coenzima A) e
3 unidades de Malonil Co-A em &4cido-6-metilsalicilico (6-MSA) pela
enzima 6-MSA sintetase. O proximo estiagio envolve a conversdo de 6-
MSA em m-Cresol via acdo da 6-MSA descarboxilase. O m-cresol é
entdo convertido em m-Hidroxibenzil d4lcool pela M-cresol 2-
hidroxilase. A préxima etapa é considerada entre dois mecanismos
principais. Ambas concordam que m-Hidroxibenzil dlcool ¢é
eventualmente convertido em Gentisaldeido ou m-Hidroxibenzaldeido.
Segundo GAUCHER (1975), ambas reacdes sdo possiveis, com
favorecimento para m-Hidroxibenzaldeido. O Gentisaldeido tendo sido
formado € entdo convertido a Isoepxidon por uma Isoepxdon
desidrogenase. Isoepxidon € transformado em Fillostina, Neopatulina,
E-ascladiol e finalmente em Patulina.

3.11.2 Riscos a satide frente a exposicdo a patulina

Nos ultimos 50 anos a avaliacdo dos riscos representados pela
patulina a saide humana estd baseada em um amplo nimero de estudos
realizados. A toxicidade da patulina tem sido comprovada para animais,
mas para humanos ainda nio estd completamente elucidada. Os efeitos
agudos, cronicos e ao nivel celular, encontram-se resumidos na Tabela
3.11:

Sintomas agudos, como: agitacdo, congestdo pulmonar,
inflamacdo e hemorragia intestinal (MAHFOUD et al. 2002; HAYES et
al. 1979). Efeitos neurotoxicos, imunossupressores, teratogénicos e
carcinogénicos, t€m sido reportados como sintomas cronicos
(WICHMANN et al. 2002; HOPKINS, 1993 e ROLL et al. 1990).
SABATER-VILAR et al. (2004) relatam a ocorréncia simultinea de
uma neurotoxicose fatal em diferentes rebanhos de gado de corte na
regido de Flanders — Bélgica associada a contamina¢do por patulina da
alimentacdo destinada a nutricdo desses animais, onde a espécie flingica
predominante foi o A. clavatus.

Em fungdo das evidéncias continuas dos efeitos negativos da
patulina, muitas agéncias reguladoras estabeleceram limites para a sua
concentra¢do em alimentos, na Unido Europeia o limite permitido € de
50ug.L"' (MAJERUS & KAPP, 2002). O Brasil infelizmente ainda ndo
dispde de regulacdo para patulina em frutas e seus derivados.
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Tabela 3.11 — Sintomas agudos e cronicos e alteracdes celulares
provocados pela patulina.

Sintomas agudos Sintomas cronicos Alteracdes a nivel
celular
Agitacdo, convulsoes, Genotoxicidade, Rompimento da
dispneia, congestio neurotoxicidade, membrana plasmadtica,
pulmonar, edema, imunotoxicidade, inibi¢do da sintese de
hiperemia, distencdo imunossupressao, proteinas, interrup¢do da
do trato carcinogenicidade e transcri¢do e traducao,
gastrintestinal, ndusea, teratogenicidade inibicdo da sintese de
degeneracdo de DNA, inibicdo do
células epiteliais, transporte de Na*
inflamacdo intestinal, acoplado aminodcido,
hemorragia intestinal inibi¢do da producao de
e ulceracdo de interferon-y, inibigao

de varias enzimas (RNA
polimerase, Aminoacil-
tRNA sintetases, misculo
aldolase, NA-K ATPase,
urease), perda de
glutationa livre, formacao
de crosslink entre
proteinas, inibicao da
prenilag@o de proteinas
Fonte: Adaptado de MOAKE et al. (2005).

3.11.3 Presenca de patulina em frutas

Com relacdo a incidéncia de patulina em frutas, a Food and Drug
Association (FDA), reserva especial atencdo a macas e seus derivados
nao-fermentados (USFDA, 2004) em funcdo da frequéncia com que é
detectada. Porém, Estirpes produtoras de patulina t€ém sido isoladas de
uma série de vegetais e frutas incluindo magas, uvas, cerejas, péras,
damascos, péssego, ameixa (LUGAUSKAS et al. 2005; HARWIG et al.
1978 e HARVEY et al. 1972).

SCOTT et al. (1977) detectaram patulina em suco de uvas
elaborados a partir de uvas podres, sendo uma das primeiras
micotoxinas a serem detectadas em sucos de uva. A toxina foi detectada
em uvas passa origindrias do Chile na concentracio de 12,0 pg.Kg"
(DELAGE et al. 2003).

MAJERUS & KAPP (2002) em uma avaliacdo da ingestdo de
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patulina pela populacdo dos membros da Unido Européia reportam que
as categorias sidra e mosto fresco de uvas ndo sdo homogéneas, onde
diferentes graus de fermentacdo e adicdo de didéxido de enxofre podem
ter um importante papel; valores extremos podem ser somente de
importancia local e sazonal. Os mesmos autores relatam que em um
total de 324 amostras de sucos e mosto de uva que foram analisadas por
3 paises: Austria, Bélgica e Alemanha, 39,5 % das amostras foram
positivas. Os valores observados estdo dispostos na Tabela 3.12:

Tabela 3.12 — Niveis de contaminagdo de patulina (ug.L'1) de um total
de 324 amostras de sucos e mostos de uva, procedentes da Austria,
Bélgica e Alemanha.

N° N (%) N° (%)
amostras
Produto amostras 25-50 amostras amostras amostras
4 >25pugL!' >50pg L’ >50pgL’
pg.L
Suco de 160 14 8,8 0 0
uva
Mosto 164 14 23 24 15
de uva

Fonte: Adaptado de MAJERUS & KAPP (2002)

ABRUNHOSA et al, (2001) testaram a habilidade de estirpes de
P. expansum isoladas de uvas portuguesas, em agar YES (sacarose
extrato de lavedura), onde uma pequena percentagem dos isolados
(20%) foi positiva, porém quando testadas em dgar GJ (suco de uva) o
percentual de isolados positivos (65%) foi significativamente maior.
Outros autores também relatam a capacidade de produgdo de patulina
por estirpes do género Penicillium isoladas de uvas (HARWIG et al.
1978 e SOMMER et al. 1974).

IHA & SABINO (2007) realizaram um rastreio em 130 amostras
de bebidas a base de magas (sucos, néctar e bebidas a base de soja),
onde observaram baixa incidéncia (3%) e niveis nas amostras (3 a 7
pg.L’l), nenhuma apresentou concentra¢do superior a 7 pg.L’l. Porém,
uma fiscalizagdo constante é recomendada, tento em vista que a
ocorréncia dessa micotoxina depende de muitos fatores.

Embora a presenca da patulina esteja mais comumente associada
a macis e seus derivados, os estudos devem continuar a investigar e
monitorar outras variedades de frutas e produtos vegetais para garantir
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que medidas de controle de patulina sejam aplicadas a todos os produtos
onde uma ameacga existe (MOAKE et al. 2005).

3.11.4 Degradacao da patulina

Estudos biolégicos demonstraram que a patulina € quase
totalmente degradada durante o processo de fermentacdo por leveduras,
atingindo taxas de remocdo de até 90%. (KARLOVSKY, 1999;
BURROUGHS, 1977 e HARVIG et al. 1973). Mas, esse controle
efetivo € limitado & produtos que sdo submetidos a fermentacio.
Portanto, a determina¢do de patulina em uvas, serve como indicador no
controle qualidade de matéria-prima para vinificacdo e de controle de
produto final para uvas-passa e de mesa.

MCcKENZIE et al. (1997) em uma investigacio quanto a
degradacdo de patulina por processo de oxidacdo utilizando solucdo
aquosa de ozdnio a 10% relataram a completa degradacio em 15
segundos. A toxina é gradualmente destruida durante a estocagem na
presenca de sulfitos, grupos sulfidrila e dcido ascérbico (TRUCKSESS
& TANG, 1999). A redugdo significativa do crescimento de
Bissochlamys nivea e da produgdo de patulina através da adi¢do de 75
mg.L'de SO,, 150 mgL" de sorbato de potdssio e 500 mg.L"' de
benzoato de sédio em sucos de maca foi observado por ROLAND &
BEUCHAT (1984). VARGA et al. (2005) relatam em um estudo sobre a
degradacdo de micotoxinas por fungos fungos filamentosos que, além de
isolados de Rhizopus, a patulina também foi degrada por isolados de A.
niger e A. fumigatus (dados ndo mostrados para as espécies de
Aspergillus). MOSS & LONG (2002) sugeriram que o produto de
degradacdo seja ascladiol.

3.11.5 Detecgdo de patulina

Os primeiros métodos para a determinagdo de patulina em suco
de macad utilizavam TLC (cromatografia em camada delgada) e o
método de TLC oficial da AOAC (método 974.18) se baseia na extragio
com acetato de etila e limpeza em coluna de silica gel, com um limite de
deteccdo de aproximadamente 20 mg.L”'. Os métodos de TLC vém
sendo substituidos por técnicas de HPLC, por consumir menos tempo,
apresentar maior resolugdo de um contaminante comum, 5
hydroxymethylfurfural (HMF) e alcancar maior sensibilidade. Essas
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consideracdes foram efetuadas em revisdo de metodologia de patulina
realizada por KUBACKI em 1986, apud SHEPHARD & LEGGOTT
(2000).

De acordo com MOAKE et al. (2005) para deteccio de patulina
em frutas e seus derivados a metodologia mais utilizada é preconizada
pela AOAC para suco de magd (995.10). Essa metodologia envolve os
seguintes procedimentos: extracio (com acetato de etila), limpeza (com
extracdo em liquido-liquido utilizando uma solucdo de carbonato de
sddio), purifica¢do (o acetato de etila contido é extraido com sulfato de
s6dio anidro, os solventes sdo evaporados em corrente de azoto e o
residuo seco ressuspenso em dgua acidificada a pH 4, com 4cido
acético) e deteccao (através de HPLC, com detector UV a 276 nm) ou
DAD (disposi¢éo fotoelétrica). O uso de DAD serve para distinguir a
patulina de compostos co-extraidos (5-hidroxi-metil-furfural - MHF) .

SHEPHARD & LEGGOTT (2000) definem que o método de
HPLC com deteccdo de UV é rdpido e confidvel, e tem sido aplicado a
um nimero diferente de matrizes. Como tal, € o método geral de escolha
para determinagdo e monitoramento rotineiro de niveis de patulina,
embora métodos de TLC e GC sejam utilizados. Os aperfeicoamentos
futuros provavelmente serdo apontados para confirmacdo de baixos
niveis de patulina por espectrometria de massa e no desenvolvimento de
anticorpos especificos para patulina para aplicacio de ensaios
empregando immunosorbentes ou em colunas de immunoafinidade para
limpeza.

3.12 Acido Glucénico

O 4cido glucdnico e seus sais sdo amplamente empregados em
vérios ramos da industria, tais como: farmacé€utica, alimenticia, quimica,
téxtil entre outras, portanto, apresenta grande relevancia nesses setores.

CARIDIS et al. (1991) descrevem a biotransformagéo de B-D-
glicose (C¢H,0¢) para 4cido gluconico (C¢Hi,05), que ocorre a partir
de uma reacdo oxidativa catalisada pela enzima glicose oxidase (GOD)
através de oxigénio molecular para D-glucono-1,5-lactona (C¢H207) e
peréxido de hidrgénio (H,O,). O H,0O, é decomposto em dgua e
oxigénio pela acdo da enzima catalase presente em céluas vivas O
mecanismo global descrito por Chmurny & Chmurny (1996) apud LIU
et al. (1999) € apresentado pela Figura 3.15:
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Desenvolvimento celular = CgH,0g + biomassa + O, — biomassa
Oxidacao da glicose & CoHi206+ O —222 5 CgH1006 + Ho02
Hidrélise da gluco-lactona = CgH10Og+ HO — CgH1207

Decomposicio do peréxido = H,0, _°@2%_ | 2H,0 + O,

Figura 3.15 - Reacdes envolvidas na biossintese do dcido gluconico.

As fontes mais comuns da enzima GOD nos fungos filamentosos
pertencem aos seguintes gé€neros: Aspergillus (A. niger), Penicillium,
Alternaria (A. alternata) e Botrytis (CARIDIS et al. 1991 e BULIT &
DUBOS, 1988).

A elaboragdo de um excelente vinho passa pela obtencdo de uvas
de boa qualidade, esse quesito diminui quando infec¢cdes de diferentes
procedéncias ocorrem. Os fungos filamentosos (tais como: Penicillium,
Aspergillus, Mucor e B.cinerea) podem ser uma dessas causas,
implicando em problemas no processo de vinificacgio (SUAREZ &
INIGO, 1990). A determinagdo da qualidade real das uvas é feita de
forma subjetiva através da inspecdo visual das uvas, tendo a
desvantagem de que infec¢des flingicas s6 podem ser identificadas
quando ja ocorreu a frutificagdo, porém, seu impacto negativo pode ter
ocorrido em uma etapa inferior a essa (FISCHER & BERGER, 2007).

De acordo com PEREZ et al. (1991) a concentragdo de acido
glucdnico em mostos e vinhos € prépria de fontes 4cidas, sendo
produzidos por fungos e/ou bactérias. O dcido glucdnico ndo € utilizado
pelas leveduras ou bactérias (ZOCKLEIN, 2006). Por essa razdo é que
muitas industrias vinicolas utilizam o acido gluconico como parametro
de controle em relag@o ao grau de sanidade das uvas.

FISCHER & BERGER (2007) a fim de definir porque nio
conseguiram obter um resultado satisfatério entre as andlises
laboratoriais e a inspecdo visual em um experimento realizado em
mostos elaborados a partir de uvas do sul da Franca e da Espanha,
observou que as uvas que haviam sido avaliadas visualmente quanto 2
podridao, os pardmetros de 4cido glucdnico e glicerol utilizados para
determinar a podridio por meios quimicos variaram em até 40%
dependendo do grau de infec¢do por Botrytis.

ZOECKLEIN (2006) demonstra que tanto a Botrytis cinerea
quanto a podriddo amarga t€ém influéncia significativa na quimica do
vinho, conforme demonstra a Tabela 3.13. As maiores alteracdes
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quantitativas que ocorrerem na fruta em func¢fo do crescimento de
Botrytis estd relacionada aos agucares e dcidos organicos.

Tabela 3.13 - Quimica de mostos de vinho Riesling da Virginia x tipo
de fungo contaminante presente nas uvas.

Parametro « U vas . Botrytis cinerea Podridao
limpas’ amarga

°Brix 18,5 21,0 16,0
Acidez fixa 8,0 6,5 5,0
pH 33 35 >34
Acido glucénico (g.L™) 0,5 1-5 >0,5
Acido acético (gL 0 1,1 >1,5
Glicerol (g.L'") tracos 1-10 tragos
Etanol (% v/v) 0 0 - tracos >0,2
Laccase (ug.mL™) 0 0,1-8,0 tragos a 0,5
Glucanos (mg.L'") 0 2470 65,0

Fonte: ZOECKLEIN (2006)

3.12.1 Concentragdo de dcido glucénico nas uvas

Os niveis de 4cido gluconico em uvas “limpas” e em seus vinhos
sdo préximos 0.5 g.L”! considerando que em vinhos produzidos a partir
de uvas contaminadas com B. cinerea os niveis variam de 1 até 5 g.L".
No caso de podriddao amarga ou podriddes comuns, onde crescimento
bacteriano acontece juntamente com o crescimento do fungo, podem
atingir niveis superiores a 5 g.L”'. FISCHER & BERGER (2007) no que
se refere a sanidade das uvas consideram que a concentra¢do de dcido
gluconico apresenta um limite aceitdvel de até 1,0 g.L"'. PEREZ er al.
(1991) consideraram que concentragdes de dcido gluconicode 1 a2 g.I’
" indicam baixos niveis de contaminag3o.

McCLOSKEY (1974) observou indices de dcido gluconico em
vinhos californianos de 0,0 a 3,09 g.L'l. FISCHER & BERGER (2007)
apresentam uma andlise comparativa de 3 amostras de uvas, Riesling,
Pinot Noir e Pinot Blanc, onde as concentracdes de dcido gluconico
foram : 3,2; 0,1 e 0,0 g/L, respectivamente. Em uma investigacdo em 40
amostras de mostos e vinhos origindrios de “La Mancha” e “Montilla-
Moriles” efetuada por CUADRADO et al. (2005) onde os niveis obtidos
foram de 0,4 a 1,2 g.L'l, salientam que as condi¢des climdticas da safra
avaliada (2004) foram boas para auséncia de infeccdo por Botrytis.

Resultados promissores com relagdo a producdo de d4cido
glucdnico a partir da utilizacdo de mosto fresco de uvas como substrato
tém sido obtidos (SINGH et al. 2005 e BUZZINI et al. 1993).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Rastreio Micoldgico em uvas Vitiviniferas Catarinenses
4.1.1 Regido de Estudo

As regides viticolas de Santa Catarina estudadas foram
determinadas em fung¢do das diferencas climdticas e importancia
econdmica para o Estado dentro do contexto vitivinicola (ROSIER,
2003; ROSIER & LOSSO, 1997). Os vinhedos do Meio Oeste situam-se
entre os paralelos 26°46°31” e 27°06°17” (latitude sul), os meridianos
51°00°54” ¢ 51°3322” (longitude oeste) e uma altitude entre 641 a 920
metros de altitude. Enquanto os vinhedos do Planalto estdo entre os
paralelos 27°2406” e 28°17¢38” (latitude sul), os meridianos 49°5554”
51°1330” e (longitude oeste) e uma altitude entre 884 a 1353 metros de
altitude’.

As regides estudadas obedecem aqui a classificacio do
Zoneamento Agroecoldgico e Socioecondomico do Estado de Santa
Catarina - ZAE/SC (Epagri-CIRAM). A localizacdo das mesmas &
apresentada na Figura 4.1.

Vale do Rio Uruguai - 2C

Planalte < Campos de Lages - 44

Planalte Serrano de Sdo Joaquim -5

Vale do Rio do Peixe e Planalto Central - 34

< Alto Vale do Rio do Peixe e Alto Irani - 4B

Figura 4.1 - Localizacado das regides de estudos no Estado de Santa Catarina.

! http://www.urbanizacao.cnpm.embrapa.br/conteudo/uf/sc.html)04/05/06
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A Tabela 4.1 referencia as regides do Planalto e e Meio Oeste
de acordo com o percentual da extensdo territorial dos municipios
pertencentes as classificagdes das sub-regides no zoneamento
agroecoldgico (2C, 3A, 4A,4B e 5):

Tabela 4.1 - Referéncia das sub-regides estudadas do Planalto e Meio
Oeste em relagdo ao ZAE/SC.

Zona Agroecologica [area (%)]

Regiao Municipio 2C 3A 4A 4B 5
Campos Novos 12 88 - - -
Planalto Sao Joaquim - - 70 - 30
Lages - - 100 - -
Agua Doce - - - 100
Cacador - 46 54
. Tomeré - 100 - -
Meio Oeste Pinheiro Preto - 100 - -
Tangard - 100 - - -
Videira - 100 - - -

A) REGIAO DO PLANALTO CATARINENSE

A localizagdo dos vinhedos estudados nessa regido encontra-se de
acordo com a divisdo politica nas sub-regides de Campos Novos e Sdo
Joaquim. Ambas sdo classificadas segundo Kdeppen, como clima de cfb
ou seja, temperado constantemente timido, (temperatura média do més
mais quente <22,0C).

A.1) Campos Novos

O municipio de Campos Novos possui 88% da sua extensdo
territorial situada na zona agroecoldgica 3A, onde se encontra o local de
avaliacdo.

A.1.1) Vale do Rio do Peixe e Planalto Central (3A): BRAGA &
GHELLRE (1999) classificam o clima como: mesotérmico brando
(temperatura do més mais frio entre 10°C e 15°C), com isoterma do més
mais frio entre 11,50C e 13,00C. Podem ocorrer em termos normais de

12 a 22 geadas por ano; outras condigdes climdticas sdo apresentadas na
Tabela 4.2:
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A.2) Lages
O municipio de Lages possui 100% da sua extensdo territorial
situada na zona agroecolégica (4A).

A.2.1. Campos de Lages (4A): De acordo com BRAGA &
GHELLRE (1999), o clima € classificado como: mesotérmico brando
(temperatura do més mais frio entre 10°Ce 150C), com isoterma do més
mais frio entre lO,OOC e 11,50C. Podem ocorrer em termos normais de
20 a 29 geadas por ano; mais condic¢des climdticas sdo apresentadas na
Tabela 4.3.

A.3) Sao Joaquim

Essa sub-regido possui 70% de sua extensdo referenciada na zona
agroecoldgica 4A (vide descricdo no item A.2.1), e 30% na zona 5, os
vinhedos em avaliagdo estdo distribuidos nas duas zonas.

A.3.1. Planalto Serrano de Sdo Joaquim (5): Segundo BRAGA &
GHELLRE (1999) o clima dessa sub-regido € classificado como:
mesotérmico brando (temperatura do més mais frio entre 10°C e 150C),
com isoterma do més mais frio entre lO,OOC e 11,50C. Podem ocorrer
em termos normais de 29 a 36 geadas por ano, mais condigdes
climéticas sao apresentadas na Tabela 4.2

B) REGIAO DO MEIO OESTE CATARINENSE

A localiza¢do dos vinhedos nessa regido obedece a seguinte
divisdo politica nas sub-regides: Agua Doce, Cacador, Iomeré, Pinheiro
Preto, Tangard e Videira. Todas estdo localizadas no Alto Vale do Rio
do Peixe. Todas sdo classificadas segundo Kdeppen, como clima de cfb,
ou seja, temperado constantemente timido, (temperatura média do més
mais quente <22°C).

B.1) Agua Doce

A sub-regido apresenta 100% de sua extensio territorial na zona
agroecoldgica 4B. De acordo com BRAGA & GHELLRE (1999), o
clima é mesotérmico brando (temperatura do més mais frio entre 10 e
150C, com isoterma do més mais frio entre 10,00C e 11,50C. Podem
ocorrer, em termos normais, de 22 a 30 geadas por ano, outras condi¢des
climéticas estdo presentes na Tabela 4.2.

B.2) Cacador
O municipio de Cagador possui 46% de sua extensdo territorial na
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zona agroecoldgica 3A (descrito no item A.1.1) e 56% na zona 4B
(descrito no item B.1).

B.3) Iomeré, Pinheiro Preto, Tangara e Videira
Esses municipios possuem 100% de suas extensdes territoriais na
zona agroecoldgica 3A (descrito no item A.1.1).

4.1.1.1 Caracterizacdo climdtica dos anos de estudo

A caracterizacdo climdtica dos anos de estudo foi observada
para a regido do Meio Oeste através da Estacdo Meteoroldgica de
Videira, nos seguintes periodos: Abril de 2004 a Marco de 2005 e
Abril de 2005 a Marco de 2006. Enquanto, para a regido do Planalto
se fez através da Estacdo Meteoroldgica de Sao Joaquim, nos
periodos que compreendem: Maio de 2004 a Abril de 2005 e Maio
de 2005 a Abril de 2006.

4.1.2 Amostras

Foram recolhidas 50 amostras de uvas tintas provenientes das
safras de 2005 e 2006 destinadas a producdo de vinhos finos,
obedecendo o plano de amostragem (referido no item 4.1.3). O periodo
das vindimas compreendeu o seguinte: primeira quinzena de Margo a
primeira quinzena de Abril (Meio Oeste) e segunda quinzena de Marco
a segunda quinzena de Abril (Planalto), de acordo com a chegada dos
lotes para vinificag@o nas cantinas.

Para a realizacdo desse trabalho foram selecionadas somente
castas tintas, porque estudos demonstraram que a OTA tem sido mais
freqiientemente encontrada em vinhos tintos (WALKER, 1999;
OTTENDER & MAIJERUS, 2000). J4, o critério de sele¢do para as
variedades se deu em func@o da busca da maior representatividade
possivel, visto que, nessas regides os vinhedos de viniferas sdo ainda
jovens e muitas variedades estdo implantadas ainda em escala piloto. As
variedades consideradas foram as seguintes: Cabernet Sauvignon (23),
Merlot (7), Sangiovese (05), Tannat (2), Syrah (2), Cabernet Franc (2),
Pinot Noir (2), Nebiolo (2), Montepulciano (1), Malbec (1), Primitiva
(1), Ancellota (1) e Tempranillo (1).
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4.1.3 Plano de amostragem

a) Coleta e tratamento das amostras:

A coleta das amostras das uvas obedeceu a uma adaptacdo do
método de SCUSSEL (1998), para alimentos do Tipo I (grdos), onde o
tamanho minimo da amostra é de 5Kg em lote de até 50 toneladas. Os
lotes aqui amostrados ndo excederam a 5 toneladas cada. Para cada lote
de interesse duas amostras representativas do mesmo veiculo. Cada
amostra representativa foi composta de 5 sub-amostras (+ 0,5Kg cada —
totalizando + 5Kg/Lote) foram recolhidas da carga no momento da
chegada a cantina no momento da recepc¢ao das uvas para a vinificacao.
As amostras foram coletadas de forma individual em sacos de papel
kraft e acondicionadas em caixas de poliestireno expandido (EPS),
previamente refrigeradas. Foi amostrado um total de 50 lotes durante o
periodo de estudo (2005/2006).

As sub-amostras foram retiradas das caixas da carga em
diferentes niveis: 2 amostras da porcdo superior (pontos 1 e 3), 01
amostra na altura intermedidria (ponto 2) e 2 amostras na por¢do inferior
(pontos 4 e 5), de acordo com o esquema representado na Figura 4.2.

~.
5 N
-

Figura 4.2 - Esquema da coleta das sub-amostras das uvas na carga do veiculo
de transporte.

b) Transporte das amostras:

O transporte das amostras ao laboratério ocorreu de forma
imediata, com intervalo mdximo de 1 hora. Isso foi vdlido para as uvas
provenientes de vinhedos préximos a serem vinificadas nas cantinas da
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regidao do Alto Vale do Rio do Peixe. J4, as amostras de vinhedos
distantes a serem vinificadas na Regido do Planalto Catarinense foram
transportadas imediatamente apds a colheita das mesmas nas mesmas
condi¢des, porém, o tempo de chegada ao laboratério variou de 4 a 8
horas.

¢) Tratamento das amostras:

O tratamento das amostras ocorreu imediatamente apds a chegada
ao laboratério e obedeceram os critérios de acordo com os parametros a
serem analisados conforme a Figura 4.3.

c.1) Andlises Micoldgicas: a aliquota da amostra destinada a essa
andlise (enumeragdo de fungos filamentosos) foi dividida em 2 fragoes
de uvas frescas, onde a primeira fracdo de bagas foi utilizada in natura
e, a segunda fracdo sofreu prévia desinfeccao superficial em solucdo de
NaHClO, a 0,04%.

Amostra

=2,5Kyg)

Analises . Dosagem Micotoxinas
Micoldgicas Acido D-gluconico
Ocratoxina A
Patulina

Figura 4.3 - Parametros a serem analisados nas uvas amostradas.

4.1.4 Meios de detecgdo, cultivo e manutengdo

Para a detecgdo foram utilizados 2 meios de cultura:
e Agar Dicloran Rosa Bengala com cloranfenicol - DRBC
(OXOID®)
e Agar Sabouraud Dextrose + cloranfenicol (sigma aldrich®) - SDA
(DIFCO®)

Para o isolamento e identificag@o foram utilizados os seguintes meios:



100

Agar Dicloran Rosa Bengala (DRBC — OXOID®)
Agar Czapek (CZ - OXOID®)

Agar Czapeck extrato Levedura — CYA

Agar Extrato de Malte (MEA )

Agar Agua Torneira — TWA ¢/ papel filtro

A manutencgdo das estirpes foi efetuada em:
o  Agar Batata Dextrose (PDA - DIFCO®)

Observacdo: A formulacdo de todos os meios de cultura
utilizados no presente estudo encontram-se descritos no Anexo A.

4.1.5 Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos na deteccdo, cultivo,
identificacio e manutengdo das estirpes: estereomicroscépio
(TECNIVAL® - resolugdo de 10x), estufa B.O.D. ELETROIlab®-101M e
microscépio optico (Eclipse E200 — Nikon).

4.1.6 Procedimentos microbiologicos

A amostra representativa foi composta de 8§ a 10 cachos em
média, da qual foram selecionados em duas séries de quatro cachos para
realizacdo dos testes em duplicata, respeitando a homogeneidade da
amostra, das quais foram retiradas aleatoriamente um total de 20 bagas
de cada série.

Para a semeadura foi adotada a técnica utilizada por SERRA
(2005): plaqueamento direto de 5 bagas cortadas ao meio em placas de
Petri estéreis (& = 94mm e h = 16mm) como mostra a Figura 4.4, o que
foi efetuado de forma asséptica (sob a chama, com auxilio de bisturi e
pingas flambados), obedecendo os 2 procedimentos a seguir:

e Plaqueamento direto sem desinfeccdo superficial: Inoculagio
asséptica (efeutada em duplicata) de 5 bagas cortadas ao meio
diretamente nas placas, contendo os meios: DRBC e SDA e,
incubadas em Estufa B.O.D. a 250C por um periodo de 7 a 14 dias.

¢ Plaqueamento direto sob desinfec¢io superficial: As 10 bagas
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foram colocadas em frascos de Erlenmeyer contendo 500mL de uma
solucdo de Hipoclorito de sédio (NaHCIO - 0,04%) onde
permaneceram por 2 minutos, durante esse periodo o frasco sofreu
agitacdo manual por algumas vezes. Apés esse periodo as bagas foram
decantadas e, imediatamente cortadas ao meio e inoculadas de forma
asséptica nos referidos meios de cultivo.

0.\/0
J &

Figura 4.4 — Técnica de plaqueamento direto demonstradas em SDA e DRBC.

= Incubacdo: As placas foram incubadas (voltadas para cima)
por um periodo aproximado de 7 dias em estufa B.O.D. a 25° C ao
abrigo de luz.

= Deteccdo dos géneros de fungos filamentosos observados:

As placas foram monitoradas sob o estereomicroscépio a partir
do segundo dia e sempre que possivel a identificacdo dos géneros foi
efetuada a este nivel com base na presenca de estruturas de reproducio
especializadas (SERRA et al. 2003). Quando isso ndo foi possivel os
isolados foram identificados de acordo com suas caracteristicas macro e
micromorfolégicas nas culturas. Para a identificacio os seguintes
manuais foram utilizados: SERRA, (2005); KLICK (2002); SAMSON e
PITT (2000); PITT & HOCKING (1997); SAMSON et al. (1996);
SAMSON et al. (1992); BURGGES et al. (1988), KLICK e PITT,
(1988); PITT, (1988) e NELSON et al. (1983). Estirpes representativas
foram submetidas a Micoteca da Universidade do Minho (Portugal) para
confirmag¢do da identidade.

= Meios de cultivo para isolamento das estirpes: As formulagdes
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dos meios CYA, MEA e CZ estido descritas por KLICH (2002). O meio
de TWA com papel filtro encontra-se em SANTOS et al. (1998). As
formulac¢des encontram-se descritas no Anexo A. Todos os meios foram
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

= Identificacdo e caracterizacgao:
A identificacio das estirpes foi baseada na observacdo das
caracteristicas macro e micromorfoldgicas das culturas:

a) Macromorfologia: a cultura foi observada através de exame
direto com auxilio de estereomicroscépio (TEcNIVAL® - resolucio de
10x), a fim de verificar a extensdo da esporulacdo, localizacdo e o tipo
das estruturas reprodutoras. Os aspectos visuais das culturas (cor do
conidio, didmetro da coldnia, cor do micélio, exudato, cor do reverso da
coldonia, pigmento solivel, esclerécio e cleistotécio) também foram
também observados.

b) Micromorfologia: apds a observacdo da pureza da cultura
através do estereomicroscépio, foram preparadas laminas para
observacdo das estruturas reprodutoras especializadas com o auxilio de
microscépio Optico (Eclipse E200 —Nikon).

N Preparo das laminas para exame ao microscopio:

As laminas foram preparadas de acordo com SANTOS et al.
(1998). Uma gota do corante (azul de algoddo, azul de lactofenol) foi
colocada sobre a lamina, em seguida transferiu-se uma pequena
quantidade do material retirado da cultura com uma agulha de
inoculagdo previamente esterilizada e resfriada na extremidade da placa.
Com o auxilio de uma segunda agulha o material foi removido
aproveitando a mesma para dissociar quando necessdrio, seguido da
sobreposicao da 1aminula.

N Preparo das ldminas de estirpes Penicillium e Aspergillus:

Essas espécies normalmente possuem um grande nimero de
esporos, que dificultam a visualizacdo das estruturas, portanto, o
material foi colocado na lamina e lavado previamente com dlcool (96%),
para remog¢do dos esporos. Deixou-se secar e, em seguida uma gota do
corante foi adicionada e coberta com a laminula. Nos casos em que o
micélio aéreo foi raro, foi utilizada a técnica da fita-adesiva,
pressionando-se a superficie adesiva sobre o fungo e, colocada em uma
lamina, adicionando uma gota de azul de lactofenol e cobrindo-a com a
laminula (SANTOS et al., 1998).
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= Manutenc¢do das estirpes isoladas: Somente foram preservadas
as estirpes dos géneros Penicillium e Aspergillus, sendo mantidas sob
refrigeracdo a 4°C em meio PDA (DIFCO®) em tubo inclinado e
repicadas a cada 45 dias.

4.1.7 Avaliagdo estatistica dos dados

O teste de andlise de varidncia (ANOVA), foi utilizado para as
varidveis que diferem significativamente quando as varidveis seguem
uma distribuicdo normal, e o teste Quiquadrado como teste de
significancia, quando a distribui¢do ndo foi normal.

Para investigar eventuais relacdes lineares entre as varidveis,
fizeram-se correlagdes bivariadas com o coeficiente de correlacdo de
Spearman, visto que a distribuicdo dos fungos nas amostras geralmente
ndo foi normal. As andlises estatisticas foram consideradas significativas
quando P<0,05.

O programa utilizado foi o Microsoft Office Excel 2003°,
seguindo as instrucdes de LOPES (2001).

4.2 Potencial Ocratoxigénico dos Isolados
4.2.1 Estirpes

Foram analisados todos os exemplares das estirpes isoladas das
uvas durante o periodo de amostragem (safra 2005-2006) pertencentes
aos género Aspergillus, descritas como potencialmente produtoras de
OTA, ou seja, algumas espécies desse género.

4.2.2 Reagentes e materiais

Foram utilizados solventes grau HPLC (High Performance
Liquid Cromatograph), filtros de seringa com & = 0,45u (milipore®).
Foram utilizados frascos &mbar com capacidade de 4 mL com tampas de
teflon. O meio de cultivo utilizado foi CYA + Concentrado de Czapeck
(a formulagdo do meio de cultivo estd no Anexo A).
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4.2.3 Equipamentos

Para a determinag@o foi utilizado o cromatégrafo liquido HPLC -
Gilson 710® em fase reversa com detector de fluorescéncia modelo 121
(com comprimentos de onda: 333nm de excitacdo e 430-460nm de
emissdo). Para separacdo cromatografica utilizou-se uma coluna
Phenomenex® ODS 2 (4,6mm x 25,0 mm: Spum).

4.2.4 Avaliagdo das estirpes quanto a producdo de OTA

As estirpes isoladas foram testadas de acordo com o método de
BRAGULAT et al. (2001), seguindo o esquema demonstrado na Figura
4.5. Ap6s a inoculagio em CYA e incubac@o por 7 dias a 25°C ao abrigo
de luz, foram removidas e pesadas 3 por¢des do dgar de cada uma das
coldnias e, colocadas em frasco dmbar com capacidade de 4mL, onde a
extracdo foi efetuada com auxilio de S00uL de metanol. Apés 1 hora os
extratos foram filtrados (0,45um, @=13mm - Scleicher & Schuell®),
evaporado em corrente de nitrogénio, ressuspenso em fase mdvel
(H,O:acetonitrila:acido acético — 99:99:2; v/v/v) e injetado (20uL) em
HPLC com detector de fluorescéncia. As andlises referentes a safra de
2005 foram realizadas no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia
Alimentar do Departamento de Engenharia Bioldgica da Universidade
do Minho. Enquanto, as da safra de 2006 foram realizadas no
Laboratério de Micotoxicologia e Contaminantes Alimentares
(Departamento de Ciéncias dos Alimentos - CCA/UFSC - LABMICO).

A Figura 4.5 apresenta as etapas para a extragdo e avaliagdo do
potencial para produgcdo de OTA das estirpes.
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como produtores de OTA
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Determinagéo do
Potencial ocratoxigenico

!
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Bragulat et al.,
2001

¢

HPLC
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Figura 4.5 — Fluxograma da avalia¢do do potencial ocratoxigé€nico das estirpes

[ Culturas dos Isolados descritos ]

4.2.5 Estudos de recuperacdo

Para a recuperagcdo da OTA nas culturas seguiu-se o descrito por
BRAGULAT et al. (2001), porém, foram adicionados 10mL de dgar
(CYA) em placas de Petri estéreis (& = 94mm e h= 16mm). Antes da
solidificacdo do meio de cultura foram adicionados assepticamente
100uLL de cloroférmio, contendo 20ug de padrio de OTA (Sigma
Aldrich®), para obtencdo da concentracio final de 2,0 ug.mL". Foram
removidas e pesadas 3 por¢des do dgar solidificado da placa e,
colocadas em frasco ambar com capacidade de 4mL, onde a extracdo foi
efetuada com auxilio de 500uL de metanol.

Para os ensaios de recuperagdo utilizou-se a inclina¢do da reta
obtido a partir da curva de calibracdo. As seguintes equagdes foram
empregadas:
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Y =bx +a (0]

onde:

y = altura do pico

b = inclinagfo da reta

x = concentracdo de OTA na amostra (ug.mL-1)
a = ordenada na origem

[OTA;] = [OTA;] x V 2)
onde:

[OTA2] = concentracdo absoluta de OTA no metanol
V = volume de metanol (mL)

[OTA;] = [OTA,]
Mb 3

onde:
[OTA;] = concentracio de OTA nos blocos de agar (ug.g™")
Mb = massa dos blocos (g)

A taxa de recuperagdo (equagdo 4) é a razdo entre a concentragao
de OTA detectada na amostra [OTAj;], calculada pela equagdo 3, e a
concentra¢do de OTA conhecida [OTA4] expressa em porcentagem.
TR = [OTA;] x 100
[OTA,]

C))

onde:
TR = taxa de recuperagdo (%)
[OTA4] = concentracdo de OTA adicionada inicialmente

Os ensaios foram efetuados em triplicata (3 réplicas com uma
concentracio de OTA adicionada de 2 pg.g™") realizados em dois dias
distintos, a fim de determinar a taxa de recuperacdo média (TR) e
valores de precisdo: desvio padrdo relativo em condi¢des de
repetibilidade (RSD;) e de reprodutibilidade (RSDg). O RSD € calculado
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com base na razdo do desvio padrdo e do valor médio e, expresso em
porcentagem.

4.2.5.1 Ensaios de calibragdo

As solugdes padrdo foram preparadas em fase mével, em quatro
concentracdes: 0,05; 0,1; 1 e 10ug/L e aplicadas diariamente. As curvas
de calibragdo foram obtidas por regressdo linear pelo método dos
minimos quadrados usando a altura do pico do padrdo como relagio da
sua concentragdo. Os coeficientes de correlagdo (Rz) da curva de
calibragdo foram iguais ou superiores 0,9999.

O limite de deteccdo de OTA nas amostras de HPLC foi
estabelecido em 0,15 pg.Kg' de blocos de dgar (peso fresco),
determinado como a soma de a (ordenada na origem) representado a
partir da equacgdo (1), com trés vezes o desvio padrdo dos y-residuais da
curva de calibragdo (Sy) apresentado na equagio (5), de acordo com o
recomendado por Miller e Miller (1993) apud SERRA (2005).

1/2
Z(yi-yF

n -1

Sz =
(5)

onde:
Syix = desvio padrio dos y-residuais da curva de calibragio;

Y =¥, }_ = 0s y residuais, em que y; € a altura do pico de OTA da amostra

com concentragio onhecida *i e }s é o valor calculado de y em que x é
substituido por x; na reta de calibracdo;
n = nidmero de pontos de calibragao.

O limite de quantificacdo foi o menor valor quantificado (menor
valor utilizado na curva de calibracio), ou seja 0,05 ug.Kg™.
4.3 Determinacao de Micotoxinas nas Uvas

A presenca das micotoxinas OTA e Patulina nas uvas procedentes

do Meio Oeste e Planalto de Santa Catarina, referentes as safras de 2005
e 2006 foi aqui investigada.
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4.3.1 Amostra

Para as determinacdes de OTA e Patulina foram analisadas 32
amostras do total de amostras de uvas que estdo referenciadas no item
4.1.2.

4.3.1.1 Coleta e pré-tratamento das amostras

A coleta e o pré-tratamento das amostras para as determinacgdes
de OTA e patulina seguiram o plano de amostragem exposto no item
4.1.3. As uvas, ainda frescas foram desengacadas, trituradas em
liquidificador industrial e fracionadas em aliquotas de 50g, que foram
congeladas e mantidas a -30°C para as referidas determinacdes. No
momento das andlises amostras foram descongeladas a temperatura
ambiente e homogeneizadas.

4.3.2 Reagentes e materiais

Foram utilizados solventes grau HPLC e reagentes grau P.A.
(pré-andlises) Merck® e J.T. Baker®., filtros Whatman GF/A1(1,6pum),
colunas de imunoafinidade (Ochra Test - Vicam®), padrdes de patulina
¢ OTA (Sigma Aldrich®).

4.3.3 Equipamentos

Na determinacdo de OTA foi utilizado cromatdgrafo liquido
HPLC - Gilson 710° em fase reversa com detector de fluorescéncia
modelo 121 (com comprimentos de onda 333 nm de excitagdo e 460 nm
de emissdo), Para as determinacdes de patulina foi utilizado
cromatégrafo liquido HPLC-Varian® com detector UV-276nm e para
separagdes cromatogrificas, coluna Phenomenex® ODS 2 (4,6mm x
25,0 mm: 5um) e coluna Phenomenex® (4,6mm x 15,0mm: Spum).

4.3.4 Determinacdo de OTA nas uvas

As amostras foram preparadas (extragdo, limpeza) e analisadas
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em HPLC de acordo com SERRA et al. (2004), é importante ressaltar
que esse método ndo utiliza solventes orgédnicos, sendo muito menos
impactante ao meio ambiente:

4.3.4.1 Preparo da amostra

As amostras foram preparadas de acordo com os itens 4.1.3 e
4.3.1.1.

4.3.4.2 Extragdo

Uma aliquota de 50 g homogeneizada de uvas foi pesada em
béquer graduado de 250 mL e em seguida foi adicionado 150 mL da
solucdo A (NaHCOj3 a 5% e PEG 8000 a 1%); a mistura foi centrifugada
a 8.000 rpm por 20 minutos.

4.3.4.3Limpeza

Para limpeza, o sobrenadante obtido no passo anterior foi filtrado
com Whatman (J=1,6um), 20 mL do filtrado foi passado por uma
coluna de imunoafinidade (Ochra Test ®. Vicam) e a coluna lavada com
SmL da solu¢do B (NaCl a 2,5%, NaHCO; a 0,5%), seguido de SmL de
dgua deionizada. A OTA foi eluida com 2mL de metanol e
completamente evaporada em corrente de azoto.

4.3.4.4 Quantificacdo

A OTA foi ressuspensa em 1mL da fase mdvel e injetada em
HPLC com detec¢do de fluorescéncia. A fase moével consistiu de um
sistema isocratico de H»O:acetonitrila:acido acético (99:99:2; v/v/v) a
uma taxa de fluxo de 1 mL/min e volume de inje¢do de 20 pL. As
andlises foram efetuadas no Laboratério de Micotoxicologia e
Contaminantes Alimentares (Departamento de Ciéncias dos Alimentos -
CCA/UFSC).
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4.3.4.5 Estudos de Recuperagdo:

Estes ensaios foram feitos para a concentracio inicial de OTA =
2,0 u g.kg'l. determinar a taxa de recuperacdo de OTA e desvios padrdes
relativos em condicdes de repetibilidade (RSDr), e de reprodutibilidade
(RSDg).

Seguiu-se o procedimento estabelecido por SERRA (2005), a
OTA foi adicionada em 1 ml de metanol a 0,5 kg de uvas
homogeneizadas previamente analisadas e com resultado negativo
quanto a presenca de OTA no copo da misturadora, entdo a amostra
permaneceu em repouso por 1 hora. Em seguida, misturou-se por cerca
de 1 minuto e retirou-se 6 aliquotas de 50 g cada. Trés foram analisadas
imediatamente, e as outras 3 foram congeladas a -20 °C e analisadas em
data posterior.

O limite de detecgdo de OTA foi estabelecido em 0,04 ug.Kg™,
foi determinado de acordo com o item (4.2.5.1), e o limite de
quantificacdo foi o menor valor quantificado (menor valor utilizado na
curva de calibragio), ou seja 0,05 ug.Kg™.

4.3.5 Determinagdo de patulina nas uvas

As amostras foram preparadas (extragcdo, limpeza) e analisadas
em HPLC, de acordo com o método 995.10 - AOAC, para patulina em
suco de maca descrito por BRAUSE et al. (1996).

4.3.5.1 Preparo da amostra

As amostras foram preparadas de acordo com os itens 4.1.3 e
43.1.1.

4.3.5.2 Extragdo

Com auxilio de uma espatula foram removidos 5 gramas da
amostra para um tubo de ensaio de vidro — 20x150mm (1) e 10 mL de
acetato de etila foram adicionados. A solu¢do foi agitada vigorosamente
(agitador vortex) por 1 minuto. A fase superior foi ser removida para um
outro tubo de ensaio (2). Novamente, 10 mL de acetato de etila foram
adicionados ao tubo e repetido o processo, a fase superior foi adicionada
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ao tubo 2 (fra¢do orgénica). 2mL de uma solucdo de carbonato de sédio
-1,5% foram adicionados ao tubo 1 e submetido a agitacio, o acetato de
etila (fase superior) foi transferido para um outro tubo limpo (3). 5 mL
de acetato de etila foram juntado ao tubo 2 contendo o carbonato de
sodio e agitado. A por¢do superior foi removida para o tubo 3 (fundo
cOnico), descartando o tubo 2.

4.3.5.3Limpeza

A limpeza foi efetuada com adicdo de 1 g. de sulfato de sédio
anidro ao tubo que contém o extrato (3); o tubo foi agitado por inversao
vigorosa durante 30 segundos. O extrato evaporado sob corrente de
nitrogénio, em bloco aquecido a 40°C (foram evaporados 5 mL do
extrato).

4.3.5.4 Quantificagdo

A patulina foi resuspensa em 0,5mL de uma solucdo dcido
acético (preparada com adicdo de H,O até pH 4,0). A fase mobvel
consistiu de um sistema isocratico de Acetonitrila:H,O (10:90 v/v). A
taxa de fluxo foi de 0,5mL/min e o volume de injecdo de 20uL. As
andlises referentes a safra de 2005 foram realizadas no Laboratério de
Ciéncia e Tecnologia Alimentar do Departamento de Engenharia
Bioldgica da Universidade do Minho. Enquanto, as da safra de 2006
foram realizadas no Laboratério de Micotoxicologia e Contaminantes
Alimentares (Departamento de Ciéncias dos Alimentos - CCA/UFSC -
LABMICO).

4.3.5.5 Estudos de Recuperagdo:

Para determinar a taxa de recuperagdo e desvios padrdes relativos
em condi¢des de repetibilidade (RSDr), e de reprodutibilidade (RSDg).
Estes ensaios foram feitos para a concentracdo de Patulina = 20,0 pg.kg’
'. Seguiu-se 0 mesmo procedimento estabelecido para a OTA (item
4.3.4.4).
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4.4 Determinaciio da Concentracio de Acido D-Glucénico nas Uvas

O 4acido gluconico em uvas, mostos e vinhos é proprio de fontes
4cidas, sendo produzidos por fungos e/ou bactérias (PEREZ et al. 1991).
Pelo fato de ndo ser utilizado pelas leveduras ou bactérias (ZOCKLEIN,
2006) o acido glucdnico foi utilizado como pardmetro de controle em
relac@o ao grau de sanidade das uvas.

4.4.1 Amostra

O referenciamento das amostras das uvas aqui analisadas estd
descrito nos itens 4.1.3 e 4.3.1.1.

4.4.2 Reagentes e materiais

Para as dosagens foi utilizado o kit enziméatico-colorimétrico D-
Gluconic acid/D-Glucono-&-lactone (R-Biopha.rm®), filtros Whatman®

GF/A1(1,6um). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro -
UV/VIS JASCO (V-560).

4.4.3 Técnica analitica

A dosagem de 4cido glucdnico nas uvas foi efetuada através do
método enzimdtico-colorimétrico/UV (R-Biopha.rm®) para determinagao
de 4cido D-gluconico e D-gluco-6-lactona em produtos alimenticios.

4.4.3.1 Principio do método

O presente método envolve duas etapas de reacdo (Fig. 4.6),
ocorrendo a fosforilagio do &4cido D-glucdnico (D-gluconato) a D-
gluconato-6-fosfato na presenca da enzima Gluconato kinase. Na
sequéncia, hd a catélise da enzima 6-fosfoglugonato desidrogenase e o
D-gluconato-6-fosfato €  oxidativamente = descarboxilado  pela
nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato (NADP) a ribulose 5-fosfato
com formacdo de NADP reduzida (NADPH). A concentracdo de
NADPH formada € estequiométrica a concentracdo de D-gluconato. O
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aumento da concentragdo de NADPH foi entdo medido por meio luz UV
a 340nm.

Acido D-gluconico + ATP Gluoonato kinase D-gluconato-6-P + ADP
_—
D-gluconato-6-P + ADP GPGDH ribulose-5-P +NADPH + CO, + H

Figura 4. 6 — Reacdes enzimdticas envolvidas na determinagdo de
4cido D-gluconico

4.4.4 Preparo da amostra

Para efetuar a hidrélise da D-glucono-d-lactona e converté-la a
acido D-gluconico, aamostra foi ajustada para um pH de 10-11 com
KOH (2M), e a amostra incubada por 5-10 minutos entre 20-25°C. Um
volume adequado da amostra foi centrifugado e filtrado em filtro
Whatman (J=1,6um).

4.4.5 Procedimento analitico

Para cada amostra analisada preparou-se uma série de 03 tubos:
branco de cor, branco reagente e amostra. O branco de cor foi preparado
com 0,1 mL amostra+ 3,010 mL H,O destilada ou 2,0 mL amostra +
1,020mL H,O destilada. Os tubos branco reagente e amostra seguiram o
protocolo do método que obedece duas etapas. Ao final da reacdo, a
concentra¢do da amostra foi determinada por espectrofotdmetro UV a
340nm. As andlises referentes a safra de 2005 foram efetuadas no
Laboratério de Ciéncia e Tecnologia Alimentar do Departamento de
Engenharia Bioldgica da Universidade do Minho - Portugal. As
dosagens do ano de 2006 foram realizadas na no Laboratério de Videira
da Universidade do Oeste de Santa Catarina - Brasil.

4.5 Degradacio da Ota e Formacdo de Ot por uma Protease em
meio de Uva Sintético

A ac¢do hidrolitica residual de uma enzima comercial do tipo
protease foi investigada na degradacio de OTA em meio de uva
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sintético. A influéncia do pH e temperatura na atividade de hidrdlise foi
avaliada. Os parametros de controle foram a formacgao de ocratoxina-o e
o consumo de OTA.

4.5.1 Enzima

Foi utilizada a enzima comercial - Prolyve PAC®, na forma de
p6 solivel. Trata-se de uma protease dcida obtida de estirpes
selecionadas de A. niger, que possui algumas atividades residuais como:
amilases, celulases e hemicelulases. As propriedades da enzima
encontram-se descritas na ficha técnica, apresentada no Anexo B.

4.5.2 Reagentes e materiais

Foram utilizados solventes grau HPLC, reagentes grau P.A. (pro-
andlises), azida sédica e padrdo de OTA (sigma aldrich®).

4.5.3 Equipamentos

Foi utilizado cromatégrafo liquido fase reversa HPLC-Varian®
com detector fluorescéncia JASCO - FP-920 (Tokyo, Japan) (Aem = 333
nm; A, - € 460 nm ) e um Marathon Basic autosampler. Coluna Waters
Spherisorb ODS2 - Alltech, Lexington, KY, USA (4.6 mm x 250 mm; 5
pm), provida de pré-coluna com a mesma fase estaciondria.

4.5.4 Ensaios de degradagdo

4.5.4.1 Elaboragdo do meio de uva sintético: 500 mL de meio de uva
sintético foi elaborado de acordo com o especificado no Anexo C, em
seguida foram divididos em volumes iguais. Uma fracdo teve o pH
ajustado a 3,5 e a outra a 4,0. Azida sédica a 0,1% foi adicionada a fim
de evitar contaminacdo. O meio de uva, bem como, todo material
utilizado foi autoclavado e trabalhado sob condi¢des assépticas.

4.5.4.2 Preparacdo da OTA: A partir de uma solucdo estoque de OTA
(25 pg/mL em tolueno/4cido acético- 99/1,v/v), uma solucdo de uso de 2
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pg/mL em metanol foi preparada. Dessa solucdo adicionou-se 100 uL a
cada vial utilizado; a OTA foi evaporada em corrente de azoto. Entdo, 1
mL do suco sintético (item 4.5.4) foi adicionado a cada vial e
submetidos a agitagcdo vigorosa por 30 segundos (vortex).

4.5.4.3 Preparagdo da enzima: Foi preparada uma solugdo utilizando
dgua deionizada estéril como solvente, para uma concentra¢do de 100
mg/mL da enzima Prolyve PAC®

4.5.4.4 Adicdo da enzima: Para cada amostra foram utilizados 05 vials,
sendo 02 brancos e 03 testes, onde efetuou-se a adicdo da enzima de
acordo com o esquema apresentado na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Estrutura da bateria de ensaios para adi¢do da enzima
Prolive PAC®.

pH/Temperatura (OC) Enzima (uL) Vials

- Branco

- Branco
szg > 100 I
100 T2
100 T3

- Branco

- Branco
pH3 ; > 100 I
100 T2
100 T3

- Branco

- Branco
szg > 100 I
100 T2
100 T3

- Branco

- Branco
PH3;"5 100 I
100 T2
100 | T3

Apés a adicdo da enzima, os vials foram ao sonicador por 30
minutos e em seguida, submetidos a temperatura preconizada.
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4.5.5 Amostragem

Foram retirados 20uL de cada um dos vials e diluidos em 980 puL
de fase moével. A tomada de amostras foi efetuada nos seguintes
intervalos de tempo: zero hora ; 12; 24; 48; 72 e 114 horas.

4.5.6 Quantificacdo da OTA e OTx

Apés a dilui¢do, as amostras foram injetadas no HPLC, a fase
movel isocratica consistiu de H,O:acetonitrila:acido acético (99:99:2;
v/v/v) a uma taxa de fluxo de 0,8 mL.min" e volume de injecdo de de
100 pL. As andlises foram efetuadas no Laboratério de Ciéncia e
Tecnologia Alimentar do Departamento de Engenharia Bioldgica da
Universidade do Minho - Portugal. A OTo foi identificada através da
hidrélise da OTA pela enzima carboxipeptidase A e quantificada em
equivalentes de OTA utilizando a curva de calibragéo anterior.

4.5.7 Conversdo de OTA hidrolisada em OT &

Segundo NIELSEN & GAARD (2003), a massa molecular da
OTa (C;HoClOs) corresponde a 63,51% da massa da OTA
(CyoH1sNCl1Og). Portanto, a conversdo foi efetuada considerando esses
percentuais em relagdo a concentracio de OTA hidrolisada e de OTo
formada.

4.5.8 Ensaios cinéticos

A transformacdo da OTA com o tempo (0 a 114 horas) pela
enzima Prolive PAC® foi estudada sob os efeitos das seguintes
condi¢des: concentragdo inicial de substrato (2,0 e 0,2 pg.mL™),
condi¢gdes fisicas de pH (3,5 e 4,5) e temperatura (20 e 350C). A
velocidade de hidrélise da OTA e de formagao de OTa, foi estabelecida
com a funcdo do género:
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_d[OTA] _ d[OToq]

/4

dt dt (©6)

4.6 Avaliacao do perfil da Ota na Microvinificacao em Tinto

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina que tem sido,
atualmente, a maior questdo na seguranca nos vinhos. A Unido Européia
- (CE) N. 123/2005, estabelece limites de OTA para vinhos em 2,0
ng L. Devido a importancia da investigacdo de técnicas que promovam
a remocdo da OTA dos vinhos, o presente estudo avaliou o
comportamento da OTA na microvinificacio.

4.6.1 Amostra

Foram selecionados dois lotes (15 Kg cada) de uvas tintas de
vinifera (Cabernet sauvignon, Cabernet franc e Syrah) da safra de 2006.
O primeiro com uvas aparentemente sas e o segundo contendo um ter¢o
de uvas visivelmente doentes. As uvas continham uma média de 21°
Babo.

4.6.2 Reagentes e materiais

Para a microvinificacdo foram utilizados os produtos de uso
enolégico: enzima pectnolitica Rapidase®, inéculo Sacch. cerevisae -
Fermol Cryoa.romae®. Para a determinacdo de OTA os reagentes serdo
os mesmos indicados no item 4.3.2.

4.6.3 Equipamentos
Os equipamentos utilizados para determinacdo de OTA nas uvas
indicados no item 4.3.3.

4.6.4 Ensaios de vinificacdo

As microvinifica¢des foram efetuadas de acordo com o processo
empregado no Brasil para vinificagdo em tinto, com excecdo das etapas
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de chaptalizacio e filtragio (GUERRA & BARNABE, 2005).

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Biotecnologia de
Videira da Universidade do Oeste de Santa Catarina. O desengace e
esmagamento foram efetuados de forma manual; seguido da sulfitagem
do mosto utilizando 1,5 gramas de metabissulfito de potdssio. Entdo, foi
efetuada adicdo de 0,35 mL da enzima pectinolitica.

O passo seguinte consistiu na inoculacdo do mosto com levedura
comercial de acordo com as orientacdes do fabricante (S.cerevisae -
Fermol Cryoaromae®). A etapa de maceracdo ocorreu associada a
fermentacdo alcodlica e o tempo de maceracdo foi de 9 dias; nessa etapa
as remontagens foram efetuadas uma vez ao dia durante a fase
tumultuosa da fermentag@o.

A primeira trasfega foi efetuada ao término da fermentacdo
alcodlica, em funcdo da descuba (separacdo solido/liquido). A
fermentacdo maloldtica foi efetuada a uma temperatura de * 18°C, 0 que
ocorreu num periodo de 30 dias.

A 2" trasfega foi realizada, com nova adi¢io de metabissulfito na
mesma concentragdo adicionada inicialmente. Os vinhos passaram para
a etapa de estabilizacdo a frio (+ 4°C), onde permaneceram por 30 dias.

Ap6s a estabilizagio a frio efetuou-se a 3° trasfega. O vinhos ndo
foram filtrados antes do envase, a fim de preservar as propriedades
aromdticas.

4.6.5 Amostragem

Aliquotas de 50 gramas foram coletadas em 5 etapas durante o
processamento, ou seja: mosto fresco (MF), pds-fermentagdo alcodlica
(PF), pds-primeira trasfega (PT1), apds a fermentagdo maloldtica, ou
seja, pos-segunda trasfega (PT2) e apds a estabilizacdo a frio, ou seja,
pos-terceira trasfega. O plano de amostragem encontra-se descrito no
esquema apresentado na Figura 4.7.
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4.6.6 Determinacdo da OTA

As amostras foram preparadas (extragcdo, limpeza) e analisadas
em HPLC de acordo com a metodologia de SERRA et al. (2004) para o
mosto fresco e, para as demais amostras utilizou-se a referéncia para
vinhos EN14133 descrita no European Comunitee Standard (2003).

4.6.6.1 Preparo da amostra: As amostras do mosto inicial (MI) foram
preparadas de acordo com os itens 4.1.4 e 4.3.1. Enquanto, as demais
amostras foram coletadas em sacos pldsticos proprios para
congelamento e mantidas em -30°C até o momento da anilise, onde
foram descongeladas a temperatura ambiente.
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4.6.6.2 Extragcdo: As amostras foram extraidas da seguinte maneira: um
volume de 10 mL da amostra foi adicionado em erlenmeyer de 100 mL,
seguido da adi¢cdo de 10 mL da solucdo A (NaHCOj; a 5% e PEG 8000 a
1%) e vigorosamente homogeneizado. A mistura foi filtrada com filtro
Whatman (1,6p). Porém, para a amostra do mosto fresco (MF) o
processo de extragdo foi 0 mesmo descrito para uvas no item 4.3.4.1.

4.6.6.3 Limpeza: Para limpeza, 10 mL do filtrado obtido no passo
anterior, pos filtragdio com Whatman (J=1,6im), foi novamente filtrado
passando por uma coluna de imunoafinidade (Ochra Test © - Vicam) a 1
gota/segundo. A coluna foi lavada com 5SmL da solu¢do B (NaCl a
2,5%, NaHCO; a 0,5%), seguido de SmL de dgua deionizada. A OTA
foi eluida com 2mL de metanol e completamente evaporada em corrente
de nitrogénio.

4.6.6.4 Quantificagdo: A quantificagdo da ocratoxina A nas amostras foi
efetuada do mesmo modo descrito no item 4.3.4.3.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rastreio Micolédgico ds Uvas de Santa Catarina

Durante os anos de 2005 e 2006 foram isoladas e identificadas
um total de 1.492 estirpes de fungos filamentosos de um total de 50
amostras de uvas tintas viniferas, nas regides estudadas.

Via de regra, as uvas analisadas estavam em boas condicdes de
fitossanidade, com excecdo do observado na vindima de 2006, onde a
podridao amarga causada pelo agente Melanconium fuligineum, esteve
presente em ambas dreas avaliadas, porém, em muito menor extensdo
nas uvas provenientes do Planalto. A Tabela 5.1 apresenta a média das
condi¢des climdticas do periodo das vindimas (Fevereiro/Marco) de
2005 e 2006 para a regido do Meio Oeste, representada pela Estacdo
Experimental de Videira da Epagri (Empresa de Pesquisa e Extensdo
Agropecudria de Santa Catarina):

Tabela 5.1 — Condi¢des climdticas do Meio Oeste nas vindimas
(2005/2006)

Vindima Temperatura média Umidade Precipitacao
(safra) ‘o) (%) (mm)
2005 21,97 65,98 93,00
2006 21,28 73,57 174,65

A condi¢do climdtica observada no periodo de 2006 reflete o
favorecimento ao desenvolvimento do fungo, ou seja, a elevagio
considerdvel dos indices pluviométricos (46,75%) e de umidade relativa
(10,3%) com discreta oscilagio da temperatura média (0,69 C)
mantendo-se na faixa de 21°C. O M. fuligineum é um parasita com alta
capacidade saprofitica, que exige calor e umidade relativa elevada, e em
anos chuvosos recomenda-se a aplicacdo de defensivos agricolas nas
videiras, por ocasido da maturagdo. A podriddo amarga é uma doenca
tipica de frutos maduros. (AMORIN & KUNIYUKI, 2005).

No rastreio a micobiota normal das uvas referentes as vindimas
dos anos de 2005 e 2006 efetuado nas regides do Meio Oeste e Planalto
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Catarinenses, foram recuperadas 1492 estirpes distribuidas em 14
géneros. A Figura 5.1 apresenta os géneros isolados com maior
frequéncia: Cladosporium (31,6% do total de bagas analisadas),
Alternaria (31,3%), Aspergillus (23,0%), Penicillium (22,2%), Botrytis
(22,3%), Aureobasidium (6,9%) e Rhyzopus (5,0%). Os géneros
Trichoderma, Fusarium, Epicoccum, Nigrospora e Mucor estiveram
presentes em mais de 1% das bagas, enquanto, Nigrospora,
Trichotecium e Curvularia tiveram frequéncia inferior a 1%.

DISTRIBUICAO DA MICOBIOTA

35,0+
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25,0+ o
20,0+
15,0+
10,0+

equéncia

(% Bagas)

Fr

Géneros

Figura 5.1 — Micobiota predominante nas uvas das regides do Meio Oeste e
Planalto de Santa Catarina

As incidéncias e os géneros isolados sdo concordantes com o
observado por outros investigadores em andlises realizadas em uvas na
época das vindimas. Todos os 14 géneros aqui isolados, ji foram
encontrados em uvas (MELKI BEN FREDJI et al. 2007; BELLI et al.
2006, ROMERO et al. 2005, SERRA et al. 2005 ¢ ABRUNHOSA et
al. 2001). Com excecdo de Trichotecium e Mucor, os demais ja foram
isolados de uvas da América do Sul, (GOMEZ et al. 2006, ROMERO et
al. 2005; CHULZE et al. 2006, MAGNOLI et al. 2003 ¢ DA ROCHA
ROSA et al. 2002).

Cladosporium foi o género mais incidente, BAU et al. (2005) e
ABRUNHOSA et al. (2001) registram o género como o segundo maior
em incidéncia. SERRA et al. (2005) encontraram resultados similares
onde os 3 géneros de maior incidéncia foram em ordem decrescente:
Cladosporium, Botrytis e Alternaria. O intervalo de tempo de
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verificagdo das bagas se deu a cada 02 dias, isso reforca o descrito por
SERRA (2005). Quando a autora compara a sua investigacdo a de outro
autor que relata a observacdo somente ao final de 7 dias (periodo de
incubacgfo), observando também, o crescimento mais lento das coldnias
de Cladosporium, quando relacionado a outros fungos, principalmente
Aspergillus, mascarando com freqiiéncia a presenca do fungo podendo
haver uma subestimacg?o da incidéncia de Cladosporium nas bagas.

5.1.1 Incidéncia fiingica em uvas no Planalto e Meio Oeste
Catarinense

Em relacdo aos géneros dos fungos filamentosos, a incidéncia
diferiu entre duas regides para uma significancia de resultado (p<0,05)
para Cladosporium, Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Botrytis,
Aureobasidium, Rhyzopus, Fusarium e Epicoccum. Houve diferenga
para um nivel de sgnificancia (p<0,01) para Trichoderma, Mucor,
Nigrospora e Trichotecium. A inferéncia estatistica revela diferencgas
significativas entre as populacdes. Para a regido do Meio Oeste a
predominancia em relacdo ao ndmero de bagas colonizadas foi de:
Cladosporium (34,2%), Aspergillus (26,6%), Alternaria (24,2%),
Penicillium (20,5%), Botrytis (20,0%), Aureobasidium (7,9%) e
Rhyzopus (6,9%), representando 94,9% de fungos isolados. Enquanto,
no Planalto os géneros de maior incidéncia foram: Alternaria (42,9%),
Cladosporium (27,4%), Botrytis (26,1%), Penicillium (25,0%),
Aspergillus (17,1%), e Aureobasidium (5,3%), representando 94,7% dos
fungos isolados nessa regido. A Tabela 5.2 apresenta a distribuicdo dos
géneros isolados no rastreio a micobiota normal das uvas referentes as
vindimas dos anos de 2005 e 2006, efetuado nas regides do Meio Oeste
e Planalto Catarinenses:

O género Alternaria apresentou a maior incidéncia na regido do
Planalto, alguns estudos semelhantes realizados em outros paises da
América do Sul (GOMEZ et al, 2006 e MAGNOLI et al. 2003),
Espanha e Frangca (BAU, et al. 2005 e SAGE et al. 2004), também
revelaram essa ocorréncia. A Tabela 5.3 apresenta os dados
climatolégicos no periodo das vindimas de 2005/2006, para as regides
do Meio Oeste (Fevereiro/Marco) e Planalto (Margo/Abril):
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Tabela 5.2 — Numero de isolados recuperados das uvas de duas regides
catarinenses (safras 2005 e 2006) por plaqueamento direto.

Regioes de Santa

Géneros Catarina Total
Meio Oeste Planalto

Alternaria Ness:Fr. 150 163 313
Aspergillus Fr.:Fr. 165 65 230
Aureobasidium Viala & Boyer 49 20 69
Botrytis P. Micheli : Fr. 124 99 223
Cladosporium Link 212 104 316
Curvularia Boedijn 2 0 2
Epicoccum nigrum Link 6 8 14
Fusarium Link 9 5 14
Mucor Micheli : Fr 9 1 10
Nigrospora Zimm. 4 2 6
Penicillium Link 127 95 222
Rhyzopus Ehrenb 43 7 50
Trichoderma Pers. 14 5 19
Trichotecium Pers. 2 2 4
Total de estirpes isoladas 920 572 1492
Total de amostras analisadas 31 19 50
Total de bagas analisadas 620 380 1000

Tabela 5.3 — Indices climiticos médios das regides do Meio Oeste e
Planalto de Santa Catarina no periodo das vindimas de 2005 e 2006.

Umidade - Velocidade ~
s Temperatura . Pluviosidade Insolacao
Regiao média (°C) relativa (mm) do vento (horas)
(%) (m/s)
Meio 21,6 69.8 133.8 0.9 210,3
Oeste
Planalto 15,0 82,2 98,5 1,8 179,1

A regido do Planalto quando comparada ao Meio Oeste,
apresentou umidade relativa mais elevada em cerca de 15,1%,
velocidade de vento superior em 100% (favorecendo a disseminac¢do do
fungo), e temperatura inferior em 6,6°C. MASSOLA JR. et al. (2005)
demonstram que, a Alternaria porri sobrevive de uma estagdo para
outras sendo disseminada principalmente pelo vento. A umidade é o
fator ambiental mais importante para o desenvolvimento, tendo 21 a
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30°C como faixa 6tima de temperatura para o desenvolvimento do
fungo. Portanto, € possivel considerar que os fatores limitantes da
podriddo por Alternaria nas uvas do Planalto foram: a integridade das
bagas e a baixa temperatura observada.

O Meio Oeste que teve o predominio de Cladosporium
apresentou um indice pluviométrico médio superior em 26,4% ao
observado no Planalto; no Brasil, em regides de alta pluviosidade
espécies de Cladosporium tém sido descritas como causador de
podriddes em frutas como acerola (PAPA, 2005), maracuja (FISCHER
et al, 2005), ameixa, péssego e nectarina (MARTINS, 2005) e em
olericolas: tomate (KUROZAWA & PAVAN, 2005). Em Santa Catarina
tem sido detectada em diversas lavouras de cebola (MASSOLA JR. et
al. 2005). Em uvas, espécies de Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Penicillium, Rhizopus e Stemphylium podem causar podridao, podendo
ocorrer associados a infec¢do por Botrytis (LOPES, 2002).

A Figura 5.2 apresenta uma placa de Petri com uvas doentes (com
podriddo) cultivadas em DRBC apdés 4 dias de incubacdo, onde é
possivel verificar, a olho nd, o desenvolvimento de Aspergillus negros.

W

Figura 5.2 — Aspergillus “negros” crescidos sobre uva ap6s 4 dias de cultivo
em DRBC a 25°C.

O género Aspergillus foi o quinto em ocorréncia no Planalto,
sugerindo que ocorram condi¢des menos favordveis para o seu
desenvolvimento, parecendo ser a temperatura e a ventilacdo, fatores
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limitantes ao seu estabelecimento. Situacdo semelhante foi observada
por SERRA (2005) para uma determinada vinha na regido do Douro em
que a incidéncia de Aspergillus foi significativamente menor, enquanto,
a incidéncia de Alternaria foi significativamente maior, a autora sugere
que a ventilagdo e as condi¢des excepcionais do local favorecam o
desenvolvimento da Alternaria.

No Meio Oeste a segunda maior incidéncia foi de Aspergillus e,
de acordo com SERRA (2005) os Aspergilli, em particular os
pertencentes a sec¢do Nigri, sdo capazes de crescer a temperaturas mais
elevadas e com menos umidade.

Em relacdo a Botrytis, representada na Figura 5.3, observou-se
uma inversdao entre as ocorréncias nas regides estudadas quando
comparadas aos Aspergilli, provavelmente pela razdo supracitada é que
0 Meio Oeste apresentou maior incidéncia desse género em relacdo a
Botrytis. Para o Planalto, como esperado a incidéncia de Botrytis f0i9
superior ao Meio Oeste pela sua condi¢do climdtica mais amena (Tabela
5.3), segundo AMORIN & KUNIYUKI (2005) esse fungo ¢
problemdtico em regides com temperaturas amenas (15 a 20°C) e com
alta umidade na ocasido da maturacdo da uva.

Figura 5. 3 — Botrytis cinerea crescida em superficie de uva observada ao
estereomicroscopio.

A relagdo entre as frequéncias relativas dos géneros Aspergillus,
Alternaria e Botrytis para as regides do Planalto e Meio Oeste durante o
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periodo avaliado (2005/2006) € apresentada através da Figura 5.4:

Incidéncia entre os géneros:
Aspergillus, Botrytis e Alternaria
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Figura 5.4 — Frequéncias dos géneros: Aspergillus, Alternaria e Botrytis em
uvas (relagdo ao nimero de bagas) do Meio Oeste e Planalto de Santa Catarina.

Analisando a frequéncia das estirpes (Figura 5.4) percebe-se que,
as condicdes climdticas, parecem ser o determinante para o
desenvolvimento desses géneros. A ocorréncia dos Aspergilli esta
intimamente relacionada a capacidade de crescimento em temperaturas
mais elevadas e em menor umidade, com uma incidéncia de 26,6% na
Regido Meio Oeste em relagdo ao Planalto que foi de 17,1%. Para
Botrytis, a frequéncia foi de 26,1% para o meio Oeste, portanto, superior
ao Planalto, onde a umidade mais elevada e temperatura mais amena sio
favordveis ao seu desenvolvimento (Tabela 5.3). A umidade e
velocidade do vento, certamente, sdo os fatores mais importantes para o
estabelecimento do género Alternaria que teve uma incidéncia 18,7%
maior na Regido Planalto.

5.1.2 Ocorréncia das espécies de Penicillium
A distribuicdo das espécies de Penicillium em uvas provenientes

das regides do Planalto e Meio Oeste Catarinenses estd descrita a seguir
na Tabela 5.4:



128

Tabela 5.4 — Distribui¢do das espécies de Penicillium presentes em uvas
do Planalto e Meio Oeste de Santa Catarina durante o periodo das
vindimas de 2005/2006.

Regides de Santa Catarina
Planalto Meio Oeste
P. brevicompactum Dierckx 21 28 49
P. citrinum Thom 10 14 24
P. crustosum Thom 11 15 26
P. digitatum 0 2 2
P. expansum Thom 2 9 11
P. funiculosum Thom 5 7 12
0
16
30

Espécies Total

P. griseofulvum Dierckx 1 1

P. roqueforti Thom 14 30
P. thomii Maire 37 67
Total estirpes identificadas 95 127 222
Total bagas analisadas 380 620 1000

Embora, entre os géneros tenha apresentado distribui¢do
diferente, a frequéncia das espécies de Penicillium entre as regides nao
apresentou diferencas significativas. As espécies predominates foram: P.
thomii e P. brevicompactum, representando 52,2% dos isolados.

A tnica espécie que apresentou frequéncias relativas distintas foi
P. roqueforti, com 4,2% e 2,3% para o Planalto e Meio Oeste,
respectivamente, esta foi a terceira em ocorréncia, SAGE et al. (2004)
referiram as espécies de P. brevicompactum e P. roqueforti como
espécies mais ocorrentes em uvas francesas.

Das 9 espécies encontradas nas uvas de Santa Catarina, 08 foram
isoladas em uvas portuguesas por SERRA et al. (2005) e por BAU et al.
(2005) em uvas espanholas. Na América do Sul, DA ROCHA ROSA et
al. (2002) registram a ocorréncia de apenas 03 espécies para uvas
argentinas (P. chrysogeneum, P. glabrum e P. decumbens).

5.1.3 Ocorréncia das espécies de Aspergillus

No presente trabalho foram recuperadas 11 espécies (incluindo o
teleomorfo E. nidulans), dentre essas oito foram referidas por BAU et
al. (2005) em uvas da Espanha e dez foram expostas por SERRA et al.
(2005).

A ocorréncia das espécies de Aspergillus foi divergente entre as
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regides do Planalto e Meio Oeste, onde a incidéncia foi em ordem
decrescente: agregado A. niger (p<0,05), A. fumigatus (p<0,05), A.
flavus (p<0,05), A. terreus (p<0,05), A. japonicus (p<0,01), A. oryzae
(p<0,01), A. ustus (p<0,01) e A. flavipes (p<0,01). e A.carbonarius, A.
clavatus e E. nidulans, estiveram presentes em menos de 1% dos bagos
(Tabela 5.3).

Dentre as 230 estirpes de Aspergillus isoladas, 71,1% foram
detectadas na regido do Meio Oeste, indicando que deva ter sido a
temperatura média de 15,0°C (Tabela 5.2) registrada no periodo das
vindimas no Planalto o principal fator determinante.

A Tabela 5.5 mostra as espécies de Aspergillus recuperadas
durante as vindimas de 2005/2006 das regides viticolas avaliadas:

Tabela 5. 5 — Distribui¢do das espécies de Aspergillus presentes em
uvas do Planalto e Meio Oeste de Santa Catarina no periodo das
vindimas de 2005 e 2006.

Regides de Santa Catarina

Espécies Planalto Meio Oeste Total
A. carbonariusThom 0 2 2
A. clavatus Desm. 0 2 2
A. flavipes Thom & Church 3 7 10
A. flavus Link 12 31 43
A. fumigatus Fresen. 11 38 49
A. japonicus Saito 3 8 11
A. niger (agregado) 19 50 69
A. oryzae Cohn 6 5 11
A. terreus Thom 8 13 21
A. ustus Thom & Church 3 8 11
Emericela nidulans Vuill. 0 1 1
Total de estirpes isoladas 65 165 230
Total de bagas analisadas 380 620 1000

Em ambas as regides as estirpes pertencentes ao agregado A niger
foram predominates. Outros trabalhos revelam também o predominio de
agregado A. niger a altura da vindima, sugerindo o seu predominio
independente da posicdo geogrifica (MELKI BEN FREDII et al. 2007;
BELLI er al. 2006; BAU et al. 2005 ¢ SERRA et al. 2003). Esporos
negros possuem protecdo a luz UV e luz solar, apresentando vantagem
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competitiva em climas mais quentes (PITT & HOCKING, 1997).

DA ROCHA ROSA et al. (2002) em um rastreio efetuado em
uvas na Argentina (Mendoza) descrevem a ndo detecgdo de A.
carbonarius e a presenca do fungo em uvas do Brasil (regido da
Campanha) como segundo em incidéncia do género. Em nossa
investigacdo, A. carbonarius foi somente observado somente no Meio
Oeste de Santa Catarina e, em ocorréncia inferior a 1%.

Para ambas regides aqui estudadas a segunda espécie em
incidéncia foi A. fumigatus. BAU et al. (2005) registraram o A.
fumigatus como a terceira espécie em frequéncia no rastreio efetuado em
uvas espanholas.

A. flavus foi a tercceira em ocorréncia para as regides do Planalto
(12,43%) e Meio Oeste (30,58%), MAGNOLI et al. (2003), em um
estudo similar em 50 amostras de uvas vinifera da vindima de 2001 em
Mendoza, incluindo variedades Malbec, Chardonnay, Merlot, Cabernet
e Bonarda, observaram a presenca de 7 géneros de fungos filamentosos
com o predominio de A. niger var. niger (61%) e A. flavus (17%);
KLICH (2002) referencia esse ultimo fungo como produtor de
aflatoxina e dcido ciclopiazdnico (geralmente produzido concomitante
com a aflatoxina).

A. oryzae foi aqui isolado ndo sendo observado em outros
rastreios (Tabela 5.2). Trata-se de uma espécie frequentemente isolada
de solos e partes vegetativas de plantas, KLICH (2002). Aspergillus
ochraceus ndo foi isolado durante o periodo de avaliacio em nenhuma
das regides aqui estudadas.

5.1.4 Potencial produtor de OTA dos Aspergillus negros em cultura
pura

Todas as 82 estirpes de Aspergillus negros (agregado A. niger, A.
Jjaponicus e A. carbonarius) recuperadas durante o periodo de avaliagdo
(vindimas 2005/2006) das regides viticolas (Planalto e Meio Oeste de
Santa Catarina), foram testadas quanto a capacidade produtora de OTA
em cultura pura. A Tabela 5.6 demonstra a recuperagdo de OTA em
meio de CYA+ concentrado de Czapeck, efetuada em 2 ensaios, bem
como os limites de detec¢do e quantificagdo da ocratoxina A.
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Tabela 5.6 — Recuperacdo de OTA adicionada em CY A usando metanol
como solvente.

TR (%) TR*+SD” RSD,® RSDy‘

Ensaios 03 réplicas (%) (%) (%)
98,5

Ensaio 01 95,8 93,3 +6,7 7,2 -
85,7
97,5

Ensaio 02 99,0 94,6 £ 6,4 6,8 -
87,2

Média dos Ensaios

(01 e 02) 93,9 93,9+59 7,0 6,3

Limite de detec¢ao

OTA 0,15 ug/Kg

Limite de

quantiicacdo OTA 0.05 pg/Ke

*Taxa de recuperagio; "Desvio padrio; “Desvio padrio relativo em repetibilidade; ¢ Desvio
padrdo relativo em repetibilidade (n = 6).

Na sequéncia, na Tabela 5.7 sdo demonstradas as estirpes de
Aspergillus da secdo Nigri isoladas, capazes de produzir ocratoxina A
em cultura pura.

Do total de 69 exemplares de agregado A. niger avaliados, apenas
11 foram produtoras de OTA, correspondendo a 15,9%, outros
investigadores observaram os seguintes percentuais, pertencentes a esse
mesmo grupo: 4% de um total de 294 isolados de uvas portuguesas
(SERRA et al. 2003) e, 24% de 196 isolados de uvas argentinas
desidratadas (MAGNOLI et al. 2004). DA ROCHA ROSA (2002) relata
que das estirpes de A. niger isoladas da Argentina e do Brasil, 17 e 30%,
respectivamente, produziram OTA em cultura pura.

Para o A. carbonarius, das duas estirpes isoldas, apenas uma foi
positiva para OTA (Tabela 5.7), a capacidade produtora de OTA por
esse fungo é conhecida. DA ROCHA ROSA et al. (2002) referem que
25% das estirpes isoladas de uvas brasileiras (regido da Campanha)
foran} OTA (+) produzindo a micotoxina em concentracdes de 18 a 234
ug.g .

Das 11 estirpes de A. japonicus isoladas e avaliadas nenhuma foi
produtora de OTA. Outros autores, também referem a incapacidade de
producdo de OTA por exemplares isolados de uvas (BEJAOUI et al.
2006a; SERRA, 2005 ¢ BAU et al. 2005). No entanto, MAGNOLI ef al.
(2003) descrevem a producdo de OTA por 1 de 2 estirpes de A.
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Jjaponicus isoladas de uvas na Argentina, enquanto, PONSONE et al.
(2007) detectou a produgdo por 22,2% de um total de 72 isolados na
vindima. BATTILANI et al. (2003b) indicam exemplares OTA (+)
isolados de uvas italianas, mas em apenas 2,77% de um total de 108
isolados.

Tabela 5.7 — Estirpes de Aspergillus negros recuperados durante as
vindimas de 2005 e 2006 nas regides do Planalto e Meio Oeste de Santa
Catarina.

Regiao Estirpes (referéncia) Concen(t;zg;tl) )d ¢ OTA
agregado A. niger (SV3) 1,35
agregado A niger (MV1) 2,56
agregado A niger (CSV1) 45,14
Meio agregado A niger (CSV7) 27,65
Oeste agregado A niger (CSVY5) 8,51
agregado A niger (CSV6) 52,36
agregado A niger (MV1B) 47,23
agregado A niger (CSV1B) 52,73
A. carbonarius (MVD1) 87,71
agregado A niger (MP4) 1,56
Planalto agregado A niger (CSLS) 1,52
agregado A niger (MP5) 63,31

5.2 Micotoxinas nas Uvas

O sistema agroalimentar é uma das 4reas onde o Brasil vem
desenvolvendo esforcos na melhoria da competitividade, dentre esses,
estd a busca da melhoria da qualidade dos vinhos finos e a exportacio de
frutas frescas. A susceptibilidade de frutas a infeccdo fungica € um dos
fatores a serem considerados Quando se pretende a garantia da
qualidade deve-se enfatizar o potencial micotoxigénico dos fungos
associados ao campo, transporte e armazenagem, como € o caso das
micotoxinas: OTA e patulina.
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5.2.1 Ocratoxina A

A primeira etapa desse trabalho compreendeu a avaliagdo do
cumprimento dos critérios (taxa de recuperacdo, condi¢des de
repetibilidade e de reprodutibilidade) estabelecidos pela Diretriz
2002/26/EC da Comissdo Européia. A taxa de recuperacdo foi de 94,1%,
RSD, = 6,8 ¢ RSDg =7,5. Os limites foram para deteccdo de 0,04ug.Kg
" e quantificacio de 0,05ug.Kg" (menor valor utilizado na curva de
calibragdo). Os valores obtidos atenderam ao exigido para a referida
norma e estdo presentes na Tabela 5.8.

Tabela 5.8 — ParAmetros de controle para determinacido de OTA para [2
-1
ugL7].

TR* (%) TR*+SD” RSD°., RSD%

Ensaios 03 réplicas (%) %) (%)
98,3

Ensaio 01 82,6 90,4 +7.,8 8,7 -
90,4
92,7 44

Ensaio 02 100,5 97,7+43 ’ -
99,8

Média dos

Ensaios (01 e 02) 93,9 94,1 £6,1 6,6 7.3

Limite de A

deteccdo OTA 0,04 ug.Ke

Limite de A

quantiicagdo OTA 0.05 pg.Kg

a = Taxa de recuperagdo; b = desvio padrao; ¢ = desvio padrdo relativo em condi¢des de
repetibilidade; d = desvio padrao em condicdes de reprodutibilidade

Os cromatogramas obtidos foram aceitdveis, apresentam poucos
interferentes como freqiientemente relatado em processos de limpeza
por IAC (Immunoafinity Column) devido a sua especificidade e
seletividade. Em algumas amostras de uva observou-se a presenca de
um composto com o tempo de reten¢do muito préximo ao da OTA, para
confirmagao realizou-se a adi¢do de padrdo, ndo ocorrendo incremento
do pico (dados nao mostrados).

No presente estudo a OTA foi detectada em 40,6% (13) de um
total de 32 amostras de uvas testadas, no Planalto 45,4% das uvas foram
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OTA-positivas enquanto para o Meio Oeste foram 38,1%. Em um
estudo similar realizado na Tunisia, LASRMAM et al. (2007)
observaram a presenca em 75% de um total de 8 amostras de uvas
provenientes da vindima (4 brancas e 4 tintas). Os autores registraram
positividade para a OTA em todas as exemplares tintas.

As maiores concentragdes de OTA foram observadas na vindima
de 2005 em ambas regides. No Meio Oeste, o nivel mais elevado foi
0,77 pugXKg' de uma amostra de uva Pinot Noir proveniente do
municipio de Agua Doce, em estégio inicial de sobrematuracio e, com
discreta podridao por Botrytis cinerea e Aspergillus carbonarius. O
méximo no Planalto foi de 043 ug.Kg' em uma uva Cabernet
Sauvignon proveniente de um vinhedo de S3o Joaquim, com
sobrematuracdo e focos de podriddo colonizados por Aspergillus da
secdo Nigri e Botrytis cinerea, demonstrando a importancia da aplicagdo
de boas préticas agricolas na redugcdo a exposicdo a OTA. Essas 2
amostras ndo foram utilizadas para avaliacdo estatistica em funcdo do
estado fitossanitdrio em que se encontravam. No ano de 2006 nio foram
observadas amostras com sinais de deterioracdo e os niveis maximos
detectados para OTA foram de 0,190 e 0,119 p g.Kg'1 para as regides do
Meio Oeste e Planalto, respectivamente.

A Tabela 5.9 apresenta os resultados das determinacdes das
micotoxinas (OTA e Patulina) nas amostras de uvas analisadas
provenientes das 2 regides investigadas.

A Figura 5.5 apresenta a concentragdio de OTA das uvas
provenientes das safras (2004/2005) e (2005/2006), bem como, a média
mensal dos principais dados climatélogicos do Planalto. Os dados
climatolégicos compreendem o periodo da brotagdo a colheita de cada
ano avaliado.

[OTA] x CONDICOES CLIMATICAS

(PLANALTO) | 82004/2005 0 2005/2006 |
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Figura 5.5 — Condi¢des climdticas do Planalto (brotacao a colheita) versus [OTA]
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Tabela 5.9 - Concentracdo de OTA e Patulina nas uvas do Meio Oeste
e Planalto de Santa Catarina nas vindimas (2005/2006)

e . Sub-regioes OTA Patulina
Regioes Safra Variedade vitivinicolas  (ugKg-1)  (ugKe-1)
Sangiovese Agua Doce ND ND
Pinot noir* Agua Doce 0,77* ND
Cabernet Sauvignon P. Preto 0,36 ND
2005 Cabernet Sauvignon Tangara ND ND
Cabernet Sauvignon Videira 0,37 ND
Cabernet Sauvignon Videira 0,16 ND
Cabernet Sauvignon Videira 0,49 ND
Merlot P.Preto ND ND
Sangiovese Agua Doce 0,19 ND
Cabernet Sauvignon Cagador ND ND
Meio Oeste Merlot Herciliépolis 0,06 ND
Ancellotta Tomeré ND ND
Cabernet Sauvignon Tomeré ND ND
Cabernet Sauvignon Tomeré 0,067 ND
2006 Cabernet Sauvignon P. Preto 0,081 ND
Cabernet Sauvignon Tangara ND ND
Cabernet Sauvignon Tangard 0,061 ND
Merlot Videira 0,069 ND
Cabernet Sauvignon Videira 0,122 ND
Cabernet Sauvignon Videira ND ND
Merlot Videira 0,014 ND
Cabernet Sauvignon Séao Joaquim ND ND
2005 Cabernet Sauvignon Sao Joaquim 0,43%%* ND
Cabernet Sauvignon Séao Joaquim 0,27 ND
Cabernet Sauvignon Lages 0,016 ND
Cabernet Sauvignon Séao Joaquim ND ND
Plantalto Merlot Sdo Joaquim 0,009 ND
2006 Merlot Sdo Joaquim ND ND
Syrah Séao Joaquim ND ND
Sangiovese Sdo Joaquim 0,119 ND
Cabernet Franc Sao Joaquim 0,005 ND
Cabernet Sauvignon Sdo Joaquim ND ND

* podridao por Botrytis e Aspergillus carbonarius;
** sobrematuracio e focos de podriddo por Botrytis e Aspergillus da sec¢do Nigri

No Planalto as concentragdes médias de OTA tiveram uma
variacdo de 86,7% no periodo avaliado, ou seja, 0,135 pg.Kg™' em 2005
e 0,019 pg.Kg"' no ano de 2006, a insolagdo foi 7,1% inferior em
relacdo ao ano anterior. A umidade e a temperatura tiveram uma
variagdo pouco significativa a precipitagdo teve um aumento de 13,84%
em relag@o ao ano anterior.
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A concentra¢do de OTA e a média mensal dos principais dados
climatdlogicos do Meio Oeste compreendendo o periodo da brotagdo a
colheita de cada ano estudado, estdo dispostas na Figura 5.6.

[OTA] x CONDICOES CLIMATICAS
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Figura 5. 6 — Condi¢des climaticas do Meio Oeste (brotagdo a colheita) versus
[OTA]

Para a Regido do Meio Oeste os niveis médios de OTA
apresentaram uma variacdo de 74,11% no periodo avaliado, ou seja,
0,197 pg.Kg’1 em 2005 e no ano de 2006 foi 0,051 pg.Kg'I. A insolagdo
foi inferior em 19,0%, quando comparada ao ano anterior. A umidade e
a temperatura tiveram uma variacdo pouco significativa a precipitacio
teve um aumento de 14,6% em relacdo ao ano anterior.

As regides estudadas apresentaram variacdo considerdvel da OTA
de um ano para o outro, corroborando com o descrito por ROUSSEAU
(2004) e BATILANI et al. (2003b) com relagéo verificagdo da variagdo
anual da concentracdo de OTA em um mesmo vinhedo, sugerindo que
esse fato se deva as varia¢des meteoroldgicas.

A variacdo das condicdes climdticas apresentou comportamento
muito similar para as duas regides, com certa estabilidade de
temperatura € de umidade, menos horas de insolacio e aumento da
precipitacdo em relagdo ao primeiro ano. Com isso, os niveis de OTA
reduziram consideravelmente em 2006 para ambas as regides. SERRA
(2005) observou reducdo nos niveis de OTA em relacdo ao estdgios
anteriores no processo de maturagdo das uvas, onde ela cita que no
momento era impossivel especular se o fato se devia a uma questdo de
amostragem, ou outros fenémenos como degradacdo por fungos ou a
diluicdo com o aumento do volume; dentre os vdrios fatores que
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contribuem para o aumento ou reducdo dos niveis de OTA, fica aqui
uma pergunta: “Poderd o aumento da pluviosidade influenciar na
reducdo da concentracdo em funcdo da diluicdo a exemplo de outros
compostos da uva?”’. Para BATTILANI et al. (2003b) o conhecimento
da epidemiologia dos fungos produtores de OTA em uvas é realmente
muito pobre, o patégeno estd definido, mas o papel do hospedeiro, em
particular de variedades de uva distintas, assim como o ambiente ainda
nio estdo claros.

A Figura 5.7 demonstra que os niveis de OTA variaram
significativamente entre as regides, o Meio Oeste apresentou niveis
médios de 0,124ug.Kg"', enquanto, o Planalto revelou valores de 0,076
ug.Kg', colaborando com as observacdes de estudos anteriores de que
os fatores mais notdveis em relacdo a concentragdo de OTA nas uvas
ndo sdo as préticas culturais, mas o ano e origem geogrifica (SERRA,
2005; BATTILANI & PIETRI, 2002 e BATTILANI ez al. 2001).

[OTA] X CONDIQOES CLIMATICAS EM SANTA CATARINA
(2005/2006)
‘ @ MEIO OESTE O PLANALTO |
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Figura 5.7 — Concentracdo média de OTA x Condicdes climaticas do Meio
Oeste e Planalto (2005/2006)

Quando se faz uma avaliacio da variagdo dos fatores
climatolégicos (2005/2006) em cada um dos microclimas observa-se
que as principais varidveis meteoroldgicas que apresentaram influéncia
na produgdo de OTA foram: precipitagdo e insolagdo (Figuras 5.5 e 5.6).
Porém, quando essa analogia é efetuada a nivel de macroclima, observa-
se relacdo diretamente proporcional com a temperatura e precipitagcdo e
inversamente para umidade e radiacdo solar. A umidade atmosférica
abundante é geralmente menos critica durante a colonizacdo do tecido
da planta hospedeira, entretanto, a umidade é freqiientemente critica
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durante a esporulacio (TONIETTO et al. 2002). De acordo com
ROTEM (1978), o patossistema é um resultado de uma interacio
complexa biolégica-ambiental, véarios graus de compensacdo podem
ocorrer nos componentes biolégicos em resposta a fatores ambientais
especificos.

A temperatura média mensal do bi€nio avaliado apresentou uma
variacdo de 5°C, a menor concentra¢io de OTA nas uvas foi verificada
na regido de temperaturas mais amenas € com umidade relativa mais
elevada, ou seja, a temperatura sobrepds o fator umidade em relagdo a
presenca da OTA nas uvas.

A Tabela 5.10 apresenta niveis médios de OTA encontrados e a
incidéncia do género Aspergillus em observada na micobiota das uvas:

Tabela 5.10 — Concentracio de OTA e frequéncia do género Aspergillus
nas uvas do Meio Oeste e Planalto Catarinenses.

N Espécies de
Género P

.~ OTA Aspergillus em ‘agregado A.~ Especnes.de A.
Regido 1 ~ niger emrelacdo  carbonarius em
(ng.Kg™) relaciao a A illi laca
micobiota (%) aos Aspergilli relacdo aos
(%) Aspergilli (%)
Meio 124 179 30.0 0.8
Oeste
Planalto 0,076 114 26,2 0,0
Média 0,100 14,65 28,1 0,4

Analisando a frequéncia das estirpes e os niveis de OTA,
percebe-se uma estreita relacdo entre eles, ou seja, um coeficiente de
determinagdo (R*= 0,987). Quando se faz a associagdo dessa correlacio
com as condi¢gdes climaticas (Figura 5.8) observa-se que parecem ser o
determinante para o desenvolvimento desse género para ambas regides,
visto que, as condi¢cdes de ocorréncia dos Aspergillus intimamente
relacionada a capacidade de crescimento em temperaturas mais elevadas
e em menor umidade e, consequentemente para producdo da OTA.

BATILANI et al. (2006) efetuaram um estudo de 3 anos em
vinhedos de diferentes regides da Itdlia, confirmando o efeito da
localizagdo geografica do vinhedo sobre a flora fingica (Aspergillus
negros) e sua incidéncia nos diferentes anos, porém as condi¢des
meteoroldgicas exerceram um papel importante na colonizagdo das
bagas e na producdo de OTA.
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5.2.2 Patulina

A taxa de recuperagdo obtida para a patulina nas uvas foi de 75%
para uma concentragdo inicial de 20 pug.Kg', com um RSD, = 13,0 e
RSDy = 18,7. Os limites foram para deteccio de 0,22 pgKg' e
quantificacio de 1,0 pug.Kg"' (menor valor utilizado na curva de
calibracdo). Os valores atenderam ao proposto pela DIRETRIZ
2003/78/EC da Comunidade Européia que determina os métodos de
amostragem e de andlise para o controle oficial dos niveis de patulina
em géneros alimenticios. A Tabela 5.11 apresenta os resultados obtidos
nos ensaios de recuperacio da patulina:

Tabela 5.11 — Pardmetros de controle para determinacdo de patulina
para [20 ug.Kg™'].

. TR (%) a RSD,”  RSD;¢
Ensaios 03 réplicas TR + SD (%) (%) (%)
84,5
Ensaio 01 63,2 68,0 14,7 21,4 -
56,4
92,1
Ensaio 02 69,8 82,0+11,3 13,8 -
84,1
Média dos Ensaios
(01 ¢ 02) 75,0 75,0+ 13,0 17,6 18,7
Limite de deteccdo B
Patulina 0,22 pg Ke
Limite de 1,0 ug.Ke'

quantiicagdo Patulina
a = Taxa de recuperagdo; b = desvio padrao; ¢ = desvio padrdo relativo em condi¢des de
repetibilidade; d = desvio padrdao em condicdes de reprodutibilidade

Fernandez-Trevejo et al. (2001), efetuaram a validacdo do
método para determinacdo de patulina em sucos e purés de frutas por
HPLC com deteccdo por UV, obtiveram taxa de recuperagdo mais
elevada, ou seja, 82% para um spiking médio de 36,39 pg.L".

No presente estudo a patulina ndo foi detectada em 32 amostras
de uvas analisadas, ou seja, 100% das amostras das vindimas (2005 e
20006). Resultados similares foram obtidos por Caldas et al. (2008) num
levantamento em 40 amostras de uvas finas de vinhedos do Estado do
Parand na safra 2003/2004, onde todas foram patulina-negativas. Sylos
& Rodrigues Amaya (1999) investigaram 111 sucos processados de
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vérios tipos de frutas utilizando HPLC/UV. Todas amostras de suco de
uvas foram negativas para a patulina. No entanto, a Directorate-General
Health and Consumer Protection (DGHCP, 2002), reporta um
levantamento realizado em 324 amostras de suco e mostos de uvas,
39,5% foram positivas para patulina.

No rastreio a biota de fungos filamentosos nas uvas, aqui
realizado, foram isoladas 1492 estirpes fingicas, com predominio dos
géneros Cladosporium e Alternaria. Apenas 11 estirpes de P. expansum
foram encontradas, representando 0,73% do total de isolados, essa baixa
incidéncia pode ser um dos fatores relacionados a ndo deteccdo de
patulina nas uvas, visto que, segundo MORALES et al. (2007) o P.
expansum € considerado o principal produtor dessa micotoxina em
frutas. Caldas et al. (2008) levantam a alta incidéncia de Cladosporium,
Alternaria e Rhyzopus (ndo produtores de patulina) como uma das
possibilidades para justificar a auséncia da micotoxina nas uvas por eles
investigadas.

5.3 Acido D-Gluconico e sua Relacio com a Micobiota de uvas
produzidas em Santa Catarina

A concentracio de dcido gluconico em mostos e vinhos € propria
de fontes 4cidas, sendo produzidos por fungos e/ou bactérias.
Aspergillus, Botrytis, e Penicillium sp. oxidam a glucose para produzir
dcido glucdnico. Este ndo é utilizado pelas leveduras ou bactérias,
podendo ser usado como um indicador de deterioracdo de frutas. Por
essa razdo a concentracdo de 4cido gluconico foi determinada em 32
amostras de uvas tintas obtidas nas vindimas de 2005 e 2006 e estd
representada na Tabela 5.12:

As concentragdes de acido D-glucdnico nas uvas variaram de
0,082 a 2,646 g.Kg', porém, a média foi de 0,528 (+ 0,035) g.Kg"'. As
concentracdes médias de dcido D-gluconico foram 0,361 e 0,615 g.Kg™
nos anos de 2005 e 2006, respectivamente. Zoecklein (2006) em um
estudo efetuado com mostos de uvas Riesling na Virginia reporta que os
niveis de 4cido gluconico em uvas “limpas” e em seus vinhos sdo
préximos 0,5 g.L”'. Fischer e Berger (2007), apresentam uma analise
comparativa de 3 amostras de uvas, Riesling, Pinot noir e Pinot blanc,
onde as concentra¢des de dcido glucdnico foram: 3,2; 0,1 e zero (g/L),
respectivamente. McCLOSKEY (1974) observou indices de 4acido
glucdnico em vinhos californianos de zero a 3,09 (g.L™).
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Tabela 5.12 - Concentracdo de dcido gluconico em uvas produzidas em
Santa Catarina (Safras 2005/2006)

Sub-regides [Acido D-glucénico] + SD°

Regides Safra Variedade
vitivinicolas (g.Kg-1)
Sangiovese Agua Doce 0,118 +0,029
Pinot noir? Agua Doce 0,224 +0,025
Cabernet Sauvignon P. Preto 0,082 +0,024
2005 Cabernet Sauvignon Tangara 0,864 +0,098
Cabernet Sauvignon Videira 0,094 +0,007
Cabernet Sauvignon Videira 0,152 + 0,021
Cabernet Sauvignon Videira 0,573 £ 0,067
Merlot P.Preto 0,470 + 0,056
Sangiovese Agua Doce 0,247 + 0,039
. Cabernet Sauvignon Cacador 1,342 £ 0,061
c")"ees'; Merlot Herciliopolis 0,091 + 0,006
Ancellotta lomeré 0,121 £ 0,033
Cabernet Sauvignon lomeré 0,337 £0,018
Cabernet Sauvignon lomeré 0,153 £ 0,018
2006 Cabernet Sauvignon P. Preto 1,757 £ 0,037
Cabernet Sauvignon Tangara 0,841 £ 0,049
Cabernet Sauvignon Tangara 0,277 £0,016
Merlot Videira 0,101 £ 0,023
Cabernet Sauvignon Videira 2,611 £ 0,064
Cabernet Sauvignon Videira 0,491 + 0,031
Merlot Videira 0,238 + 0,007
Cabernet Sauvignon Séo Joaquim 0,560 + 0,077
2005 Cabernet Sauvignon®  Sao Joaquim 0,348 + 0,037
Cabernet Sauvignon Sao Joaquim 0,487 + 0,094
Cabernet Sauvignon Lages 2,646 + 0,081
Cabernet Sauvignon Séo Joaquim 0,232 + 0,006
Planalto Merlot Séo Joaquim 0,266 + 0,023
2006 Merlot Séo Joaquim 0,111 £ 0,011
Syrah Séo Joaquim 0,115 £ 0,008
Sangiovese Sao Joaquim 0,166 £ 0,019
Cabernet Franc Sao Joaquim 0,451 £ 0,027
Cabernet Sauvignon Séo Joaquim 0,324 £0,017

a = podridao por Botrytis sp e Asspergillus carbonarius
b = sobrematuragéo e focos de podridao por Botrytis e Aspergillus da seccao Nigri
¢ = desvio padréao; (n=3)

Cuadrado et al. (2005) em um estudo com 40 amostras de mostos
e vinhos provenientes de “La Mancha” e “Montilla-Moriles” obtiveram
niveis de 0,4 a 1,2 g.L'l, salientam que as condi¢des climdticas da safra
avaliada foram boas, ou seja desfavordveis ao desenvolvimento de
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infeccdo por Botrytis. Fischer e Berger (2007), ap6s uma avaliacio
visual e quimica (dcido glucdnico e glicerol) em 22 amostras de uvas
contaminadas por Botrytis, observaram uma variacdo de até 40% entre
os niveis de dcido glucdnico e o grau de podridao, e definiram que o
fator decisivo para a qualidade de um vinho ndo € a aparéncia externa
das uvas e sim o efeito da podriddo na sua composicio e, portanto, do
préprio vinho.

No presente estudo observou-se um aumento de 41,3% nos niveis
de 4cido D-glucdnico nas uvas da safra de 2006. Todas as 4 amostras
que apresentaram niveis superiores a 1,0 g.Kg' foram da variedade
Cabernet Sauvignon, trés delas estavam afetadas pela podriddo amarga
de forma bastante evidente, sendo, exatamente as amostras que
apresentaram os niveis mais elevados de dcido D-gluconico, sendo duas
do Meio Oeste (Videira e Pinheiro Preto) e outra do Planalto (Lages).
Mesmo assim, a concentragdo média obtida para o ano de 2006 foi
inferior a 1,0 g.Kg"' indicando um bom grau de sanidade das uvas.

5.3.1 Botrytis sp. versus [Acido D-glucénico]

Dentre os efeitos da acdo da Botrytis cinerea nas uvas estd o
actmulo de 4cido gluconico como metabdlito secunddrio decorrente do
seu desenvolvimento, associado ou ndo a presenca de outros
microrganismos. O 4cido gluconico confere um cardter grosseiro,
pesado e de falta de delicadeza aos vinhos (GOMES, 2006).

Diante das razdes acima expostas a correlacio entre
concentracdes de dcido D-gluconico e a populacdo de Botrytis sp foi
investigada neste estudo e € apresentada na Figura 5.8:

Botrytis sp X [Acido D-glucénico]

R? = 0,7506

Botrytis sp
estirpes/amostr

000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000
[Ac. D-glucénico]
g.Kg-1
Figura 5. 8 - Dispersdo entre a populacdo de Botrytis sp. e a concetragdo de
4cido glucdnico nas uvas.
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Para a populacdo de Botrytis analisou-se todas as amostras
provenientes das regides do Planalto e Meio Oeste de Santa Catarinas
recolhidas durante as vindimas (2005 e 2006). Quando avaliadas em
conjunto e o coeficiente determinante (RZ) foi de 0,751, onde 24,9% da
variacdo ndo pode ser explicada. Portanto, investigou-se a relagdo com
cada safra, de maneira individual.

A partir das Figuras 5.9 que apresentam a andlise de regressdo
referente aos dados obtidos nos anos de 2005 (Fig. 5.9a) e 2006 (Fig.
5.9b), é possivel observar a dispersdo entre a populagio de Botrytis sp. €
a concentra¢do de dcido D-glucdnico nas uvas recolhidas durante a
vindima.
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Figura 5. 9 - Dispersao entre a populagdo de Botrytis sp. versus [dcido
glucdnico] nas uvas: a: (Safra 2005) e b: (Safra 2006).

Os coeficientes de determinagdo (R2) observados foram as
seguintes: 0,903 para a safra de 2005 (Figura 5.10a) e 0,820 para a safra
de 2006 (Figura 5.9b). Valores similares foram encontrados por
MENEGUZZO et al. (2006) em estudo efetuado em vinho branco
vinificado com uvas com diferentes niveis de podriddao por Botrytis,
observou uma relacio de 0,882. MINGUEZ (2003) comenta sobre duas
experiéncias onde, na maioria dos casos, houve uma boa correlacio
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entre a inexisténcia ou a presencga de testemunhais de OTA em mostos e
vinhos e estratégias de tratamento anti-Botrytis em vinhedos quando
efetuados corretamente; um dos estudos foi efetuado na Espanha pelo
préprio autor e o outro, na Franca por um outro pesquisador.

No ano de 2005, embora duas amostras tenham apresentado
infeccdo visual por Botrytis, nenhuma delas apresentou valor igual ou
superior 2 1,0 g.Kg"' de 4cido D-gluconico. Em 2006 foram observados
que em 12,5% apresentaram niveis de dcido D-gluconico superiores a
1,0 g¢Kg', no entanto, nenhuma das amostras apresentou podridio
cinzenta (Tabela 5.12), porém, a podriddo amarga estava presente em 3
amostras (Planalto: 2,646 g.Kg"' e Meio Oeste: 2,611 e 1,757 g.Kg™"),
apresentando certa concordancia com o descrito por ZOECKLEIN
(2006) que relata que a concentragdo de dcido D-glucdnico em vinhos
produzidos a partir de uva contaminada com B. cinerea em associa¢ido
com podridio amarga ou podriddes comuns, onde crescimento
bacteriano acontece juntamente com o crescimento do fungo, podem
atingir niveis superiores a 5 gL'. O aumento da correlacio da
concentrag¢do do dcido D-glucdnico com a avalia¢do da produgdo anual,
evidencia a estreita relacdo com a interferéncia dos fatores climaticos.
Para tanto, as condigdes climatdlogicas referentes ao perido das
vindimas foram avaliadas. A Fig. 5.11 demonstra as condi¢des
climdticas referentes a safra de 2005 para as regides do Meio Oeste
(Fevereiro/Mar¢co) e Planalto (Marco/Abril), bem como, as
concentragdes de dcido D-glucdnico.

[Acido D-glucénico] X Condicées climaticas
(Safra 2005)

O Meio Oeste
O Planalto
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Figura 5. 10 — Correlagio entre a [Acido gluconico] e as condigdes climaticas
(Safra 2005).
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Na safra de 2005 o valor médio de 4cido D-gluconico nas uvas
provenientes do Planalto (0,465 g.Kg) foi superior ao observado no
Meio Oeste (0,322 g.Kg'l), ocorrendo 0 mesmo com os indices de
umidade (83% -Planalto e Meio Oeste - 66%) e precipitagdo (135mm —
Planalto e Meio Oeste -93mm). A regido do Planalto é uma regido de
altitude e, portanto, apresenta temperatura média (15°C) inferior ao
Meio Oeste (22°C).

A Figura 5.11 apresenta as condi¢des climdticas referentes a safra
de 2006 para as regides do Meio Oeste (Fevereiro/Marco) e Planalto
(Margo/Abril), bem como, as concentracdes de dcido D-gluconico.

[Acido D-glucénico] x Condigées climaticas
(Safra 2006)
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Figura 5. 11 — Correlagdo entre a [Acido gluconico] e as condi¢des climaticas
(Safra 2006).

Em 2006, o panorama se deu de maneira inversa, ou seja, a
concentracio de dcido D-gluconico foi de 0,539 g.Kg" para o Planalto e
0,662 g.Kg"' para o Meio Oeste, 0 mesmo ocorreu com os indices de
umidade (74% - Planalto e 81% - Meio Oeste) e precipitagdo (47 mm -
Planalto e 175mm — Meio Oeste). A temperatura média permaneceu a
mesma para o Planalto, enquanto no Meio Oeste houve a reducdo em
1°C.

Comparando os dois microclimas e os niveis de 4cido D-
glucdnico (Figuras 5.10 e 5.11) constata-se o exposto por Amorim &
Kuniyuki (2005), sobre a incidéncia de Botrytis cinerea em regides onde
ha predominancia de temperaturas amenas e alta umidade na ocasido da
maturacdo das uvas, ressaltam também, o Vale do Rio do Peixe (Meio
Oeste Catarinense) como regido favordvel ao desenvolvimento da
doenga. Em relacdo ao Planalto nenhuma citagdo foi encontrada até o
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presente momento, visto tratar-se de uma nova regido viticola. Leite
(2005), relata que a infeccdo por B. cinerea atinge a mdxima intensidade
em temperatura entre 15 e 20°C e 90% de umidade relativa. Em geral, as
infeccdes ndo progridem rapidamente em umidade abaixo de 90% e na
maioria dos casos severas epidemias estdo associadas com chuvas em
pré-colheita (Tonietto ef al. 2002).

5.3.2 [OTA] versus [Acido D-gluconico]

Aspergillus carbonarius e representantes do grupo agregado A.
niger sdo consideradas as principais fontes de OTA em uvas, passas e
vinho (VARGA & KOZAKIEWICZ, 2006). Exemplares de A. niger sdo
utilizados para a produgdo comercial de 4dcido D-gluconico (FROST &
MOSS, 1987), por essa razdo, a dispersdao das concentracdes de OTA e
acido D-gluconico nas uvas produzidas em Santa Catarina foram aqui
investigadas, conforme apresentado na Figura 5.12.

OTA x [Ac. D-glucénico]
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Figura 5.12 — Dispersio entre as concentragdes de OTA e Acido gluconico em
uvas de Santa Catarina, provenientes das Safras (2005 e 2006)

A andlise da regressdo entre a concentracdo de OTA e do 4cido
glucdnico para as 32 amostras de uva apresentou um R” = 0,017; onde
99,3% da variagdo ndo pdde ser explicada, sugerindo a ineficiéncia na
predicdo do rastreio a OTA. A concentracao média de OTA entre 2005 e
2006 variou de 0,233 a 0,035 pg. Kg'l com uma reducdo de 86,1%,
enquanto o acido gluconico teve um aumento de 34,3%. A baixa relacio
pode estar associada a vdrios fatores, onde um deles parece estar
vinculado ao aumento da pluviosidade que favorece o desenvolvimento



147

da Botrytis cinerea e, parece também promover a redugdo dos niveis de
OTA pelo processo de dilui¢do. O cruzamento dos dados climatolégicos
para essas duas substancias é outro fator que também colabora para a
fraca relagdo, tendo em vista o observado por SERRA (2005) quanto a
deteccdo de OTA nos diferentes estdgios de desenvolvimento das bagas
e a reducdo dos niveis da OTA na época da vindima de uvas
portuguesas. Isso reflete a necessidade da avaliacdo das condicdes
climaticas ao menos desde o inicio da brotacio até o momento da
vindima, conforme discutido no item 5.2.1.

Neste trabalho a OTA e o acido glucdnico apresentaram relagdo
inversa quando a variacdo anual foi avaliada. O 4cido D-glucdnico
apresentou concentracdo média inferior no ano de 2005, mas, quando se
faz uma avaliaciio a variacdo nas regides percebe-se que no periodo o
maior valor foi obtido no Planalto (0,46 g.Kg) em 2005. No ano de
2006 o maior valor foi registrado no Meio Oeste (0,662 g.Kg'),
conforme demonstra a Figura 5.13.

Relacdo OTAx Acido gluconico
(2005/2006)

2006

2005
OTA (ng-kg-")
Ac.D-glucénico

(9-Kg-")
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800

Figura 5. 13 — Concentragdes médias de OTA e de Acido D-glucdnico nas uvas
de Santa Catarina, provenientes das Safras de 2005 e 2006

BATILANI et al. (2006) efetuaram um estudo de 3 anos em
vinhedos de diferentes regides da Itdlia, confirmando o efeito da
localizagdo geografica do vinhedo sobre a flora fungica (Aspergillus
negros) e sua incidéncia nos diferentes anos, porém as condic¢des
meteoroldgicas exerceram um papel importante na colonizagdo das
bagas e na producdo de OTA. Essa mesma condi¢do foi observada no
presente estudo, onde a incidéncia de OTA foi inferior para o Planalto
nos dois anos de estudo.
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O presente estudo demonstrou que o dcido D-gluconico indicou
uma fraca relacdo (R2: 0,017) com os niveis de OTA observados,
sugerindo ineficiéncia na predicdo do rastreio a OTA. J4, em relacdo a
Botrytis o coeficiente de determinacdo foi de 0,903 para a safra de 2005
e 0,820 para 2006 (ano em que a podriddo amarga foi observada),
comportando-se como um bom indicador para a contaminacido por
Botrytis, muitas vezes ndo observada no exame visual, colaborando com
a definicdo de FISCHER e BERGER (2007) que o fator decisivo para a
qualidade de um vinho ndo € a aparéncia externa das uvas e, sim o efeito
da podridio na sua composig¢ao.

Em relacdo a sanidade das uvas através da avaliacdo acido D-
glucdnico e sua relagdo com a micobiota, tem-se mais um indicador que
reforca a tradi¢do da regido do Meio Oeste e a vocagdo da nova regido
do Planalto para a produ¢do de uvas de excelente qualidade e
conseqiientemente de bons vinhos no Estado de Santa Catarina.

5.4 Degradacao de Ota e formacio de Oto. em meio sintético de uva
através da atividade de uma Protease acida comercial

Os sucos de uva, principalmente quando elabarados com uvas
tintas, podem apresentar niveis de OTA superiores aos observados em
vinhos, sendo uma importante fonte de ingesta de OTA, tendo em vista
que o seu consumo ¢ bem maior que o de vinhos, e as criangas
representam o maior numero de consumidores (VARGA &
KOZAKIEWICZ, 2006; MIRAGLIA & BRERA, 2002). O processo
escolhido para preparagdo do suco deve privilegiar a conservacdo do
frescor, sabor e a coloracdo da uva de origem. Portanto, a busca por
métodos de remoc¢do de OTA que visem a preservacdo dessas
propriedades se faz necessdria.

A OTA é um composto muito estdvel, oferecendo resisténcia a
diversas formas de processamento das uvas, inclusive a processos
fermentativos, sendo encontrada em varios de seus derivados, tais como:
vinhos, vinagres e sucos. Virios métodos bioldgicos, fisicos e quimicos
para remo¢do de OTA em alimentos e bebidas t&€m sido propostos, no
entanto, muitos processos fisicos e quimicos provocam reducdo dos
valores nutricionais e alteracdes nas propriedades sensoriais. De acordo
com BATA & LASZTITY (1999) a descontaminagdo de alimentos por
biodegradacdo é a melhor solucdo para essa condi¢cdo, desde que as
propriedades sejam mantidas ou minimamente alteradas.

Com base nesse raciocinio é que se avaliou a capacidade da
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enzima Prolive PAC® (protease 4cida) em degradar a OTA meio
sintético de uva, por meio de atividade residual. Os pardmetros de
controle foram a formagao de ocratoxina-a e o consumo de OTA, ambos
foram determinados por cromatografia liquida com detec¢do por
fluorescéncia. Os limites de detecgdo e quantificacdo foram 0,04 e 0,05
ng.L”, respectivamente

A Figura 5.14 apresenta a degradacdo de OTA x formacdo OTa
em meio de uva sintético, sob temperatura de 350C, pH 3,5 e [OTA
inicial = 0,2 pg.mL™'] ap6s 114 horas de ensaio. Os tempos de retencio
foram: OTA =16 minutos e OTa = 6 minutos. O cromatograma (a)
corresponde ao meio de uva sintético com adicdo de enzima e (b) =
meio de uva sintético sem adicao de enzima.
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Figura 5. 14 — Cromatograma de degradacao de OTA x formagdo OTa em meio de
uva sintético (T=35°C, pH 3,5 e [OTA inicial = 0,2ug.mL’1], mediada pela enizma
Prolive PAC® apods 114 horas; (a) = com adi¢do de enzima e (b) = Sem adicdo de
enzima. Tempos de retencdo para OTA=16 minutos e OT0a=6 minutos)

5.4.1 Influéncia do pH e da temperatura na hidrélise de OTA e
formaciao de OTa em meio de uva com [OTA inicial = 2,0 pg.mL"]

As condi¢des de pH aqui estudadas correspondem aos valores
referentes aos encontrados em sucos € vinhos. A hidrélise da OTA em
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meio de uva com concentragdes iniciais distintas (2,0 e 0,2 pg.mL™) foi
avaliada em valores de pH 3,5 e 4,5, sob temperaturas de 20 e 350C, e
concentracio fixa da enzima de 10mg.mL".

5.4.1.1 pH 3,5 e temperaturas de 20 e 35°C

A hidrdlise de OTA em meio de uva sintético e a formagdo de
OTo, com o uso da enzima comercial (protease dcida) Prolive PAC®sob
as seguintes condicdes: pH 3,5; [OTA inicial = 2,0 ugmL'] e
temperaturas (20 e 35°C) sdo apresentadas na Tabela 5.13.

Tabela 5.13 — Concentracdes de OTA, OTA hidrolisada e de OTa,
utilizando enzima comercial (protease acida) em meio de uva sintético:
[OTA inicial = 2,0 pg.mL™"], pH 3,5 nas temperaturas de 20 e 35°C.

Condicoes de Ensaio

Parametros de controle
T=20C  T=35"C

Concentragdo inicial de OTA (u g.mL’l) 2,08 2,04
OTA hidrolisada (ng.mL") em 114 horas 64,6 65,5
Formacgio de OTa (ng.mL’l) em 114 horas 38,64 40,03

A regressdo da hidrélise da OTA em pH 3,5 e com concentragio
inicial de OTA = 2,0 ugmL" apresentou um comportamento linear
(Figura 5.15a), enquanto a formacdo de OTa foi ajustada por um
polindmio de segundo grau. (5.15b). A atividade de hidrdlise foi baixa
para ambas temperaturas.

Para as condicdes de temperatura de 20 e 35°C, a quantidade de
OTA hidrolisada (ao final de 114 horas) em relacio a concentracio
inicial foi de 3,1% e 3,2%, respectivamente. As velocidades médias de
hidrélise foram as mesmas para os dois ensaios, ou seja, 0,5 ng.mL’l.h'1
para as temperaturas de 20°C e 35°C, indicando que a velocidade inicial
da reacdo independe da temperatura.

A conversao de OTA hidrolisada em OTa. (ao final de 114 horas)
foi de 94,2% para a condi¢do de temperatura de 20°C e de 96,2% sob a
temperatura de 35°C. As velocidades iniciais de formacdo de OTo
foram: 0,60 ng.mL".h™" para as temperaturas de 20°C e 0,67 ng.mL" h"
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para 35°C, ndo apresentando alteracdo em fungdo da temperatura. A
média das velocidades iniciais para a formagdo de OTa em pH 3,5 foi
de 0,64 ng.mL".h™".

Hidrolise OTA em pH :?,5 () OTA alfa em pH 3,5 (b)
[inicial OTA] = 2,0 pg.mL" [OTAnicial] = 2,0 pg.mL "

y =-0,0032x? + 0,6757x + 3,239

y=-0,0008x + 2,1048 2 4000
> R =09738

R =0,9664

=)

< 30,00

¥ =-0,0005x +2,0431 % 20,00
R =09473 = 10,00

0 20 40 60 80 100 120 0,00 4
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 5.15 — a) Hidrdlise de OTA [inicial = 0,2ug.mL-1] e b) Formacéo da
OTo [ng.mL-1] em meio de uva sintético (pH 3,5), temperaturas (20 e 35°C)
com enzima protease de uso comercial (Prolive PAC®).

¥ =-0,0024x2 + 0,6001x +1,4295
R =0,982

5.4.1.2 pH 4,5 e temperaturas de 20 e 35°C:

A hidrélise de OTA em meio de uva sintético e a formacdo de
OTo, com o uso da enzima comercial (protease dcida) Prolive PAC®sob
as seguintes condicoes: pH 4,5; [OTA inicial = 2,0 pgmL'] e
temperaturas (20 e 35°C) sdo apresentadas na Tabela 5.14.

Tabela 5.14 — Concentracdes de OTA, OTA hidrolisada e de OTa,
utilizando enzima comercial (protease dcida) em meio de uva sintético:
[OTA inicial = 2 pg.mL""], pH 4,5 nas temperaturas de 20 e 35°C.

Condicoes de Ensaio

Parametros de controle [OTA inicial = 0,2ug.mL-1]

T=20°C T=35'C
Concentracdo inicial de OTA (u g.mL’l) 2,11 2,04
OTA hidrolisada (ng.mL’l) em 114 horas 85,3 72,3
Formagdo de OTo (ng.mL’l) em 114 horas 40,39 45,67

A regressdo da hidrélise da OTA em pH 4,5 apresentou, também,
um comportamento linear (Figura 5.16a) e a formacdo de OTo foi
ajustada por um polindmio de segundo grau (Figura 5.16b). A atividade
de hidrdlise pareceu ser melhor nesta condi¢do de pH menos 4cido,
quando comparado ao mesmo ensaio efetuado em pH 3,5.
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Hidrolise OTA em pH 4,5 OTAalfaempH 4,5
[OTA nicial =2,0ug/mL] (a) 6000 [OTA inicial ] = 2,0 pg.mL (b)
o . 5000
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Figura 5.16 - a) Hidrélise de OTA [inicial = 0,2ug.mL"] e b) Formacdo da
OTa [ng.mL’l] em meio de uva sintético (pH 4,5), temperaturas (20 e 35°C)
com enzima protease de uso comercial (Prolive PAC?.

Para as condigdes de temperatura de 20 e 35°C, a quantidade de
OTA hidrolisada (ao final de 114 horas) em relacdo a concentracio
inicial foi de 4,0% e 3,5%, respectivamente. A velocidade da reacdo
parece ndo sofrer alteracdo significativa em funcdo da temperatura.
Portanto, a média da velocidade de hidrélise foi 0,7 ng.mL’l.h’l.

A conversao de OTA hidrolisada em OTa. (ao final de 114 horas)
foi de 74,6% para a condi¢do de temperatura de 20°C e de 99,4% sob
35°C. As velocidades iniciais de formacdo de OTa foram: 0,62 ng.mL
"' para a temperatura de 20°C e 0,75 ng.mL".h" para a temperatura de
350C, com média das velocidades iniciais de 0,69 ng.mL’l.h'l. A
velocidade da reac@o ndo apresentou alteracdes significativas em funcio
da temperatura

5.4.1.3 pH 3,5 versus pH 4,5

Uma andlise comparativa sobre a influéncia do pH na eficiéncia
da hidrélise da ocratoxina A (OTA), nas condi¢des de temperaturas de
20°C (Figura 17a) e 35°C (Figura 17b) e formacdo de OTo a partir da
[OTA inicial = 2,0 pg.mL"'] nas temperaturas de 20°C (Figura 17c) e
35°C (Figura 17d) € aqui apresentada.
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Hidrolise de OTA a 20°C [OTA inicial = 2,0 pg.mL-"]
pH 3,5 versus pH 4,5
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Figura 5. 17 — Hidr6lise de OTA [inicial = 0,2ug.mL"'] sob temperaturas de a) 20°C
e b) 35°C e Formagdo da OTa [ng.mL'l] ¢) 20°C e d) 35°C, em meio de uva sintético
em pH 3,5 e 4,5, com enzima protease comercial (Prolive PAC®)

Para melhor compreensdo, os valores dos pardmetros obtidos nos
ensaios e que sdo utlizados na andlise das figuras acima e abaixo
representadas encontram-se dispostos na Tabela 5.15.

Tabela 5.15 — Pardmetros de controle da hidrélise de OTA e formagdo de OTa,
utilizando uma enzima comercial (protease acida) em meio de uva sintético: [OTA
inicial = 2 ug.mL™'], pH 3,5 e 4,5 nas temperaturas de 20 e 35°C.

Condicdes de Ensaio

T=20"C T=35"C
Parametros de controle
pH pH

3,5 4,5 3,5 4,5
Concentracio inicial de OTA (pg.mL’l) 2,08 2,11 2,04 2,04
OTA hidrolisada (ng.mL’l) em 114 horas 64,6 85,3 65,5 72,3
Veloc. média hidrélise OTA (ng.mL".h™") 0,5 0,8 0,5 0,6
Percentual de degradagdo de OTA (%) 3,1 4,0 3,2 3,5
Formagio de OTo (ng.mL™") em 114 horas 38,64 40,39 40,03 45,67
Veloc. inicial formagdo OTa (ng.mL™".h™") 0,60 062 067 075
Conversdo de OTA hidrolisada em OTa (%) 94,2 74,6 96,2 99,4
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A hidrélise da OTA sob a temperatura de 20°C (Figura 5.17a)
comportou-se de maneira mais eficiente em pH 4,5. As velocidades
médias de hidrdlise refletem discreta dependéncia do pH. Na formagéo
de OTa (Figura 5.17c) as velocidades iniciais ndo demonstram
dependéncia do pH, com uma média na velocidade de formacdo de 0,61
ng.mL".h". A conversio em OTa demonstrou ser favorecida em pH
mais 4cido.

Para a temperatura de 35°C (Figura 5.17b), a hidrdlise da OTA,
nos dois valores de pH, apresentou uma eficiéncia similar. A velocidade
média de hidrdlise apresentou um perfil independente do pH nessa
condi¢do de temperatura. A média na velocidade de hidrdlise para essa
temperatura foi de 0,5 ng.mL™.h"'. Com relacio a formacio de OTa
(Figura 5.17d) o comportamento foi similar para as velocidades iniciais,
apresentando uma média de velocidade inicial de formagdo de 0,71
ng.mL’l.h'l. A conversdo em OTa ndo demonstrou dependéncia com o
valor de pH, mas revela que a temperatura se refletiu em um fator
importante na conversdo de OTA em OTo.

Efetuando uma avaliagc@o geral dos dados contidos Tabela 5.15, é
possivel perceber que a hidrélise da OTA em meio sintético de uva, com
uma concentracdo inicial de 2,0 upg.mL’' apresentou melhor
performance nas seguintes condi¢des: T = 20°C e pH 4,5. J4, a melhor
conversdo em OTa se deu em T = 35°C independente do pH.

5.4.2 Influéncia do pH e da temperatura na hidrélise de OTA e
formagdo de OT azem meio de uva com [OTA inicial = 0,2 pg.mL™J:

5.4.2.1 pH 3,5 e temperaturas de 20 e 35°C:

A hidrélise de OTA em meio de uva sintético e a formagdo de
OTao com o uso da enzima comercial (protease acida) Prolive PAC®sob
as seguintes condi¢oes: pH 4,5; [OTA inicial = 0,2ugmL’'] e
temperaturas (20 e 35°C) sdo apresentadas na Tabela 5.16.
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Tabela 5.16 — Concentra¢des de OTA, OTA hidrolisada e de OTa,
utilizando enzima comercial (profease acida) em meio de uva sintético:
[OTA inicial = 0,2ug.mL™"], pH 3,5 nas temperaturas de 20 e 35°C.

Condicoes de Ensaio

Parametros de controle [OTA inicial = 0,2pg.mL-1]
T=20"C T=35"C
Concentracdo inicial de OTA (u g.mL’l) 0,25 0,22
OTA hidrolisada (ng.mL’l) em 114 horas 70,6 65,1
Formagdo de OTa (ng.mL’l) em 114 horas 38,85 40,57

A hidrélise da OTA apresentou um comportamento linear (Figura
5.18a). Para a formacdo de OTa (Figura 5.18b) também, foi realizado
um ajuste linear, embora alguns pontos tenham apresentado um
comportamento oscilatério. A atividade de hidrélise foi muito baixa
para ambas temperaturas.

Hidrolise OTA em pH 3,5 (a) OTAalfaem pH 3,5 (b)
[inicial OTA] = 0,2 pg.mL - [inicial OTA] = 0,2 pg.mL -

+ 20 graus = 35 graus 20 graus 4 35 graus|

y =0,3541x +1,4318
R =09311

_ 5000
E 40,00
£ 30,00
g

S 2000
2 1000
(=}

= 000 4 - - : : T ,
0 20 40 60 80 100 120

y=-0,0005 +0,2477
Re=0,9521

I
¢

y =0,2969x + 2,1649
y =-0,0006x + 0,2226 R2=0,9316

R =0,947

Tempo (horas)
Tempo (horas)

Figura 5.18 - a) Hidrélise de OTA [inicial = 0,2ug.mL"'] e b) Formagdo da
OTo [ng.mL’l] em meio de uva sintético (pH 3,5), temperaturas (20 e 35°C)
com enzima protease de uso comercial (Prolive PAC®.

Para as condicdes de temperatura de 20 e 35°C, a quantidade de
OTA hidrolisada (ao final de 114 horas) em relacdo a concentracio
inicial foi de 28,1% e 29,3%, respectivamente. As velocidades médias
de hidrdlise apresentaram um comportamento similar nessa condig¢do de
temperatura e ndo apresentam alteracdes significativas com o fator
temperatura. A velocidade média de hidrélise foi de 0,5 ng.mL™"h™".

A conversdo de OTA hidrolisada em OTa (ao final de 114 horas)
em relacdo a concentracio de OTA hidrolisada, foi de 86,7% para a
condicdo de temperatura de 20°C e de 98,1% para 35°C. As velocidades
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iniciais de formacdo de OTq, para ambos os ensaios, ndo apresentaram
alteracdo significativa em funcdo da temperatura. A média das
velocidades iniciais para a formagdo de OTo, foi de 0,33 ng.mL™".h™'

5.4.2.2 pH 4,5 e temperaturas de 20 e 35°C:

A hidrélise de OTA em meio de uva sintético e a formagdo de
OTo, com o uso da enzima comercial (protease dcida) Prolive PAC®sob
as seguintes condi¢des: pH 4,5; [OTA inicial = 02ug.mL’'] e
temperaturas (20 e 35°C) sdo apresentadas na Tabela 5.17:

Tabela 5.17 — Concentra¢des de OTA, OTA hidrolisada e de OTa.,
utilizando enzima comercial (protease dcida) em meio de uva sintético:
[OTA inicial = 0,2ug.mL""], pH 4,5 nas temperaturas de 20 e 35°C.

Condicdes de Ensaio
[OTA inicial = 0,2pg.mL-1]

Parametros de controle

T=20C T=35'C
Concentracio inicial de OTA (ug.mL™") 0,25 0,24
OTA hidrolisada (ng.mL'l) em 114 horas 84,0 65,1
Formagio de OTa. (ng.mL") em 114 horas 40,68 42,83

A atividade de hidrdlise foi muito semelhante em ambas as
temperaturas. A hidrélise da OTA apresentou um comportamento linear
(Figura 5.19a) e a formacdo de OTo foi ajustada por um polinémio de
segundo grau (Figura 5.19b):

Hidrélise OTA em pH 4,5 (a) OTAalfaem pH4,5 (b)
[inicial OTA] = 0,2 ug.mL" [inicial OTA] = 0,2 pg.mL -*
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Figura 5.19 - a) Hidrélise de OTA [inicial = 0,2ug.mL"'] e b) Formagdo da
OTo [ng.mL’l] em meio de uva sintético (pH 4,5), temperaturas (20 e 35°C)
com enzima protease de uso comercial (Prolive PAC®.
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Para as condicdes de temperatura de 20 e 35°C, a quantidade de
OTA hidrolisada (ao final de 114 horas) em relacdo a concentracio
inicial foi de 33,0% e 28,4%, respectivamente. As velocidades médias
de hidrdlise foram idénticas para ambas as temperaturas, demonstrando
que a velocidade média independe da temperatura nessas condigdes.

A conversdo de OTA hidrolisada em OTa (ao final de 114 horas)
em relacdo a concentracdo de OTA hidrolisada foi de 76,3% % para a
condicdo de temperatura de 20°C e de 97,5% para a condi¢do de
temperatura de 35°C. As velocidades iniciais de formagdo de OTal ndo
apresentaram alteracdo significativa em relagdo a temperatura nessa
?onldigéo. A média das velocidades de formagao de OTa foi de 0,55 mL
.

5.4.2.3. pH 3,5 versus pH 4,5:

Uma andlise comparativa sobre a influéncia do pH na eficiéncia
da hidrélise da OTA, nas temperaturas de 20°C (Figura 20a) e 35°C
(Figura 20b) e formacdo de OTa a partir da [OTA inicial = 0,2 ug.mL™"]
nas temperaturas de 20°C (Figura 20c) e 35°C (Figura 20d) é aqui
apresentada.

Hidrélise de OTA alfa a 20°C [OTA inicial = 0,2 pg.mL"] Hidrdlise de OTA alfa a 35°C [OTA inicial = 0,2 pg.mL"]
pH 3,5 versus pH 4,5 pH 3,5 versus pH 4,5 b
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Figura 5.20 - Hidr6lise de OTA [inicial = 0,2pug.mL"'] sob temperaturas de a)
20°C e b) 35°C e Formacao da OTa [ng.mL’l] ¢) 20°C e d) 35°C, em meio de
uva sintético em pH 3,5 e 4,5, com enzima protease comercial (Prolive PAC®"
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Para melhor compreenséo, os valores dos parimetros obtidos nos
ensaios e que sdo utlizados na andlise das figuras acima e abaixo
representadas encontram-se dispostos na Tabela 5.18.

Tabela 5.18 — Pardmetros de controle da hidrdlise de OTA e formagédo de
OTa, utilizando uma enzima comercial (protease acida) em meio de uva
sintético: [OTA inicial = 0,2 ug.mL™'], pH 3,5 e 4,5 nas temperaturas de 20
e 35°C.

Condicoes de Ensaio

T=20"C T=35"C
Parametros de controle
pH pH

3,5 4,5 3,5 4,5
Concentragdo inicial de OTA (u g.mL’l) 025 025 022 0,24
OTA hidrolisada (ng.mL") em 114 horas 70,6 84,0 65,1 69,2
Veloc. média hidrélise OTA (ng.mL".h™") 05 06 06 06
Percentual de degradacdo de OTA (%) 28,1 28,3 293 284

Formagio de OTa (ng.mL™") em 114 horas 38,85 40,68 40,57 42,83
Veloc. inicial formagdo OTow (ng.mL™".h™") 0,30 052 035 0,57
Conversdo de OTA hidrolisada em OTa (%) 86,7 76,3 98,1 97,5

A hidrélise da OTA sob a temperatura de 20°C (Figura 5.20a)
comportou-se de maneira similar, para ambos o0s ensaios. As
velocidades médias de hidrélise ndo refletem alteracdes significativas
em relagdo ao pH. Na formacdo de OTa (Figura 5.20c) as velocidades
iniciais foram: 0,30 ng.mL’l.h'1 para o pH 3,5 e de 0,52 ng.mL'l.h'l, nao
demonstrando dependéncia do fator pH, com uma média na velocidade
de formacao de 0,41 ng.mL’l.h'l. A conversdo em OTo demonstrou ser
favorecida em pH mais 4cido.

Para a temperatura de 35°C (Figura 5.20b) a hidrélise da OTA
apresentou também uma eficiéncia muito similar em ambos os ensaios.
As velocidades médias de hidrélise se comportaram de forma
independente do pH nessa condi¢do de temperatura, ou seja, a mesma
para os dois valores de pH.

Para a T = 35°C (Figura 5.20d), o comportamento foi similar, as
velocidades iniciais de formagdo de OTa apresentaram uma média de
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velocidade inicial de formacdo de 0,46 ng.mL'h™'. A conversio em
OTo demonstrou ser favorecida em pH mais dcido. No entanto, a
conversao em OTo ndo demonstrou dependéncia com o valor de pH,
mas revela que a temperatura se refletiu em um fator importante na
conversdo de OTA em OTo.

Avaliando os dados contidos Tabela 5.18, é possivel perceber que
a hidrélise da OTA e a conversio em OTo em meio sintético de uva,
com uma concentracio inicial de 0,2 pug.mL™ apresentou melhor
performance nas seguintes condi¢des: T = 35°C e pH 3,5, porém, cabe
ressaltar que, as diferencas percentuais sdo pequenas.

BEJAOUI et al. (2004) registram que nenhum estudo prévio
sobre a remog¢do de OTA por meio bioldgico em produtos de uvas, havia
sido encontrado até o momento de seus experimentos. A remocgio de
OTA em meio YPG (levedura peptona glucose — pH 5,0) e em meio
sintético de uva (ambos com [OTA inicial] = 2,0 ug.mL"' — pH 3,8) foi
testada utilizando 6 cepas de S. cerevisae de uso enoldgico. A melhor
performance de remocdo ocorreu para todas as cepas em YPG (mdximo
de remocdo = 45%) quando comparadas ao meio de uva sintético
(maximo de remogdo = 35%), porém, ressaltam que nenhum produto de
degradacdo foi observado, sugerindo que a remog¢do se deu por
adsorcdo. Eles ainda relatam que o aumento na adsorcdo da OTA pode
ser explicado pela ionizagdo do grupamento amino da molécula de
OTA, que ¢ favorecida no meio dcido usado. Mas, se esse raciocinio
fosse seguido no seu sentido restrito, a remocao de OTA deveria ter sido
maior no meio de uva sintético (pH 3,8) do que em YPG (pH 5,0),
sugerindo que a composicao do meio deve ser um fator importante a ser
considerado na inibicao da hidrdlise.

BEJAOQOUI et al. (2006b) investigaram a capacidade de 40 estirpes
de Aspergillus da secdo Nigri em degradar OTA em CYB (caldo
CZAPECK extrato de levedura) e em suco de uva sintético, contendo
concentracdes iniciais de OTA = 2,0 mgL'. A capacidade de
degradacdo de OTA das distintas estirpes foi diferente para o mesmo
isolado, dependendo do meio. A degradacdo foi maior no meio de uva
sintético do que em CYB. Mas esse melhor desempenho pode estar
atribuido ao melhor crescimento fingico no meio de uva sintético. Os
autores salientam que nenhum dado tem sido mostrado na literatura
relacionado a presenga da enzima carboxipeptidase (habil em hidrolisar
OTA em OTa) em representantes do género Aspergillus.

ABRUNHOSA et al. (2006) reportam a habilidade de 14
proteases comerciais em hidrolisar OTA em OTq, a partir de uma
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concentracio inicial de OTA de 1,0 pg.mL”, em sistema tampdo. A
atividade das enzimas foi avaliada num intervalo de tempo de 25 horas
com incubagdo a 37°C. A enzima Prolive PAC®, utilizada na
concentracdo de 10 mg, foi uma dessas enzimas e demonstrou uma fraca
atividade hidrolitica em pH 3,0; apresentando um percentual de
hidrélise de 3%. Os valores percentuais obtidos em nosso estudo, para a
mesma enzima, durante o periodo de 24 horas a 35°C em pH3,5e4,5
encontram-se na Tabela 5.19:

Tabela 5.19 — Percentual de hidrélise da OTA em meio de uva sintético ao
final de 24 horas, com concentracdes iniciais de 2,0 e 0,2 pg.mL’l, pH35e
T =35°C.

T = 35 °C e 24 horas de incubacio
[OTA inicial = 0,2 pg.mL"]
Remocio de OTA em pH 3,5 (%) 0,56 3,29
Remocio de OTA em pH 4,5 (%) 0,85 14,47

PETERI et al. (2007) investigaram a degradacio de OTA por P.
rhodozyma e concluiram que conversio em OTa € possivelmente
mediada por uma enzima do grupo das carboxipeptidases. A temperatura
6tima da enzima foi superior a 30°C. Essa condi¢do também foi
observada no presente experimento, quando avalia-se os diferentes
valores de pH (3,5 e 4,5) e concentracdes de OTA (2,0 e 0,2 pg.mL'l)
sob a temperatura de 350C, onde a média das conversoes da OTA
hidrolisada em OTa, foram maiores (97,8%) quando comparada a
temperatura de 20°C (83,0%).

As concentragdes de OTo formadas oscilaram entre 38,64 e
46,17 ng.mL™" para a concentracio de OTA inicial de 2,0 pg.mL’
(Tabela 5.15) e entre 38,85 e 42,83 ng.mL™" para a concentragio inicial
de OTA = 0,2 pg.mL" (Tabela 5.18). A atividade especifica média foi
de 0,30 pg de OTo por ug da enzima Prolive PAC® por hora. Essa
observagdo leva a conclusdo de que a quantidade de OTa formada foi
discretamente favorecida na maior temperatura (35°C), independente do
pH e das concentracdes iniciais de OTA. No entanto, a atividade
especifica da enzima foi muito baixa e as concentra¢des de OTo ao final
de 114 horas de ensaio foram similares para ambas as concentra¢des
iniciais do substrato. Esse fato leva a constatacdo de que a enzima nio
possui como atividade principal a hidrdlise da OTA e, sim que apresenta
uma acdo colateral, conforme anteriormente observado por
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ABRUNHOSA et al. (2006). A hipdtese de que o meio de uva possa
apresentar algum componente que venha a colaborar para a reducio da
hidrélise da OTA também é sugerida.

5.5 Perfil da Ota na microvinificacdo de uvas tintas naturalmente
contaminadas

A OTA € uma micotoxina produzida por espécies de Aspergillus
e Penicillium e, desde a primeira indicagdo da sua presenca em vinhos
efetuada por ZIMMERLI & DICK (1996), tem sido a maior questdo de
seguranca nos vinhos. A Unido Europeia através da norma (CE) n’
123/2005 estabelece limites de OTA para vinhos em 2,0 pugL”'. O
processamento pode ser um importante fator na reducdo dos riscos
potenciais de alimentos contaminados por micotoxinas. A seguranga do
vinho em relagdo ao risco da OTA s6 pode ser garantida através do
monitoramento ao longo do seu processamento. Portanto, a evolucio
dos niveis de OTA durante o processamento de uvas tintas foi avaliada
através de dois ensaios de microvinificacio com uvas (Cabernet
Sauvignon, Cabernet Franc e Syrah) provenientes da safra de 2006: o
primeiro com cerca de 1/3 de podriddo e o segundo a partir de uvas
visualmente sas.

5.5.1 Ensaios de Recuperaciao da OTA

A recuperagdo da OTA foi avaliada para cada etapa de
vinifica¢io para os dois ensaios. E importante ressaltar que para andlise
do mosto fresco (MF), o método utilizado foi desenvolvido por SERRA
et al. (2004) e, para as demais etapas seguiu-se a metodologia de
referéncia para vinhos EN14133 descrita no European Comunitee
Standard (2003). Os limites foram para deteccio de 0,04ug.Kg’ e
quantificacio de 0,05ug.Kg” (menor valor utilizado na curva de
calibracdo), os valores atenderam o exigido para a referida norma.

Os resultados obtidos em nosso experimento estio dentro do
esperado para metodologias com concentragdes similares. GAMBUTI et
al. (2005) obtiveram uma recuperacdo de 77,75% em vinhos para uma
concentracio de 2,0 pg.L'. RATOLA et al. (2005) apresentaram
recuperacdes de 82,4% para mostos e 92,1% para vinhos.

A Tabela 5.20 apresenta as taxas de recuperacdo de OTA e os
desvios padrdo obtidos para cada etapa de vinifica¢do analisada:
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Tabela 5.20 — Recuperacido da OTA para as concentragdes iniciais de 2,0
ugL”' (ensaio 1) e de 0,2 pgL' (ensaio 2), nas principais etapas de
vinificacdo, os valores sdo expressos em porcentagem.

1/3 de uvas com uvas visivelmente
podridao sas
Etapa da Vinificacio Recuperacio (%) Recuperacio (%)
[OTA =2,0 ug.L']* [OTA =0,2 pg.L']*
(Ensaio 1) (Ensaio 2)
MF — Mosto Fresco 87,4+193 89,6 £6,5
PF - P6s-fermentac@o alcodlica 90,0 +7,6 90,8 +7.4
PT1 - Pés-trasfega 1 (pré-malolatica) 91,4 +16,6 93,7+17,0
PT?2 -Pés-trasfega 2 (pds-malolatica) 91,9+104 95,6 £14,5
PT3 -Pés-trasfega 3 (pds-estabiliza¢ao) 93,1 £10,3 91,5+114

*A adicdo de OTA para os ensaios de recuperagdo foi definida a partir de uma
andlise prévia da OTA nessas uvas.

5.5.2 Evolucdo dos niveis de OTA durante a vinificacdo

O perfil da OTA foi avaliado durante o processamento do vinho
por meio da amostragem dos seguintes pontos: mosto fresco, pds-
fermentagdo alcodlica, 1° trasfega (descuba), 2° trasfega (pOs-
fermentacdo maloldtica) e 3" trasfega (pds-estabilizacdo em frio, T=
4°C). A Tabela 5.21 descreve o comportamento da OTA nas duas
vinifica¢des: a primeira com 1/3 de uvas com podriddo e a segunda a
partir de uvas visualmente sas.

Tabela 5.21 — Niveis de OTA detectados nas etapas da vinificagdo de
uvas sas e de uvas com 1/3 de podridao visivel

1/3 de uvas com uvas visivelmente

e podridao sas
Etapa da Vinificacao OTA (ug.Kg") + OTA (ug.Kg") +
SD* SD
MF - Mosto Fresco 2,28 £0,25 0,27 +£0,06
PF - Pés-fermentag@o alcodlica 0,98 +0,14 0,12 £0,03
PT1 - Pés-trasfega 1 (pré-malolatica) 0,56 + 0,09 0,06 +0,01
PT2 -Pés-trasfega 2 (pés-maloldtica) 0,41 +0,02 ND
PT3 -Pés-trasfega 3 (pds-estabilizagdo) 0,37 £ 0,03 ND

*SD = desvio padrdo
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5.5.2.1. Detec¢cdo de OTA no mosto

A OTA esteve presente nos mostos dos 2 ensaios de vinificagdo,
nas concentracdes iniciais de 2,28 pg.Kg' (ensaio 1) e 0,27 pg.Kg"
(ensaio 2). A deteccio de OTA nas uvas sds (ensaio 2) refere
concordancia com MENDONCA et al. (2003) de que um produto pode
estar contaminado com micotoxinas, sem apresentar sinais visiveis de
contaminagdo fingica. Pois, o fungo pode invadir os tecidos vegetais
sem formar estruturas reprodutoras, ou micélio visivel a olho nd.
SERRA (2005) demonstra também que, a contaminacdo da uva pela
OTA ocorre inicialmente ainda no baga ervilha e no pintor, onde os
niveis detectados foram superiores aos detectados na vindima.

O mosto proveniente das uvas com 1/3 de podriddo apresentou
uma concentra¢do 84,4 vezes superior em relacdo ao ensaio efetuado
com uvas visualmente sas, refletindo a importancia da condi¢do sanitdria
das uvas. Os fungos responsaveis pela producdo da OTA podem invadir
muito facilmente uvas danificadas, podendo produzir a toxina
(GRAZIOLL, et al. 2006; SERRA, 2005).

GAMBUTI et al (2006), reportam o aumento de
aproximadamente quatro vezes nos niveis de OTA em vinhos tintos
excessivamente esmagados (0,115 pug.Kg') em comparacio ao vinho
normalmente obtido (0,029 pg.Kg'). Portanto, a busca por maior
extracdo de compostos que concorrem para a qualidade sensorial, pode
resultar no aumento da concentracio da toxina.

5.5.2.2 OTA na fermentagdo alcodlica

A remocdo da OTA em fungdo da fermentagfo alcodlica tem sido
reportada por varios autores, como um efeito da adsor¢do da micotoxina
a fase sélida e ndo como consequéncia da atividade metabdlica das
leveduras (GRAZIOLI et al. 2006, CECHINI et al. 2006 ,GARCIA et
al. 2005 e SILVA et al. 2003).

As amostras referentes a pds-fermentacdo alcodlica foram
coletadas apds a descuba, ou seja, separacdo fase sélida/liquida. Os
niveis de OTA detectados foram 0,98 ¢ 0,012 pg.Kg™', para os ensaios 1
e 2, respectivamente (Tabela 5.21). A remoc¢do da OTA em relagio aos
mostos frescos foi de 57,0% (ensaio 1) e 55,6% (ensaio 2). Os valores
observados foram concordantes com o descrito por CECHINI et al.
(2006) que observaram uma redugdo entre 53,2% e 70,13% dependendo
da levedura utilizada, onde as espécies do género Saccharomyces
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tiveram os melhores desempenhos. Quando esses autores utilizaram a S.
cerevisae a reducdo foi de 65,9%. O considerado pelos autores foi a
capacidade de adsorcio da OTA na massa de leveduras e ndo a
capacidade de degradacdo por essas leveduras. GRAZIOLI et al. (2006)
observaram uma reducdo de 30% da concentragdo de OTA apds a
fermentacdo alcodlica e clarifica¢io, em vinifica¢des das uvas Primitivo
e Neroamaro. A Figura 5.22 apresenta os percentuais proporcionais de
remogao entre as operagdes analisadas.

indice de Remocéo de OTAentre as Operacdes
Unitarias
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Figura 5.21 — Percentuais de remog¢do de OTA entre as etapas de vinificagdo
referentes as uvas que continham 1/3 de podriddo (ensaio 1).

A tomada de amostras (PT1) foi efetuada 6 horas ap6s a descuba
(para decantacdo) e, as concentracdes remanescentes de OTA foram
0,56 ug.Kg™' (ensaio 1) e 0,006 pg.Kg™" (ensaio 2). O indice de remogio
entre a fermentagao alcodlica e a clarificagao foi de 42,9% (Figura 5.21)
para o ensaio 1 e de 50,0% para o ensaio 2. No entanto, se avaliarmos
em relagdo a concentragdo inicial de OTA os percentuais de remogao
foram de 75,4% (ensaio 1) e de 77,8% (ensaio 2).

5.5.2.3 OTA e a fermentagdo maloldtica

Ap6s a fermentagdo maloldtica a concentragdo remanescente de
OTA no ensaio 1 foi de 0,41 pg.Kg", com um indice de remocio de
26,8% (Figura 5.21), entre a po-descuba e pds-fermentacdo malolética.
Para o ensaio 2, ndo foi possivel efetuar essa avaliagdo tendo em vista
que OTA esteve a baixo do limite de dete¢cdo. GRAZIOLI et al. (2006),
observaram um indice de redugcdo de 57,0% apds a fermentacdo
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maloldtica. Os mesmos autores atestam o efeito positivo das bactérias
acido-ldticas na reducdo da OTA. Porém, SILVA et al. (2003) mostram
que essa reducdo depende da cepa bacteriana e que a eficiéncia é
inversamente proporcional a concentracdo de OTA no vinho.

5.5.2.4 Comportamento da OTA na estabilizacdo a frio

Apbs a estabilizacio a frio em 4°C, onde os vinhos
permaneceram durante 30 dias, a concentragdo de OTA foi investigada
para ambos ensaios. A OTA ainda estava presente no vinho proveniente
do ensaio 1, enquanto, novamente a OTA ndo foi detectada no ensaio 2.
O indice de remocdo de OTA relativo entre a fermentagcdo maloldtica e a
estabiliza¢do foi de 7,3%, significativamente menor.

5.5.2.5 Concentragdo final da OTA no vinho

A Figura 5.22 descreve a evolugdo da OTA durante todo o
processo de vinificacdo, da uva que continha 1/3 de podriddo visivel,
através das etapas de controle: MF, PF, PT1, PT2 e PT3.

Remocéo da OTA na Vinificacao
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Figura 5.22 — Evolucdo da OTA durante o processo de vinifica¢do em tinto, a
partir de uvas naturalmente contaminadas (ensaio 1).

Ao final do processo a eficiéncia de remogdo da OTA foi de
83,8% para uma concentragio inicial de 2,28 pug.Kg"', permanecendo o
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vinho com uma concentragdo residual de OTA de 0,37 pg.Kg'l. Ja, para
a vinificacdo efetuada com uvas visivelmente sas, a ndo deteccdo de
OTA foi observada a partir do término da fermentacdo malolética,
indicando uma remocao superior a 81,5%. RATOLA et al. (2005), em
um experimento efetuado em vinho do Porto, referenciam uma remocgao
de 92,0%. GRAZIOLI et al. (2006) relatam uma média de remocdo de
87,0% ao final do processo em vinificagdes de uvas Primitivo e
Negroamaro efetuada por 3 anos consecutivos.

A concentracdo de OTA detectada no mosto proveniente de uvas
com 1/3 de podridio foi 9,9 vezes superior a concentra¢do observada no
mosto de uvas sds. Evidenciando a importancia da qualidade sanitdria
das uvas na preven¢do a OTA nos vinhos. A detec¢do da OTA no mosto
de uvas sds demonstrou que a OTA pode estar presente em uvas que nao
apresentam sinais visiveis de contaminacao flngica.

O processo de vinificagdo colabora de maneira expressiva para a
reducdo da OTA no vinho. Pois, nos dois ensaios a concentracéo
remanescente de OTA no vinho foi inferior a 20,0%, possibilitando a
adequacio ao valor mdximo recomendado de 2,0 pg.L’, quando
elaborados a partir de uvas contaminadas com OTA em baixas
concentragoes.

A fermentacdo alcodlica foi a opera¢do mais representativa na
reducdo dos niveis de OTA durante a vinificagdo, onde a remocao foi
em torno de 50,0%. Isso permite definir, sob o ponto de vista da andlise
de risco, que a realizac¢do do controle da OTA € crucial em 2 pontos: no
mosto fresco e apds a fermentagdo alcodlica, pois a concentracdo da
OTA continua decrescendo até o final da vinificagao.

Portanto, hd que se destacar também, a importincia da
investigacdo da OTA no bagacgo resultante do processamento. Pois o
mesmo € empregado como matéria-prima na elaboracdo da “graspa” e
também, na fabricacdo de alimentos para nutricio humana e animal.

Os niveis de OTA obtidos ao final da vinificagdo, sugerem que os
vinhos elaborados com uvas tintas de vinifera, produzidas nas regides do
Planalto e Meio-Oeste Catarinenses apresentam baixo risco de
exposicdo a OTA. No entanto, novos estudos devem ser realizados para
confirmar essa observacao.



6 CONCLUSOES

O presente trabalho buscou estabelecer um referencial sob a visdo
do controle micotoxicolégico, com relacdo a qualidade das uvas
produzidas e processadas, provenientes de duas importantes regides
vitivinicolas de Santa Catarina (Meio Oeste e Planalto de Santa Catarina
obtidas durante as vindimas de 2005/2006). As principais consideracdes
encontram-se descritas a seguir:

Foram recuperadas das uvas e identificadas 1492 estirpes de
fungos filamentosos, classificados em 14 géneros. Os géneros isolados
com maior frequéncia em ordem decrescente: Cladosporium, Alternaria,
Aspergillus, Botrytis, Penicillium, Aureobasidium e Rhyzopus. A
incidéncia fingica na micobiota diferiu entre as regides: Para a regido
do Meio Oeste a predominancia foi: Cladosporium, Aspergillus,
Alternaria, Penicillium, Botrytis e Aureobasidium. Enquanto, no
Planalto os géneros de maior incidéncia foram: Alternaria,
Cladosporium, Botrytis, Penicillium, Aspergillus.

Embora a distribuicdo entre os géneros fiingicos na micobiota das
uvas tenha sido diferente, a freqii€ncia das espécies de Penicillium entre
as regides do Meio Oeste e Planalto Catarinenses, nas safras 2005/2006,
nao apresentou diferencgas significativas. No que diz respeito as espécies
ocratoxigénicas, nenhum exemplar de P. verrucosum foi isolado.

As ocorréncias das espécies de Aspergillus divergiram entre as
regides do Planalto e Meio Oeste; 71,1% das estirpes de Aspergillus
isoladas foram detectadas na regido do Meio Oeste. Em ambas regides
as estirpes pertencentes ao agregado A niger foram predominantes.
Todas as estirpes de Aspergillus negros isoladas de ambas regides
(agregado A. niger, A. japonicus e A. carbonarius) foram recuperadas e
testadas quanto a capacidade produtora de OTA em cultura pura. Todos
os exemplares de A. japonicus testados foram OTA ( - ), 15,9% das
estirpes de agregado A. niger foram OTA ( + ) e dos exemplares de A.
carbonarius recuperados, apenas um foi hdbil para produzir OTA.

A OTA foi detectada em 40,6% do total de amostras de uvas
testadas, no Planalto 45,4% das uvas foram OTA (+) enquanto para o
Meio Oeste foram 38,1%. No entanto, o0 Meio Oeste apresentou niveis
médios de 0,124 pg.Kg™, enquanto o Planalto revelou valores de 0,076
ng.Kg'. Para as duas safras estudadas, constatou-se uma variacdo nos
niveis OTA de 74,1 e 86,7% no Planalto e Meio Oeste, respectivamente,
indicando que os fatores mais notdveis em relagdo a concentragcdo de
OTA nas uvas ndo sdo somente as prdticas agricolas, mas, o ano e
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origem geografica exercem grande influéncia.

A patulina ndo foi detectada em nenhuma das amostras das uvas
analisadas. Um ndmero reduzido de estirpes de P. expansum foram
encontradas, representando 0,73% do total de isolados, essa baixa
incidéncia na deteccdo pode ser um dos fatores relacionados a ndo
detec¢do de patulina nas uvas.

A concentra¢do média de dcido D-gluconico nas uvas foi 0,361
g.Kg"' para o ano de 2005 ¢ 0,615 g.Kg"' em 2006, com um aumento de
41,3% nos niveis de dcido D-gluconico nas uvas da safra de 2006, onde
a podriddo amarga esteve presente.Todas as amostras que apresentaram
niveis superiores a 1,0 g.Kg" foram da variedade Cabernet Sauvignon,
trés delas estavam afetadas pela podriddo amarga de forma bastante
evidente. Mesmo assim, a concentracdo média obtida para o ano de
2006 foi inferior a 1,0 g.Kg" indicando um bom grau de sanidade das
uvas.

O 4cido D-gluconico indicou uma fraca relagdo com os niveis de
OTA observados nas uvas, sugerindo ineficiéncia na predicdo do
rastreio a OTA. J4, em relacio a Botrytis, a o coeficiente de
determinagdo foi de 0,903 para a safra de 2005 e de 0,820 para 2006
(ano em que a podriddo amarga foi observada), sendo assim, o dcido D-
glucdnico comportou-se como um bom indicador para a contaminag¢io
por Botrytis, muitas vezes, ndo observada no exame visual.

A formacdo de OTo mediada pela enzima em meio de uva
sintético, confirmou atividade na hidrélise de OTA. A formacdo de OTa
foi discretamente favorecida na maior temperatura (35°C), independente
do pH e das concentragdes iniciais de OTA. No entanto, a atividade
especifica da enzima foi muito baixa e as concentra¢des de OTa ao final
de 114 horas de ensaio foram similares para ambas concentra¢des
iniciais do substrato. Esse fato leva a constatagdo de que a hidrdlise da
OTA representa uma agdo residual da enzima Prolyvepac®. A hipdtese
de que o meio de uva possa apresentar algum componente que venha a
colaborar para a reducio da hidrdlise da OTA também € sugerida.

Em relacdo a evolu¢do da OTA durante a microvinificacio, a
fermentacdo alcodlica foi a operacdo mais representativa na reducio dos
niveis de OTA. Isso permite definir sob o ponto de vista de anélise de
risco, que a realizacdo do controle apresenta 2 pontos criticos: mosto
fresco e apds a fermentagdo alcodlica, pois o nivel de OTA continuou
decrescendo até o final da vinifica¢do. Para os dois ensaios a remogao
da OTA no vinho foi superior a 80%, possibilitando a adequacdo ao
estabelecido pela Unido Europeia e recomendado pela Organizacdo



169

Internacional do Vinho (OIV). Os niveis de OTA obtidos ao final da
vinifica¢do, sugerem que os vinhos elaborados com uvas tintas de
viniferas produzidas nas regides do Planalto e Meio-Oeste Catarinenses
apresentam baixo risco de exposi¢do a OTA.

Em relagdo a sanidade das uvas, o presente estudo demonstrou
baixo risco em relagdo a presenca de micotoxinas e sua relacdo com a
micobiota, bem como, com os niveis de dcido D-gluconico. Portanto,
tem-se mais um indicador que reforca a tradi¢do da regido do Meio
Oeste e a vocagdo da nova regido do Planalto para a producdo de uvas
de excelente qualidade e conseqiientemente de bons vinhos no Estado de
Santa Catarina.
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Anexo A - Formulacio dos meios de cultura

>

Agar Czapeck extrato Levedura — CYA
30 g de sacarose (Merck)

15 g de agar n°3 (Oxoid L13)

5 g de extrato de levedura (Difco 212750)
1g de K,HPO, (Merck)

10 mL de concentrado de Czapek

Agua destilada q.s.p. 1000mL

Concentrado de Czapek (com elementos traco)
30 g de NaNO; (P.A. Merck)

5 g de KCI (P.A. Merck)

0,1 g de FeS0O,.7H,0 (P.A. Merck)

0,1 g de ZnS0O,.7H,0 (P.A. Merck)

0,05 g de CuS0O,4.7H,0 (P.A. Merck)

Agua destilada g.s.p. 1000mL

Agar Czapeck Dox - CZ

30 g de sacarose (Merck)

15 g de agar n°3 (Oxoid L13)

1g de K,HPO, (Merck)

10 mL de concentrado de Czapek
Agua destilada q.s.p. 1000mL

Agar Extrato de Malte (MEA )

20 g de glicose monohidratada (Merck)
20 g de extrato de malte (Oxoid L39)
20g de agar (Oxoid L13 - n“3)

1 g de peptona (Oxoid L40)

Agua destilada g.s.p. 1000mL

Agar Agua Torneira —- TWA c¢/ papel filtro
15 g de agar n”3 (Oxoid L13)

Papel filtro

Agua da torneira g.s.p. 1000mL
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Anexo B - Ficha técnica: enzima Prolive PAC®

m MV EN]

PROLYVE PAC

Fungal acid protealytic enzyme.

Presentation :

PROLYVE PAC is an acid protease
obtained from a selected strain of
Aspergillus Niger.

PROLYVE PAC contains some side
activities like amylases, cellulases and
hemicellulases.

Properties :

PROLYVE PAC is active in acid range
pH. The optimum pH is at pH 2.5-3.0
(see fig.1).

PROLYVE PAC is stable between pH
2.3 and 6.0 (see fig.2). The optimum
temperature is 55°C (see fig.3) and the
enzyme is stable below 50°C (see fig.4).

Applications :
PROLYVE PAC is capable of splitting

at random the inner peptide bonds of
protein to produce peptides.

1

Figure 1. pH activity curve
(30°C, 10 minutes)
100
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PROLYVE PAC can be used in very
different field of applications : wine
making, baking, meat tendering,
manufacture of seasonings, gluten
modification, digestive aids and feed
applications.

Description :

PROLYVE PAC is a slightly brownish
powder soluble in water, diluent is
lactose.

PROLYVE PAC is standardised at
3000 PAC units per gram following
LYVEN assay method (available on
request).

The standard packaging is 25 K g p aper
sacks with plastic liner. Stored in cool
place (less than 20°C) PROLYVE PAC
is stable for a year.

PROLYVE PAC comply with
FAO/WHO JECFA and FCC
recommended specification for food

grade enzymes.

Figure 2. pH stability curve
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Figure 3. Optimum temperature

Figure 4. Thermal stability curve
(pH3.0, 10 minutes)

(pH 4.0, 10 minutes)
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LYVEN - A partnership with you :

For practical applications and processes LYVEN has sufficient technical “know-how” to be
capable of providing special formulations to suit your needs. Do not hesitate to contact us.

LYVEN
Technical and Commercial Service

Zac Normandial Tél: 33(0)2.31.35.05.30
11 Avenue du Pays de Caen Fax : 33 (0)231.34.54.49
14460 COLOMBELLES - FRANCE

Site Internet : www.lyven.com Address Internet : lyven@lyven.com



198

Anexo C - Formulacio do meio de uva sintético

Reagente Férmula Quimica Massa/g
D(+) Glucose monohidratada CeH1,06.H,O 76,99
D(-) Frutose CsH 1,04 30,00
L(-) Acido tartdrico C4HeOs 7,00
L(-) Acido mélico C4HeOs 10,00
Sulfato de aménio (NH4)»SO,4 0,67
Fosfato de aménio (NH4),HPO, 0,67
Fosfato de potéssio KH,PO, 1,50
Sulfato de magnésio heptahidratado =~ MgSO,*7 H,O 0,75
Cloreto de s6dio NaCl 0,15
Cloreto de Calcio CaCl, 0,15
Cloreto de cobre (II) dihidratado CuClL,.2H,0 0,0019
Sulfato ferroso heptahidratado FeSO4*7 H,O 0,021
Sulfato de zinco heptahidratado ZnSO,*7 H,0 0,0075
(+) Hidrato de catequina 0,05

Agua destilada q.s.p. 1000 mL




