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RESUMO

No que tange a seguranca alimentar, um dos grandes problemas na qualidade do vinho é a sua
contaminagdo por micotoxinas, oriunda da presenca dos fungos micotoxigénicos nas uvas. Nesse
intuito o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a producéo de Ocratoxina A (OTA),
Aflatoxina (B1, B2, G1, G2) e Citinina de fungos filamentosos isolados de uvas da variedade Syrah,
Tempranillo e Touriga Nacional e de solo de cultivo de dois vinhedos localizados nos municipios de
Casa Nova-BA e Lagoa Grande-PE, presentes na regido do Vale do Submédio Sdo Francisco. A
avaliacéo do potencial toxigénico foi realizada pelo método agar coco e em Cromatografia de Camada
Delgada (CCD). Os isolados avaliados foram obtidos de trabalhos anteriores de quatro amostras de
uva e do solo, sendo representado pelas espécies A. flavus, A. parasiticus, A. carbonarius A. niger, A.
niger agregado e P. citrinum. Além dessas espécies foram obtidas isolados nomeados como P. sp
pertencentes a secdo Citrina e A. sp a se¢do Circumdati com caracteristicas de possiveis produtores de
toxina. Dentre as espécies A. carbonarius foram os que apresentaram a maior incidéncia de producéo
de OTA. Os fungos da secdo Circumdati e P. citrinum também apresentaram producdo em todos os
isolados. Embora tenha ocorrido uma incidéncia em producdo de toxinas, vale ressaltar que néo
necessariamente tera toxina no produto final, pois as condi¢es 6timas de produgdo de toxina, diferem
das de crescimento do fungo. Sendo assim é importante obter um controle do desenvolvimento desses
fungos nos vinhedos.
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JINTRODUCAO

A videira é uma planta de alto valor econémico cultivada em todo o mundo, sendo a espécie
Vitis vinifera L. a mais disseminada e utilizada para producdo de vinhos de alta qualidade. Essa
apresenta maior relevancia tanto em hectares cultivados quanto em valor de mercado (RIENTH et al.,
2014). No Brasil, o0 mercado vitivinicola estd em crescimento, sendo a regido Sul do pais a principal
responsavel pela producdo de vinhos.

Entretanto, de maneira oposta aos principais paises produtores de vinhos no mundo, a fragéo
majoritaria da producédo de vinhos nacionais (90 %) ainda é com uso da espécie Vitis labrusca L. Essa
realidade é distinta na regido vitivinicola do Vale do Séo Francisco, localizada no Nordeste do pais,
onde os vinhos sdo produzidos principalmente a partir de Vitis vinifera L. (PADILHA et al., 2017).

Durante as etapas de pré-colheita, colheita e processamento as uvas Sd0 susceptiveis a
contaminacdo por varias espécies de fungos (FREIRE et al., 2017). Sabe-se que 0 manejo e as
condi¢es climaticas podem afetar a ocorréncia desses fungos e explicar as diferencas na composi¢ado



da micobiota de diferentes regides (SOMMA; PERRONE; LOGRIECO, 2012). No que tange a
seguranca alimentar, o estudo dos fungos micotoxigénicos, aqueles produtores de micotoxinas,
apresenta relevancia para assegurar a qualidade do produto final (SANZANI et al., 2016).

Um dos grandes problemas na qualidade do vinho é a sua contaminagéo por micotoxinas, por
isso se destaca a colonizacdo de fungos micotoxigénicos nas uvas, principalmente os produtores de
ocratoxina A (OTA). A OTA (7-(L-fenilalanil-B-carbonil)-carboxil-5-cloro-8-hidroxi-3,4-dihidro-3R-
metilisocumarin) é uma nefrotoxina com propriedades carcinogénicas, teratogénicas e
imunossupressoras, classificada como grupo 2B pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Céancer (IARC, 1993). O Comité Misto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA)
estabeleceu 100 ng/kg por peso corporeo como a dose semanal toleravel recomendada para a OTA
(JECFA, 2007), a qual também ¢é regulada pela Comissdo Europeia. Os niveis de regulacdo nos
alimentos para consumo humano e animal sdo estabelecidos em 10 pg/kg em uvas secas (EC-
472/2002), 2 pg/kg em suco de uva, mosto e vinho (EC-123/2005). Esses mesmos limites foram
fixados pela ANVISA em 2011 (BRASIL, 2011).

Nos alimentos, de modo geral, os principais fungos ocratoxigénicos sdo: Aspergillus
ochraceus, A. alliaceus, A. niger, A. carbonarius, Penicillium verrucosum, P. nordicum. Porém, as
principais espécies de fungos produtoras de ocratoxina A nas uvas de diversas regides (temperadas,
subtropicais e tropicais) pertencem a Secao Nigri, sendo o Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius
0s maiores representantes (ZHANG, LUO; BHATTACHARYA, 2017).

Além disso, o vinho também pode ser contaminado por outras micotoxinas como a fumonisina
(Fusarium spp.) (CARRASCO-SANCHEZ et al., 2017), aflatoxina (A. parasiticus) (DI STEFANO et
al., 2015), patulina (Byssochlamys sp) (OTEIZA et al., 2017) e alternariol (Altenaria sp.) (PRENDES
etal., 2015).

Nesse intuito o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a producdo de
Ocratoxina A (OTA), Aflatoxina (B1, B2, G1, G2) e Citinina de fungos filamentosos isolados de uvas
da variedade Syrah, Tempranillo e Touriga Nacional e de solo de cultivo de dois vinhedos localizados
nos municipios de Casa Nova-BA e Lagoa Grande-PE, presentes na regido do Vale do Submédio Sdo
Francisco.

MATERIAL E METODOS

Isolados avaliados

Os fungos potencialmente toxigénicos foram isolados de amostras de uvas tintas de trés
variedades diferentes, sendo uma amostra de Touriga Nacional e outra de Tempranillo, além de duas
amostras da variedade Syrah, coletadas em vinicolas localizadas na regido do Vale do Submédio S&o
Francisco VSMSF, nos municipios de Lagoa Grande, em Pernambuco, e Casa Nova na Bahia.

Avaliacéo do potencial toxigénico dos fungos filamentosos

Para avaliagdo do potencial toxigénico, os isolados foram cultivados em meios de cultura, de
acordo com o descrito por FILTENBORG E FRISVAD (1980), no qual foi retirado um plug (Plug
Agar) e utilizado em Cromatografia de Camada Delgada. Os fungos pertencentes ao género
Penicillium da Secdo Citrina e os da Secdo Nigri, foram inoculados em meio de cultura CYA
[K2HPO4: 1,0 g; Concentrado Czapec: 10,0 mL; Extrato de Levedura: 5,0 g, Agar: 15,0 g, Agua
Destilada: 1 L; (Concentrado Czapec: NaNO3: 30,0 g, KCI: 5,0 g, MgS0O4.7H20: 5,0 g, FeSO47H20:
0,1 g, ZnSO4.7H20: 0,1 g, CuSO45H20: 0,05 g, Agua Destilada: 100 mL)], por 7 dias a 25 °C. Os
fungos do género Aspergillus pertencentes a Secdo Flavi e Secdo Circumdati foram inoculadas em
meio de cultura Agar Extrato de Levedura Sacarose (YES) (Extrato de levedura: 20,0 g; Sacarose: 150
g; Agar: 20,0 g; ZnS04.7H20: 0,1 g; CuSO4.5H20: 0,05 g; Agua destilada: 1L), por 7 dias a 25 °C.
Utilizou-se uma solucdo padrdo de OTA e Aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e Citrinina (SIGMA-
ALDRICH), e a Placa de Cromatografia de Camada Delgada (MERK-SILICA GEL 60, 20 x 20) com
fase movel composta por Tolueno Acetato de Etila e Acido Formico (TEF) 90 % (60:30:10). Apés a
eluicdo, e secagem das placas em capela, a verificacdo quanto a produgdo de micotoxinas foi realizada
em luz ultravioleta com A 366 nm em Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados
considerados produtores de OTA, Citrinina, AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 apresentaram um fator de
retencdo e um spot de fluorescéncia semelhante ao dos padrfes utilizados.



RESULTADOS E DISCUSSAO

As especies dos géneros Aspergillus e Penicillium, isoladas das uvas viniferas e do solo de
cultivo destas uvas, foram testadas quanto a producdo de OTA, citrinina e aflatoxinas B1, B2, G1 e
G2. Os resultados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Espécies fungicas isoladas de uva vinifera e solo de cultivo potencialmente toxigénicas.
Numero total de isolados (nimero de isolados toxigénicos).

o ) Syrah 1 Syrah 2 Tempranillo Touriga

Espécie/Micotoxina
uva solo uva solo uva uva

A. flavus (Afla—B1, B2) 10(10) 0(0) 11(11) 1(0) 61(61) 3(3)
é.zp))arasiticus (Afla-B1, B2, G1, 0(0) 0(0) 0(0) 2(2) 0(0) 0(0)
P. citrinum (citrinina) 0(0) 9(9) 8(8) 20(20) 9(9) 0(0)
P. sp se¢do Citrina (citrinina) 2(0) 3(0) 0(0) 0(0) 0(0) 9(0)
A. carbonarius (OTA) 7(7) 11(11) 3(3) 6(6) 6(6) 12(12)
A. niger (OTA) 4(0) 14(0) 53(0) 23(1) 47(2 41(0)
A. niger Agregado (OTA) 3(0) 1(0) 20(0) 15(0) 16(0) 19(0)
A. sp 7 se¢do Circumdati (OTA) 0(0) 0(0) 0(0) 6(6) 0(0) 0(0)
A. sp 8 se¢do Circumdati (OTA) 0(0) 0(0) 0(0) 2(2) 0(0) 0(0)

Dos 231 fungos avaliados pertencentes as espécies da Secdo Nigri isolados das uvas, apenas
12,99 % apresentaram producdo de OTA, enquanto que dos 70 fungos isolados dos solos de cultivo
das amostras de Syrah 1 e Syrah 2, 25,71 % foram produtores de OTA. A presenca de espécies da
Secdo Nigri tem grande importancia, uma vez que séo os principais produtores de ocratoxina A e sua
presenca nas uvas, junto com as condi¢bes ambientais ideais, possibilita que esses fungos produzam a
toxina, colocando em risco a saude do consumidor final (VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006).

Todos os Aspergillus carbonarius presentes tanto nas amostras de uvas, quanto nas amostras
de solos de cultivo, foram produtores de OTA. Apesar dos isolados de Aspergillus niger serem 0s mais
frequentes entre as espécies da mesma sec¢do, tais fungos exibiram 1,38 % e 2,70 % de produtores de
ocratoxina A respectivamente, na variedade de uva Tempranillo e no solo de cultivo V2 avaliados.
Nenhum dos 74 isolados de A. niger Agregado foram produtores de OTA, resultado que se assemelha
ao descrito em solos de vinhedos Argentinos, onde nenhum membro da mesma espécie foi produtor
(BARBERIS et al., 2014). Embora a colonizac¢do das uvas e do solo seja predominantemente por A.
niger em relacdo aos A. carbonarius, estes Gltimos demandam maior atengdo, por apresentarem maior
capacidade de producdo de OTA na maioria dos casos de colonizacdo, principalmente quando as
condi¢des para a producdo da micotoxina estejam favoraveis, ou seja, temperaturas mais amenas (15
°C) e atividade de agua de 0,99 (PASSAMANI et al., 2014).

Fungos produtores de OTA foram identificados em diversos vinhedos de paises
tradicionalmente produtores de vinho como Espanha (BELLI et al., 2006), Argentina (PONSONE et
al., 2007), Franca (DACHOUPAKAN et al., 2009) e Italia (LUCCHETTA et al., 2010). Neste ultimo,
Lucchetta et. al (2010) avaliaram uvas cultivadas nas regides norte, central e sul da It&lia identificando
A. carbonarius principalmente nas uvas produzidas na regido sul, enquanto que nas regides central e
norte do pais o A. niger foi predominante. As uvas provenientes da regido sul apresentaram maiores
contaminagdes e concentracdes por OTA, diferentemente das demais regides em que os niveis de OTA
encontrados foram baixos. Os autores correlacionam a incidéncia dessas espécies a fatores climaticos,
0s quais influenciam consequentemente a producdo da micotoxina nas uvas. Perrone et al. (2006)
reforcam os resultados encontrados por Lucchetta et al. (2010) afirmando que a OTA é produzida em



maiores quantidades por A. carbonarius do que por A. niger, assim como consta nos resultados obtidos
no presente trabalho.

Em nenhuma amostra de uva houve isolamento de fungos pertencentes a Se¢do Circumdati.
Apenas na amostra de solo V2, foi observada a incidéncia de duas espécies nao identificadas, porém
pertencentes a esta secdo, foram relatadas e produziram OTA em 100 % dos seus isolados. De acordo
com Bau e colaboradores (2005a), as espécies da Secdo Circumdati, produtoras de OTA, ndo sdo
relevantes devido a sua baixa ocorréncia em uvas, fato este que reforca os resultados encontrados.

A citrinina foi produzida somente por Penicillium citrinum isolados das amostras de solo V1 e
V2 e das uvas Syrah 2 e Tempranillo. Os demais fungos da Sec¢do citrina ndo produziram a toxina e
estiveram presentes em baixo percentual nas amostras.

A colonizacgdo das amostras por espécies aflatoxigénicas foi muito observada, principalmente
na amostra Tempranillo que apresentou varios isolados de A. flavus, todos produtores de aflatoxina B1
e B2. A producdo dessas toxinas também foi notada nos demais A. flavus presentes em todas as outras
amostras. Apenas 2 Aspergillus parasiticus produtores de aflatoxina B1, B2, G1 e G2 foram isolados
de uma amostra de solo (V2), o que ressaltaa baixa representatividade desta espécie micotoxigénica
nas amostras.

CONCLUSOES

Os fungos isolados da uva e solo dos vinhedos apresentaram potencial para produgdo de
micotoxinas, 0 que demonstra a importancia de um controle do desenvolvimento desses fungos nos
vinhedos. Entretanto ndo é possivel afirmar que estes fungos certamente iriam produzir a micotoxinas,
é necessario estudos futuros para avaliar, se as condi¢cBes ambientais da regido favorecem esta
producdo. Sendo assim a melhor forma é prevenir o crescimento dos fungos produtores de toxinas,
através das boas préaticas agricolas, garantindo a seguranca do produto final para o consumidor.
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