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RESUMO GERAL

A avaliagdo da exposicdo as micotoxinas constitui um importante
aspecto para a saude publica, tendo em vista a possibilidade de prevenir ou
minimizar a incidéncia de doengas decorrentes da sua interacdo com o
organismo. A OTA tem sido frequentemente encontrada como contaminante de
uvas, vinhos e suco de uva, sendo considerada uma das micotoxinas mais
prejudiciais a satide humana. Neste contexto, este estudo foi realizado com o
objetivo de avaliar a ocorréncia de OTA em vinhos nacionais (vinhos de mesa) e
importados, bem como avaliar o risco de exposicdo humana a toxina. A
quantificacdo de OTA nas amostras de vinhos foi realizada pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detec¢do por
fluorescéncia. Parte das amostras analisadas (36,84%) apresentou contaminagao
por ocratoxina A, sendo todas as amostras importadas. A contamina¢do por
ocratoxina A nos vinhos foi relativamente baixa, com exce¢do de duas amostras
provenientes da Franga e da Argentina, para as quais foram obtidos valores de
2,47 e 2,78 pg/L, respectivamente. Apenas duas amostras de vinhos de mesas
analisadas estavam contaminadas, sendo ambas provenientes de Portugal. Do
total de amostras contaminadas, 85,71% apresentaram niveis de contaminagdo
por ocratoxina A menores que 2 pg/L. Os vinhos em que a OTA nao foi
detectada ou que a concentra¢do foi inferior ao LQ <0,16 foram os de mesa
tintos nacionais, brancos e rosé. Das amostras de vinhos nacionais, nenhuma
apresentou contaminagdo por OTA, fato este relevante, ja que a producdo e o
consumo da bebida no pais vém crescendo a cada ano, apesar de o consumo de
importados pela populacdo brasileira ainda ser predominante. Em relagcdo ao
risco de exposicdo humana a toxina por meio do consumo de vinhos, mesmo nas
amostras que obtiveram valores de contaminacdo acima do permitido, o risco foi
baixo, ja que o consumo dessa bebida no Brasil ainda ¢ limitado.

Palavras-chave: Ocratoxina A. Vinho. Exposicao humana.



GENERAL ABSTRACT

The assessment of exposure to mycotoxins is an important aspect of
public health in view the possibility of preventing or minimizing the incidence
of diseases resulting from its interaction with the body. OTA has been frequently
found as a contaminant of grapes, grape juice and wine, and is considered one of
the most harmful mycotoxins to human health. In this context, this study was to
evaluate the occurrence of OTA in domestic wines (table wines) and imported,
as well as assess the risk of human exposure to the toxin. The quantification of
OTA in wine samples was performed by the method of high performance liquid
chromatography (HPLC) with fluorescence detection. Part of the samples
(36.84%) showed contamination by ochratoxin A, all samples being imported.
Ochratoxin A contamination in wine was relatively low, with the exception of
two samples from France and Argentina who obtained values of 2.47 and 2.78
mg/L  respectively. Only two samples of table wines analyzed were
contaminated both from Portugal. Of the total number of contaminated samples,
85.71% had levels of ochratoxin A contamination by less than 2 pg/L. The
wines that OTA was not detected or the concentration was below the LQ <0.16
were the national red table wine, white and rosé. Samples of national wines,
showed no contamination by OTA, a fact relevant as the production and
consumption of the beverage in the country are growing each year, despite the
consumption of imported wines by the Brazilian population is still predominant.
Regarding the risk of human exposure to the toxin through consumption of wine,
even in samples that had values above the permitted contamination, the risk was
low, since this beverage consumption in Brazil is still limited.

Keywords: Ochratoxin A. Wine. Human exposure.
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia de ocratoxina A em alimentos vem sendo extensivamente
reportada, principalmente em cereais e produtos derivados de cereais, café,
cacau, cerveja, uvas, suco de uvas, frutas desidratadas, plantas medicinais e
vinho, sendo este ultimo considerado a segunda fonte mais importante de OTA
para humanos (SERRATOSA et al., 2010).

A producao desta toxina pelos fungos ocratoxigénicos esta relacionada a
fatores abioticos, principalmente temperatura, atividade de agua e substrato
(QUINTELA et al., 2011; SELOUANE et al.,, 2009; BELLI et. al., 2005;
PATERAKI et al, 2007). Entretanto, a complexa interacdo dos fatores
ecoldgicos que afetam o crescimento e a producdo da OTA por fungos
micotoxigénicos dificulta o controle da exposicdo de forma eficiente.

Apo6s o primeiro relato da ocorréncia de OTA em vinho (ZIMMERLI;
DICK, 1996), varios estudos foram conduzidos para avaliar a presenca desta
micotoxina em vinhos e em produtos derivados da uva.

Na Espanha, o primeiro dado de ocorréncia de OTA em vinho
comercializado foi relatado por Burdaspal e Legarda (1999). Os vinhos licorosos
apresentaram os maiores indices de contaminacdo (73%), seguidos dos vinhos
rosé, tinto e branco. O valor mais elevado de OTA foi de 15,25 ng/mL, limite
bem acima do estabelecido pela comunidade europeia. Na Italia, as maiores
concentragdoes de OTA foram encontradas nos vinhos tintos (78,4%), seguidos
do rose e branco. Na Alemanha, valores de 7.0 ng/ml foram encontrados em
vinho tinto italiano exportado para a Alemanha. Alguns autores relataram a
potencial contaminacdo, com ocratoxina A, em vinhos produzidos em vérios
paises pertencentes a comunidade europeia (PIETRI et al., 2001; SOUFLEROS;
TRICARD; BOLOUMPASI, 2003; STEFANAKI et al., 2003) e Africa do Sul
(STANDER; STEYN, 2002). Recentes estudos avaliaram a presenca da OTA
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em 340 amostras de vinhos portugueses e os resultados revelaram que em 69
amostras os niveis dessa toxina estavam elevados e, destes, 3 excederam 500
ng/L (RATOLA; MARTINS; ALVES, 2004).

Esses resultados levantam preocupacdo quanto ao potencial risco a
saude humana pelo consumo desses produtos oriundos de determinadas regides
(TJAMOS et al., 2004). No Brasil, a Resolugdo da ANVISA n. 7, de 18 de
fevereiro de 2011, estabelece os limites maximos tolerados para micotoxinas em
alimentos, os quais se referem aos resultados obtidos por metodologias que
atendam aos critérios de desempenho estabelecidos pelo Codex Alimentarius.
Este regulamento aplica-se as empresas que importem, produzam, distribuam e
comercializem alguns produtos descritos na mesma Resolucao. Entre as bebidas
encontram-se os vinhos e seus derivados e os limites maximos aceitaveis para a
ocratoxina A sdo de 2 pg/L. No entanto, o prazo para que esta Resolucdo entre
em vigor ¢ de 2012 a 2014 (BRASIL, 2011).

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a incidéncia de
ocratoxina A em vinhos nacionais e importados, bem como avaliar a exposi¢ao

dos consumidores a OTA por meio do consumo de vinho tinto, rosé e branco.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producio de vinhos no Brasil e importacio

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

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

A legislacdo brasileira define vinho como a bebida obtida pela
fermentacdo alcoolica do mosto simples da uva si, fresca ¢ madura. A
denominagao vinhos finos ¢é utilizada para designar os vinhos elaborados a partir
de uvas europeias da espécie Vitis vinifera L. Aqueles que sdo produzidos de
uvas americanas, como a Vitis labrusca e seus hibridos, sdo classificados como
vinhos comuns. Esta classificagdo ¢ empregada pela diferenciacdo entre as
espécies de uva utilizadas na elaboragdo do vinho, o que nao implica na
qualidade das mesmas (AMORIM et al., 2000).

Os vinhos podem ser divididos em trés categorias quanto a cor, sendo
tinto, branco ou rosé, e quanto as quantificagdes de agucares, podendo ser seco,
com teor de agiicar menor que 5 g/L; demi-sec, com teor entre 5 ¢ 20 g/L e

suave, com mais de 20 g/L de teor de agucar (BRASIL, 1988).
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A maior concentra¢do da producdo de uvas ocorre na Europa, embora
sua area e producdo venham se reduzindo de forma expressiva. A area média de
viticultura, em 1990/1992, representava 67,31% da area mundial, passando para
56,35% no tri€nio 2005/2007. Nesse mesmo periodo, a produgdo de uvas na
Europa, que representava 60,12% da mundial, caiu para 43,14%. Em
contrapartida, ocorreu aumento na area e na producdo dos demais continentes.
Considerando a média da produgdo dos anos 2005/2008, em relagdo a média
1990/1992, o continente Europeu apresentou reducdo na produgdo de uvas de
23,35%. A Asia, a América, a Africa e a Oceania aumentaram a producdo em
115,93%, 35,99%, 60,35% e 92,35%, respectivamente, no mesmo periodo
(MELLO, 2009).

No Brasil, a uva foi introduzida no ano de 1532, no estado de Sao Paulo.
Por algum tempo, o cultivo das variedades de Vitis vinifera procedentes de
Portugal e da Espanha ficou restrito a pequenas areas dispersas pelo territério
nacional (CALDAS et al., 2008). Permaneceu como cultura doméstica até o final
do século XIX, tornando-se uma atividade comercial a partir do inicio do século
XX, por iniciativa dos imigrantes italianos estabelecidos no sul do pais
(PROTAS et al., 2005).

Desde seu inicio e até a década de 1960, a viticultura brasileira ficou
restrita as regides sul e sudeste, mantendo as caracteristicas de clima temperado,
com ciclo vegetativo anual e periodo de repouso definido pela ocorréncia das
baixas temperaturas nos meses de inverno. A partir daquela década, o cultivo da
videira foi introduzido com sucesso na regido semidrida do Vale do Sao
Francisco, o que marcou o inicio da viticultura tropical no Brasil. Na década de
1970 consolidou-se um polo produtor no norte do Parana e, na década seguinte,
no nordeste de Sdo Paulo e no norte de Minas Gerais. Devido a diversidade

ambiental ¢ possivel observar diferentes caracteristicas bioclimaticas entre as
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regides vitivinicolas do Brasil, sendo possivel encontrar videiras com um, dois
ou trés ciclos anuais (PROTAS et al., 2005).

De acordo com os dados estatisticos disponiveis, no ano de 2011 (Tabela
1) houve um aumento de 12,97% na producdo de uvas no Brasil, totalizando
1.463.481 toneladas da fruta, das quais 57% foram destinadas ao processamento
e o restante a comercializagdo do produto in natura. Os maiores aumentos da
produgdo ocorreram nos estados de Pernambuco (24,03%) e do Rio Grande do
Sul (19,76%) (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2011).

Tabela 1 Producdo de uvas no Brasil, em toneladas

Estado/Ano 2008 2009 2010 2011
Pernambuco 162.977 158.515 168.225 208.660
Bahia 101.787 90.508 78.283 65.435
Minas Gerais 13.711 11.773 10.590 9.804
Sao Paulo 184.930 177.934 177.538 177.227
Parana 101.500 102.080 101.900 105.000
Santa Catarina 58.330 67.546 66.214 67.767
Rio Grande do Sul 776.027 737.363 692.692 829.589
BRASIL 1.399.262 1.345.719 1.295.442 1.463.481

Fonte: IBGE. Dados de 2011 capturados em 09.01.2013

Atualmente, as regides produtoras de vinhos no Brasil sdo os estados do
Rio Grande do Sul e de Santa Catarina, o municipio de Sdo Roque, SP, a regido
Sul de Minas e o Vale do Submédio Sao Francisco abrange os estados de
Pernambuco e Bahia. Dentre eles, o Rio Grande do Sul se destaca na produgio
de vinhos de qualidade e sucos de uva, devido as suas condigOes climaticas mais

favoraveis para o plantio (Tabela 2) (ACADEMIA DO VINHO, 2012).
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Tabela 2 Elaboracdo de vinhos e derivados no Rio Grande do Sul — 2004 a 2011

ANO MILHOES DE LITROS
Vinhos Vinhos Outros derivados da TOTAL
viniferas comuns uva e do vinho

2004 42,96 313,70 51,87 408,53
2005 45,45 226,08 53,50 325,04
2006 32,12 185,08 59,13 276,33
2007 43,18 275,25 70,89 389,32
2008 47,33 287,44 93,19 427,97
2009 39,90 205,42 96,50 341,82
2010 27,85 195,25 98,96 321,21
2011 52,20 258,73 151,15 461,07

Fonte: IBRAVIN/MAPA/SEAPA-RS, 2011

Apesar do crescente aumento na producdo de uvas e da elaboracdo de
vinhos no pais, observa-se também um aumento significativo das importagdes
do produto. Desde 2007, as importagdes ficavam, em média, entre 59 a 60
milhdes de litros. Em 2010, observou-se um aumento de 26,5% em relagdo a
2009, com volume de 75,3 milhdes de litros. De 2010 para 2011, o aumento foi
ainda maior, 27,4%, atingindo um volume de 77,3 milhdes de litros. Nos ultimos
dois anos, de 2009 a 2011, as importacdes cresceram 30,7% (BRASIL, 2011a).

O Brasil importa vinhos de 30 paises, sendo 95,4% do volume total
proveniente de Chile, Argentina, Italia, Franca, Portugal e Espanha. Os vinhos
chilenos representam 34,5% das importagdes brasileiras e os argentinos, 22,9%,
ou seja, o brasileiro consome quase 60% de vinhos provenientes dos nossos
vizinhos do Mercosul. Os vinhos do Velho Mundo mais importados sdo da
Italia, Franca, Portugal e Espanha. A Espanha apresentou um aumento muito
expressivo nas importagdes de vinho para o Brasil, de 2010 para 2011, 32,4%, ¢

a Franga, de 20,4% (Tabela 3).
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Tabela 3 Principais paises de origem das importagdes de vinho no Brasil, 2007 a
2011 (em milhdes de litros)
Ano Chile Argentina Italia Franca  Portugal Espanha  Outros Total

2007 18,89 16,18 10,41 3,82 6,85 1,11 3,61 60,68
2008 18,75 15,43 10,79 3,43 6,28 1,25 3,47 57,94
2009 22,52 14,80 9,08 3,50 5,92 1,52 3,20 59,13
2010 26,51 18,05 13,00 4,26 8,07 2,13 2,59 75,32
2011 26,70 17,70 13,10 5,13 8,30 2,82 1,90 77,32

Fonte: BRASIL, 2012

A participagdo significativa dos vinhos chilenos e argentinos no
consumo de vinhos pode ser entendida, do ponto de vista econdmico, pelo fato
de os precos dos vinhos oriundos do Mercosul serem mais competitivos, tanto
pelo fator cambial como pelos custos logisticos mais baixos.

Considerando o aumento do consumo brasileiro de vinhos e que o
mesmo pode constituir fonte significatica de OTA na dieta, torna-se necessario
considerar ndo s6 o aspecto de qualidade sensorial, quanto de seguranca dos
vinhos nacionais e importados.

Analisando-se o consumo total de vinhos, obswerva-se que o brasileiro
passou a beber muito mais vinhos finos, passando de 93,6 milhdes de litros, em
2010, para 96,8 milhdes de litros, em 2011, considerando os importados mais os

vinhos finos nacionais (Tabela 4).

Tabela 4 Consumo de vinhos finos no Brasil, 2007 a 2011
2007 2008 2009 2010 2011

Vinhos finos — Brasil 20,90 17,00 18,00 18,30 19,54
Importados 60,88 57,94 59,13 75,32 77,32
Total 81,78 74,94 77,13 93,62 96,86

Fonte: UVIBRA, 2011
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2.2 Micotoxinas em alimentos

As micotoxinas sdo produzidas durante o metabolismo secundario de
fungos filamentosos e podem estar presentes em alimentos, como amendoim,
milho, trigo, cevada, café, leite, arroz, farinhas, nozes, castanhas, frutas secas,
entre outros, podendo ameagar a inocuidade dos mesmos. Mais de 200
substancias ja foram identificadas como micotoxinas, sendo as aflatoxinas, os
tricotecenos, as fumonisinas, a zearalenona, a ocratoxina A, os alcaloides do
ergot e a patulina as mais estudadas (BENNETT; KLICH, 2003).

Os fungos podem causar efeitos indesejaveis na agricultura e na
industria de alimentos, devido a sua versatilidade em se adaptar. Tais
microrganismos s3o ubiquos na natureza, podendo subsistir no solo, na
vegetagdo e na agua. Consequentemente, ¢ simples deduzir o seu potencial de
contaminagdo (MOSS, 1996).

As micotoxinas, aparentemente, ndo apresentam qualquer fun¢do no
metabolismo normal dos fungos. Elas sdo produzidas, ainda que nfo
exclusivamente, na medida em que o fungo atinge a maturidade. As toxinas
destes fungos apresentam efeitos toxicos em seres humanos e animais, podendo
estar contidas nos esporos e micélios, ou serem excretadas como exotoxinas no
substrato de crescimento (PITT, 2000).

As micotoxinas estdo amplamente incorporadas aos alimentos e seus
derivados, constituindo um sério problema de saude publica (BENNETT;
KLICH, 2003). E importante esclarecer que nem todo crescimento fungico
resulta na formag@o de micotoxina. No entanto, a auséncia de sinais aparentes de
contaminag¢@o por fungos ndo significa que o alimento encontra-se livre de
toxinas, ja que elas podem permanecer no produto, mesmo depois do
desaparecimento dos fungos responsaveis por sua produg¢do. A contaminagdo

dos alimentos pode ocorrer no campo, durante ¢ ap6s a colheita, o transporte, o
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processamento ¢ o armazenamento do produto (SABINO; PRADO; COLEN,
1986).

A deteccao de micotoxinas em alimentos ¢ de grande importancia para a
saude publica e a economia de um pais. Os surtos de micotoxicoses sdo
normalmente sazonais, devido a condigdes climaticas particulares que
favorecem o crescimento fingico e/ou a producdo de toxinas. A umidade e a
temperatura sdao dois fatores criticos. Fatores geograficos, susceptibilidade da
variedade e condi¢gdes de armazenamento também interferem na produgdo de
micotoxinas, podendo varias delas serem produzidas simultaneamente
(SOARES; RODRIGUEZ-AMAYA, 1985; BULLERMAN; TSAI 1994).

As micotoxinas podem entrar nas cadeias alimentares humana e animal
por meio de contaminacdo direta ou indireta. A contaminagdo indireta de
alimentos e ragdes ocorre quando um ingrediente qualquer foi previamente
contaminado por um fungo toxigénico e, mesmo que o fungo tenha sido
eliminado durante o processamento, as micotoxinas ainda permanecerdo no
produto final. A contaminagdo direta, por outro lado, ocorre quando o produto, o
alimento ou a ragdo se tornam contaminados por um fungo toxigé€nico, com
posterior formag¢do de micotoxinas. Sabe-se que a maioria dos alimentos e
ragdes pode permitir o crescimento € o desenvolvimento de fungos toxigénicos,
tanto durante a produ¢do quanto durante o processamento, o transporte € o
armazenamento (FRISVAD; SAMSON, 1992).

A ingestdo de micotoxinas por seres humanos ocorre, principalmente,
pela ingestdo de produtos vegetais contaminados, bem como pelo consumo de
produtos derivados, tais como leite, queijo, carnes e outros produtos animais
(SMITH et al., 1995).

O consumo da toxina por meio de alimentos contaminados pode resultar
em lesdes de pele, sintomas de hepatotoxicidade, nefrotoxicidade,

neurotoxicidade, hematotoxicidade ou genitotoxicidade, podendo chegar a
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morte. As micotoxinas podem, ainda, apresentar efeitos mutagénicos,
teratogénicos, carcinogénicos ou imunossupressores (COLE; COX, 1981;
JOINT FAO/WHO EXPERT COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES, 2001).
Como consequéncias diretas do consumo de micotoxinas por animais estdo
incluidos aumento na recusa de racdo, baixa conversio alimentar, ganho de peso
diminuido, aumento da incidéncia de doengas (devido & imunossupressdo) e
diminuicdo da capacidade reprodutiva, levando a perdas economicas (FINK-
GREMMELS; MALEKINEJAD, 2007; MORGAVI; RILEY, 2007; PESTKA,
2007; VOSS; HASCHEK, 2007; HUWIG et al., 2001; WU, 2004; WU, 2006).

Do ponto de vista econdmico, a presenca de micotoxinas causa prejuizos
a produtores, processadores e comerciantes de alimentos e ao pais como um
todo, inclusive na redugdo de divisas, quando os produtos exportados sdo
recusados no exterior devido a presenga de micotoxinas. Micotoxinas afetam o
agronegocio de muitos paises, interferindo ou, até mesmo, impedindo a
exportacdo, reduzindo a produgdo animal e agricola e, em alguns paises,
afetando, também, a saude humana (JELINEK; POHLAND; WOOD, 1989;
MILLER, 1995; LEUNG; DIAZ-LLANO; SMITH, 2006). Do ponto de vista de
satde publica, a ONU estima que 40% da reducdo na expectativa de vida em
paises pobres estejam relacionados a existéncia de micotoxinas na dieta destas
populacdes (KAWASHIMA, 2004).

A ocorréncia de micotoxinas em alimentos e derivados ndo ¢ um
problema apenas de paises em desenvolvimento. No entanto, como os produtos
de boa qualidade sdo normalmente exportados, aquelas commodities de
qualidade inferior, as quais apresentam niveis de micotoxinas superiores aos
permitidos nos paises importadores, sdo vendidas e consumidas no mercado
interno, com riscos evidentes para a saude da populagdo (DAWSON, 1991).

No Brasil, as micotoxinas t€m sido objeto de pesquisa, principalmente

no centro-sul e, recentemente, na regido sul do pais. Nas demais regides ha uma
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grande lacuna de informagdes sobre a contaminacdo de alimentos por estas
toxinas. Por outro lado, h4 um grande nimero de alimentos nacionais que ainda
nao foram analisados para micotoxinas, assim como varias toxinas que nao
foram pesquisadas no pais (KAWASHIMA, 2004).

Entre as principais micotoxinas que ocorrem frequentemente em

alimentos estd a ocratoxina A.

2.3 Ocratoxina A: estrutura quimica, legislacdo e fungos produtores

As ocratoxinas formam um grupo de micotoxinas estruturalmente
relacionadas e, dentro deste grupo, a ocratoxina A ¢ considerada a mais toxica,
devido a presenga do dtomo de cloro na posi¢do C5, adicionado a presenca de
um OH fendlico. O grupo também inclui ocratoxina C (OTC), 4-
hidroxiocratoxina A (4-OH OTA), ocratoxina B (ndo contém o atomo de cloro
no 5C da di-idro-metil-isocumarina) e a ocratoxina o (OTa, em que a
fenilalanina esta ausente) (DUARTE; LINO, 2010). Essas micotoxinas sio
compostas, basicamente, de dois grupamentos: uma di-hidroxi isocumarina,
ligada através do seu grupo 7-carboxi a amida do grupamento L-B-fenilalanina
(essa ligagao é muito estavel em relagdo a hidrélise e temperatura), com excegao
da OTa em que o grupamento fenilanina estd ausente (RINGO et al., 2006).

A OTA ¢ um composto branco cristalino cujo nome quimico é (R)-N-
[(5-cloro-3,4-di-hidro-8-hidroxi-3-metil-1-ox0-1H-2-benzopiran-7-il)  carbonil]
— L-fenilalanina. E pouco soluvel em 4gua e soluvel em solu¢io aquosa de
bicarbonato de sodio. Sua formula empirica é C,0H;sOsNCI (Figura 1) e o peso

molecular ¢ de 403,82 g mol”' (ANLI; ALKIS, 2010).
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Figura 1 Estrutura quimica da ocratoxina A

A ocratoxina A ¢ uma molécula moderadamente estavel ao calor que
permenece intacta durante a maioria das operagdes de processamento dos
alimentos e, portanto, pode aparecer nos produtos finais (BULLERMAN;
BIANCHINI, 2007). E produzida como metabdlito secundario por fungos de
género Aspergillus e Penicillium, sendo considerada nefrotoxica e
imunossupressora em  humanos (MONACI; PALMISANO, 2004;
KAPETANAKOU et al., 2009).

A presenca natural de OTA em produtos alimentares ¢ comum,
especialmente em paises de climas temperados (VARGA; KOZAKIEWICS,
2006). Como esses alimentos fazem parte da dieta normal das populagdes, a
ocratoxina A tem sido detectada em fluidos bioldgicos, como leite humano e
plasma (NOBA et al., 2009).

Em alguns paises da Europa, niveis maximos de ocratoxina A de 5
pg/kg em cereais ¢ 1 pg/kg para alimento destinado a populacdo infantil tém
sido sugeridos como forma de orientacdo (VAN EGMOND, 1996; VERARDI;
ROSNER, 1995). No Brasil, foram estabelecidos, recentemente, limites



25

maximos toleraveis de ocratoxina A, para alguns alimentos, como cereais, feijao,
café moido e vinho, entre outros, conforme publicado no Didrio Oficial da Unido

n.7, Secao 1, p.756 de 18 de fevereiro de 2011 (Tabela 5).

Tabela 5 Limites maximos tolerados (LMT) para ocratoxina A, segundo RDC n°
7, de 18 de fevereiro de 2011

Alimento LMT (ng/kg)
Cereais e produtos de cereais, incluindo cevada malteada 10
Feijao 10
Café torrado (moido ou em grao) e café solivel 10
Vinho e seus derivados 2
Suco de uva e polpa de uva 2
Especiarias 30
Alimentos a base de cereais para alimentag@o infantil 2
Produtos de cacau e chocolate 5
Améndoa de cacau 10
Frutas secas e desidratadas 10

Estudos tém demonstrado que a ocratoxina A tem agdo nefrotoxica,
teratogénica, carcinogénica, imunossupressora ¢ esta relacionada com a
nefropatia endémica dos Balcds, doenca degenerativa dos rins, que afeta
exclusivamente a populacdo adulta rural (KHOURY et al., 2008).

Foram descritas evidéncias de uma possivel correlagdo entre ocratoxina
A e o desenvolvimento de tumores no trato urinario de seres humanos, na
Bulgéria (ESTEBAN et al., 2004; LOBEAU et al., 2005). Foi demonstrado em
estudos que esta toxina ¢ nefrotdxica e pode causar ciancer em animais de
laboratorio e suinos, apresentando também atividade teratogénica em ratos,
camundongos e cricetos (“hamsters”) (BENFORD et al., 2001).

De acordo com estudos, a dose diaria toleravel de OTA é muito baixa e
varia de 300-890 ng/dia, para uma pessoa de 60 kg. A ingestdo de 12.000-
3.000.000 pg por uma pessoa de 60 kg pode causar toxicidade aguda
(MARTINEZ-RODRIGUEZ; CARRASCOSA, 2009). Com relagio aos

humanos, a OTA foi encontrada no plasma de pacientes com insuficiéncia renal
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cronica em concentragdes de 0-11,7 pg/L e, em individuos saudaveis, em
concentragoes 0-4 pg/L. Esses valores sdo semelhantes aos relatados em outros
paises europeus (PEREZ-DE-OBANOS et al., 2001).

A presenca desse contaminante quimico na dieta humana, especialmente
na dieta de grupos vulneraveis da populagdo, como os lactentes, ¢ de grande
preocupagdo (ALVITO et al., 2010). De acordo com a International Agency for
Research on Cancer (1993), a ocratoxina A esté inserida no grupo 2B, como um
possivel agente carcinogénico para humanos (KHOURY et al., 2008).
Recentemente, a quantidade de OTA em alimentos tem sido regulamentada pela
Commission of the European Communities (2002).

Ela foi originalmente descrita como um metabolito secundario de
Aspergillus ochraceus (VAN DER MERWE; STEYN; FOURIE, 1965).
Atualmente, sabe-se que ¢ produzida por varias espécies de fungos filamentosos
dos géneros Aspergillus e Penicillium (LASRAM et al., 2008).

Os principais fungos produtores de OTA sao Penicillium verrucosum,
Aspergillus ochraceus, Aspergillus carbonarius e Aspergillus niger. Outros,
como Aspergillus albertensis, Aspergillus auricomus, Aspergillus awamori,
Aspergillus foetidus, Aspergillus sclerotiorum, Aspergillus terreus e Aspergillus
wentii, tém sido reportados como produtores da toxina, mas a produ¢do ainda
nao ¢ bem estabelecidas (NAPOLITANO et al., 2007). Em paises da América do
Sul sdo trés as principais espécies produtoras de ocratoxina A: Aspergillus
carbonarius, Aspergillus niger e Aspergillus ochraceus (MAGNOLI et al.,
2007).

As espécies de fungos membros da Segdo Nigri estdo distribuidas em
todo o mundo, crescendo em varios tipos de substratos. S3o comumente
considerados fungos de deterioragdo alimentar. Aspergillus niger, espécie mais
comum da se¢do Nigri, é reconhecido como um patdégeno oportunista e seus

membros sdo, geralmente, vistos como fungos benignos. Pode ser perigoso para



27

os seres humanos, se inalado em grandes quantidades, causando graves
problemas pulmonares, como a aspergiliose. Adicionalmente, a inalagdo de
esporos de A. niger e de enzimas por ele produzidas na forma de p6 pode causar
alergia e asma (ABARCA et al., 2004).

Aspergillus carbonarius é capaz de formar esclerédios em cultura. Os
esclerodios sdo estruturas de resisténcia que podem permitir a sobrevivéncia do
fungo no solo ou em materiais vegetais. Os esclerodios de Aspergillus
carbonarius tém concentragdes elevadas de OTA e verificou-se que a
micotoxina tem propriedades inseticidas contra larvas detritivoras, o que
aumenta a possibilidade de sobrevivéncia do fungo. E uma importante fonte de
OTA em uva e vinho (PITT et al., 2000). Aspergillus ochraceus foi a primeira
espécie produtora de OTA descrita e ¢ considerada de grande importancia por
contaminar café, uva e cereais (MAGNOLI et al., 2007). E capaz de se
desenvolver em uma grande faixa de temperatura, de 8 a 30 °C, a temperatura
6tima de crescimento varia de 25 a 30 °C e a atividade de 4gua minima para o
seu desenvolvimento ¢ de 0,76. Ja para a produg@o de ocratoxina A, a atividade
de agua minima ¢ de 0,85, com a faixa 6tima variando de 0,95-0,99 (SUAREZ-
QUEIROZ et al., 2005).

2.4 Incidéncia de ocratoxina A em alimentos e bebidas

Anualmente, de 25% a 50% da safra de frutas e vegetais sdo
deteriorados por fungos (KAWASHIMA, 2004). Devido aos modernos métodos
analises e a um crescente interesse por este campo de pesquisa, mais de trezentas
diferentes micotoxinas foram diferenciadas até o momento (ERDER; BINDER,
2004).

De acordo com Kawashima (2004), no Brasil, as micotoxinas t€ém sido

pesquisadas, principalmente no centro-sul do pais. Recentemente, nicleos de
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pesquisadores tém surgido na regido sul, nos estados do Parand, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul. Como consequéncia da distribuicdo ndo homogénea dos
grupos de pesquisa e das dimensdes continentais do pais, tem-se uma
distribuicdo também nao homogénea nos conhecimentos ja adquiridos sobre a
presenca de micotoxinas em alimentos nacionais, ou seja, a situagdo dos
alimentos produzidos e consumidos em algumas regides do pais continua uma
grande incognita.

Abordagens para prevenir micotoxicoses incluem estratégias de pré e
pos-colheita e estes sdo frequentemente classificados em métodos fisicos,
quimicos e biologicos (JOUANY, 2007). A melhor maneira seria a prevencao da
formacao de micotoxinas ainda no campo, que é apoiada pela rota¢do de culturas
e a administra¢do de doses adequadas de fungicidas no tempo certo. Se houver
indicios de toxinas, sdo necessarias medidas que ajam especificamente contra tal
(LEIBTSEDER, 2005).

A lista de fungos que produzem a OTA tem se expandido, assim como a
variedade de alimentos que podem ser contaminados por ocratoxina A. A OTA
tem sido detectada em diversos tipos de alimentos, incluindo trigo (RIBA et al.,
2008), milho (SEKIYAMA et al., 2005; MAGNOLI et al., 2007), café (LEONI
et al.,, 2000; LEONG et al., 2007), cacau (MOUNJOUENPOU et al., 2008),
cevada (VISWANATH et al., 2007), cerveja (KAWASHIMA et al., 2007), figos
secos (KARBANCIOLU-GULER; HEPERKAN, 2008), queijo (DALL’ASTA
et al., 2008), centeio (JORGENSEN; JACOBSEN, 2002), pdo (ZINEDINE et
al., 2006), uva (LASRAM et al., 2007) e produtos derivados, incluindo suco e
vinho (BURDASPAL; LEGARDA, 2007).

A cerveja, uma bebida derivada de cereais, principalmente a cevada, é
amplamente consumida em todo o mundo. A ocratoxina A ¢ carregada através
dos produtos contaminados, principalmente a cevada, mas também com os

adjuntos, para as cervejarias. Os processos de fermentacdo variam de uma
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idustria para outra, mas a forma como a toxina ¢ transportada para a cerveja &,
basicamente, a mesma. A OTA ¢ estavel ao calor e, mesmo apds todo o
processamento, niveis da toxina sdo encontrados na bebida (MATEO et al.,
2007).

A presenca de ocratoxina A em vinho ocorre devido a contaminagao por
Aspergillus niger, principalmente cepas de Aspergillus carbonarius e outros,
pertencentes a Secdo Nigri (PERRONE et al., 2006). A presengca de OTA em
uvas ¢ influenciada pelas condi¢des climaticas e areas geograficas, bem como
pela variedade de uva, pelo sistema de cultivo e pelos danos causados nas uvas
por insetos, infeccdo fungica ou excesso de irrigagdo e chuva. A OTA presente
nas uvas ¢ transferida para o vinho durante o processo de vinificagdo, sendo que
um aumento na concentracdo de OTA ocorre ap6s a maceragdo das uvas.
Durante o envelhecimento do vinho, observa-se que a toxina permanece estavel,
pois a mesma concentragdo de OTA ¢ encontrada no vinho ap6és um ano de
armazenamento (WELKE et al., 2009). A ocratoxina A é um contaminante
frequente do vinho, com um aparente aumento em vinhos provenientes de areas
do sul da Europa, onde o clima ¢ mais quente (OTTENEDER; MAJERUS,
2000). Alto indice de contaminagdo por OTA também foi verificado em frutas
secas, como uvas passas e figo (ZINEDINE et al., 2006).

Os frutos de café estdo expostos a contaminagdo por uma variedade de
microrganismos, principalmente de fungos capazes de afetar fases de pré e pos-
colheita, resultando em perda no rendimento, descoloragdo, redugdo do valor
nutricional e contaminacdao por micotoxinas (SOUZA; CARVALHO, 1997). O
primeiro relato sobre a incidéncia de OTA em graos de café foi publicado por
Levi, Trenk e Mohr (1974), reportando-se a uma concentragdo de 30 a 230
mg/kg, em cinco amostras visivelmente contaminadas. No entanto, uma analise
posterior conduzida em 68 amostras comerciais (sem contaminagdo visivel)

revelou baixo nivel de contaminagdo por OTA, indicando que concentragdes
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significativas da toxina seriam o resultado de intensa proliferacdo fingica
(LEVI, 1980). A ocorréncia natural de ocratoxina A em café verde tem sido
relatada em concentracdes na faixa de 0,2 a 360 mg/kg. Devido a fatores como
distribuicdo ndo homogénea da toxina no café, forma de contaminac¢do
(inoculacdo de cepa toxigénica x adicdo de padrdo), niveis de ocratoxina A,
metodologia analitica empregada e¢ condigdes de torrefacdo, os relatos da
estabilidade da ocratoxina A variam de 0 a 100%, provocando grande
preocupacgdo no consumo dos produtos de café (VATINNO et al., 2008).

A ocratoxina A também tem sido encontrada no sangue e em outros
tecidos animais e no leite, inclusive em leite humano (MARQUARDT;
FROHLICH, 1992), bem como em carne suina para consumo humano (FINK-

GREMMELS, 1999).

2.5 Ocorréncia de ocratoxina A em vinhos

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

A contaminacdo do vinho se da quando as uvas destinadas ao
processamento foram alvo do desenvolvimento de fungos. Assim, a matéria-
prima ¢ a responsavel pela maior fonte de OTA nos vinhos e sua condigdo
fitossanitaria para a qualidade final deles (NUNEZ, 2008). Durante a maturagao
das uvas ocorrem aumento no teor de acglicar e amolecimento da pelicula da baga

e, até a colheita, as uvas tornam-se mais susceptiveis a infec¢do por fungos do
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género Aspergillus (BATTILANIL; MAGAN; LOGRIECO, 2006; LEONG et al.,
2006; LEONG et al., 2007). Assim, o retardamento da colheita de uvas pode
aumentar o risco de contamina¢do com OTA (GAMBUTI et al., 2005).

A OTA foi detectada, pela primeira vez, em vinhos da Suiga, por
Zimmerli e Dick (1996). Posteriormente, varios estudos foram realizados para
avaliar os niveis desta toxina em sucos de uva e vinhos da Europa e da Africa do
Sul. Dados sobre a ocorréncia de OTA em vinho apresentaram niveis de até 7,0
ng/L, tendo os niveis mais elevados sido detectados nos vinhos tintos elaborados
na Europa (KOZAKIEWICZ et al., 2003; LO CURTO et al., 2004; SAGE et al.,
2002; STEFANAKI et al., 2003) e na Africa do Sul (SHEPHERD et al., 2003).
Em paises da Europa, varios estudos tém sido realizados para mapear areas de
risco e apontar os pontos criticos de controle, o que auxilia na prevengdo e no
controle dos niveis de OTA nas uvas. Esta micotoxina tem se tornado um
problema, principalmente para o sul da Europa (ZIMMERLI; DICK, 1996;
OTTENEDER; MAJERUS, 2000, CABANES et al., 2002).

Os primeiros dados sobre a ocorréncia e a concentracdo de OTA em
vinho comercializado na Espanha foram apresentados em estudos de Burdaspal e
Legarda (1999). Maiores incidéncia e teor desta micotoxina foram detectados
em vinhos de sobremesa (cerca de 73%), seguidos de rosé, tinto e branco.
Posteriormente, estudos mostraram a estabilidade da toxina em vinhos do norte
daquele pais (pelo menos por 12 meses) e a enorme importincia de fatores,
como o ano da colheita. As mudangas nas condi¢des climaticas de ano para ano
resultam em diferentes porcentagens de vinhos contendo OTA (LOPEZ-DE-
CERAIN et al., 2002).

Ratola, Martins e Alves (2004), ao analisarem 340 vinhos portugueses,
revelaram que 69 amostras continham niveis detectaveis de OTA, das quais trés

excederam 0,5 ug/L, tendo a concentragdo maxima detectada sido de 2,1 ug/L.
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Na Grécia, mais de 66% das amostras apresentaram niveis detectaveis
de OTA e os vinhos tintos e doces apresentaram os niveis mais elevados
(MARKAKI et al.,, 2001; SOUFLEROS; TRICARD; BOLOUMPASI, 2003;
STEFANAKI et al., 2003). Mais de 50% das amostras analisadas no Chipre e
em 100% das amostras da Turquia apresentaram-se contaminadas com esta
toxina (ANLI et al., 2005; IOANNOU-KAKOURI et al., 2004). Sugita-Konishi
et al. (2006) estudaram os vinhos comercializados no Japdo e mostraram que
60% continham OTA.

Estudos demonstraram que os vinhos elaborados no sul da Europa e no
norte da Africa, com clima mediterrdneo, apresentaram maior contaminagio
com OTA do que os vinhos de regides mais temperadas da Europa Central
(OTTENEDER; MAJERUS, 2000; ZIMMERLI; DICK, 1996). Também foi
relatado o efeito do clima sobre a ocorréncia de OTA (BATTILANI et al., 2003)
e a produgido desta micotoxina por fungos em uvas viniferas (BELLI et al., 2005;
SERRA; BRAGA; VENANCIO, 2005; SERRA et al., 2003).

O impacto dos efeitos geograficos sobre a ocorréncia de OTA em vinhos
tintos também foi relatado por Stefanaki et al. (2003), na Grécia e por Ratola,
Martins e Alves (2004), em vinhos portugueses e em vinhos chilenos (DIAZ et
al., 2009). A variagdo entre o teor de OTA em vinhos e a origem geografica
estdo relacionadas com as condigdes climaticas das regides vitivinicolas e com a
micoflora das uvas (SERRA; BRAGA; VENANCIO, 2005). A ocorréncia e as
preocupacdes relativas a OTA em uvas e vinhos tém sido abordadas em diversos
estudos (BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO, 2006; HOCKING et al., 2007;
LEONG et al., 2006).

Em outros estudos realizados na costa do Mediterraneo foi demonstrado
que a concentragdo de OTA nos vinhos analisados variou no intervalo de <0,01-
0,76 ng/L e os autores estimaram o seu consumo em 0,00001 pg/kg/dia (BLESA
et al., 2004).
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No Brasil, o primeiro trabalho apontando a ocorréncia de OTA em
vinhos e sucos foi conduzido por Rosa et al. (2004). Estes autores relataram a
ocorréncia da micotoxina em 28,75% dos vinhos analisados, com concentra¢des
que variaram de 0,0283 a 0,0707 pgL™', ressaltando que as maiores
concentragoes foram encontradas em vinhos tintos.

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

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

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

Em geral, a ocorréncia e a concentracdo de OTA sdo maiores em ano

quente e imido, em regides temperadas e no sul, em vinhos doces feitos a partir
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de uvas mais maduras ou uvas passas, e aumentam a partir de vinho branco a
rosado ao vinho tinto (BATTILANI; GIORNI; PIETRI, 2003; BATTILANI;
PIETRI, 2002; BAU et al., 2005; BEJAOUI et al.,, 2006; BURDASPAL;
LEGARDA, 1999; LASRAM et al., 2007; SERRA et al., 2003). A elevada
concentragao desta micotoxina em vinhos tintos, provavelmente, ocorre como
resultado de diferencas existentes no processamento dos vinhos (LASRAM et

al., 2008).

2.6 Ocratoxina A durante o processo de vinificacdo

Em varios estudos tem sido investigado o destino da OTA ao longo da
vinificagdo experimental (CARIDI et al., 2006; CECCHINI et al., 2006;
FERNANDES et al.,, 2007, GAMBUTI et al.,, 2005; LEONG et al., 20006;
RATOLA; MARTINS; ALVES, 2004) e os autores mencionam que ha um
decréscimo no teor desta toxina durante este processo.

Resultados de pesquisas tém sugerido que maior diminui¢do desta toxina
durante a vinificacdo ocorre apos etapas de separagdo das fases solido:liquido,
por meio da decantagdo de precipitados sélidos do vinho (FERNANDES et al.,
2003; FERNANDES et al., 2007; LEONG et al., 2006). Muitos dos soélidos
presentes no suco de uva t€m afinidade com a OTA, podendo precipitar a toxina
da solucao (ROSET, 2003).

Leong, Hocking e Scott (2004) relataram redugdes na concentragdo de
OTA em torno de 80%, durante a vinificagdo tanto de vinho tinto quanto de
branco. O principal modo de remogao dessa toxina foi por meio de sua ligagdo
aos componentes solidos da uva e a proteinas, conforme também foi relatado por
Fernandes et al. (2003). As partes solidas da uva sdo, na sua maioria, removidas

durante a prensagem, etapa em que foi observada redugdo de 70% no teor de
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OTA. Nesse estudo, apds a vinificagdo, os vinhos tintos retiveram trés vezes
mais OTA do que os vinhos brancos.

Ratola, Martins e Alves (2004) também observaram significativa
diminui¢do da concentracdo de OTA durante o processo de microvinificagdo de
vinho do porto. Os niveis da toxina diminuiram em todas as etapas do processo
de producdo do vinho, tendo a diminui¢do sido mais pronunciada no mosto
inicial do que apods o inicio da fermentacdo. Segundo os autores, embora tenha
sido relatado em diversos estudos que certa quantidade de OTA ¢ removida
juntamente com a remog¢do das partes solidas, sabe-se que elevados niveis de
OTA em uvas representam elevado risco de contaminagdo no vinho.

Lasram et al. (2008), ao avaliarem o teor de OTA durante a
microvinificagao de vinho tinto, observaram que, apds a maceragdo, a
concentragdo de OTA aumentou significativamente, indicando que a casca da
uva €, provavelmente, a parte mais contaminada do fruto. Os mesmos autores
também mostraram que a fermentacdo alcoolica reduziu significativamente o
teor de OTA contido inicialmente nas uvas. Ao final do processo observou-se
um decréscimo de 41% no conteudo inicial. Resultados semelhantes foram
observados durante o processo de macrovinificagao dos vinhos.

As influéncias sobre a diminuicao do teor de OTA durante as etapas
iniciais de vinificagdo estdo associadas com o efeito da remog¢ao de so6lidos por
precipitacdo (DEL-PRETE et al., 2007; NUNEZ et al., 2008). Entretanto, ao
final do processo, essa reducgdo esta relacionada com outros eventos, além da
precipitacdo e da filtragao de sélidos (ANGIONI et al., 2007).

A remocgdo de OTA durante a fermentagdo alcoolica ¢ relatada por
diversos autores. Abrunhosa, Fernandes e Venancio (2005) demonstraram que
31% do teor inicial de OTA foram reduzidos apo6s a fermentagao alcoodlica de
vinho tinto. Lataste et al. (2004) também relataram que houve uma redugdo

linear da concentragdo de OTA durante este processo. De acordo com alguns
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estudos, essa redugdo ocorre como resultado de mecanismos de adsor¢do e nao
de biodegradacao da toxina (BEJAOUI et al., 2006; BEZZO; MAGGIOROTTO;
TESTA, 2002; BRAGULAT; ABARCA; CABANES, 2001; CARTESIO;
CAMPOS, 1988; CECCHINI et al., 2006; FERNANDES et al.,, 2007;
LATASTE et al., 2004; LEBRIHI, 2004).

A adsor¢do de OTA, provavelmente, ocorre pela parede da célula de
levedura que contém manoproteinas, que sdo compostos capazes de se ligar a
micotoxinas, como, por exemplo, o mananoligossacarideo modificado derivado
da célula de Saccharomyces (DEVEGOWDA; ARAVIND; MORTON, 1996).
Além disso, de acordo com Cecchini et al. (2006), as leveduras adsorvem OTA
diferentemente quando se tem mosto tinto ou branco.

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

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

2003).
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2.7 Métodos para a deteccao de micotoxinas

O monitoramento de toxinas constitui um procedimento pratico, capaz
de garantir a qualidade e a seguranga na cadeia produtiva de alimentos. A
conduta requer desenvolvimento de métodos analiticos eficazes, simples e
econdmicos para a detec¢do de toxinas em alimentos, das quais a ocratoxina A
(OTA) é um dos representantes toxicos com repercussio direta na satide publica
e na economia do pais (ARROYO; MARTELL, 2001; WHITAKER, 2003).

Existem varios tipos de métodos cromatograficos disponiveis para
analise de micotoxinas (TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009).
Os métodos desenvolvidos para se proceder as analises quantitativas e
qualitativas de toxinas de origem bioldgica incluem cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia
gasosa-espectrometria de massa (GC-MS), cromatografia liquida-espectrometria
de massa (LC-MS) e cromatografia gasosa-espectroscopia infravermelho (GC-
IV). Além da metodologia quimica, os imunoensaios, representados por
“enzyme linked immunosorbent assay” - ELISA, aglutinacdo de latex — RPLA,
imunodifusdo, imunoafinidade, imuno-histoquimica, biosensores e separagao
imunomagnética, vém despontando, pela praticidade acoplada a sensibilidade
(PALLARON; VON HOLST, 2003; PESTKA et al., 1994; PETTERSSON;
ABERG, 2003; SCOTT; TRUCKSESS, 1997; SOLEAS; YAN; GOLBERG,
2001; VAN DER GAAG, 2003).

A confirmacdo quimica de micotoxinas detectadas em amostras ¢
essencial para minimizar resultados falsos. A coincidéncia dos aspectos visiveis
ou das propriedades cromatograficas ndo garante que o composto isolado do
extrato seja quimicamente idéntico a referéncia (padrdes). Entre as técnicas

disponiveis destacam-se a espectrofotometria de massa de alta resolugdo, a
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ressondncia magnética nuclear, a mudanga de fase movel, a derivatizacdo e a
cocromatografia (JIAO et al., 1992; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1998).

No entanto, entre os métodos modernos de analise, a cromatografia
ainda ocupa um lugar de destaque, devido a sua facilidade em efetuar a
separa¢do, a identificacdo e a quantificagdo das espécies, por si mesma ou em
conjunto com outras técnicas instrumentais de analise, como, por exemplo, a
espectrometria de massas (COLLINS; GUIMARAES, 1993). Em todas as
separagdes cromatograficas, a amostra é transportada por uma fase movel, que
pode ser um gas, um liquido ou um fluido supercritico. Essa fase movel é, entdo,
forcada através de uma fase estacionaria imiscivel fixa colocada na coluna ou
em uma superficie s6lida (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

A analise individual de micotoxinas é um trabalho dificil, pois sdo
conhecidos mais de trezentos compostos € ¢ comum uma toxina estar presente
em concentragdes minimas em uma matriz organica complexa. A maioria das
micotoxinas ¢ analisada por cromatografia em camada delgada (CCD), além da
utilizagdo de identificador molecular. O uso de marcadores de DNA para a
deteccdo de A. niger, A. ochraceus e A. carbonarius pode ser 1til para substituir
métodos convencionais (SARTORI et al., 2006).

No entanto, o alto poder de separagao e melhores parametros de exatiddo
e precisdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) tém como
consequéncia um aumento do uso deste método. Os métodos para andlise
quimica sdo, em geral, seletivos e poucos s@o realmente especificos (SKOOG;

HOLLER; NIEMAN, 2002).
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2.8 Avaliacao de risco de contaminantes em alimentos

Nos alimentos que consumimos esta presente uma grande variedade de
substancias quimicas, como os nutrientes essenciais para a manutenc¢do da satde,
e algumas potencialmente tdxicas, como micotoxinas, residuos de pesticidas,
aditivos e metais pesados. A falta de algum nutriente ou a presenca excessiva no
alimento de substancias toxicas podem significar risco para a saide humana
(JARDIM; CALDAS, 2009).

A preocupagdo com a presenca de substancias quimicas nos alimentos
iniciou-se na década de 1940, nos Estados Unidos. Em 1954, Lehman e
Fitzhugh, dois toxicologistas da Food and Drug Administration (FDA),
definiram as bases para o que hoje ¢ chamado de ingestdo didria aceitavel, ou
IDA (JOINT EXPERT COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES, 2001).
Posteriormente, o Conselho Nacional de Pesquisa americano elaborou o relatério
“Avaliacdo do risco do governo federal: gerenciando o processo”, no qual foram
estabelecidas as bases dos processos de avaliagdo de risco (COMMITTEE ON
THE INSTITUTIONAL MEANS FOR ASSESSMENT OF RISKS TO PUBLIC
HEALTH, 1983).

A avaliagdo de risco ¢ uma ferramenta utilizada para a redugdo das
doencgas transmitidas por alimentos e por adgua e para o fortalecimento dos
sistemas de seguranca dos alimentos. As conclusdes de uma avaliagdo de risco
podem orientar a definicdo de prioridades em saude publica, a elaboracdo de
padrdes para o comérico internacional e a definicdo de politicas de inocuidade
dos alimentos (SLOVIC, 1987).

Enquanto a avaliagdo do risco ¢ um processo de base cientifica, o
gerenciamento do risco envolve tomada de decisdes pelas agéncias reguladoras
que levam em consideracdo, além de informagdes técnicas relevantes

relacionadas ao dano a satde e ao risco, fatores politicos, sociais e econdmicos.



40

A troca de informagdes sobre o risco entre avaliadores, gerenciadores, midia,
grupos de interesse e publico em geral se d4 no &mbito da comunicacio de risco
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006). A avaliacao, o gerenciamento e
a comunicag¢do do risco sdo processos que interagem entre si, sendo partes de um

processo maior, a analise do risco (Figura 2)

Analise
do risco
| |

Avaliag&o Gerenciamento | [ Comunicagdo
do risco do risco do risco

| 1
Identificagao Relagao Avaliagao Caracterizacao
do doselresposta da do risco
dano/perigo exposigao

Figura 2 Etapas da andlise e avaliagdo de risco
Fonte: Jardim; Caldas (2009)

Um problema de seguranga dos alimentos ¢ definido como uma situagao
em que uma ameaca a saude publica (real ou ainda ndo comprovada),
envolvendo um ou varios patdégenos e um ou diversos produtos, exige atividades
de gerenciamento para o manejo do risco associado. O problema de seguranga
dos alimentos deve ser claramente identificado (CODEX ALIMENTARIUS
COMMISSION, 2004), o que pode ocorrer de diversas maneiras, como, por
exemplo, nas atividades de inspecdo, de vigilancia sanitaria € de monitoramento
ambiental. Pode ocorrer também em uma investigacdo de um surto, em
pesquisas cientificas ou por meio de alertas dos proprios consumidores

(COLEMAN; MARKS, 1999).
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O proposito da avaliagdo de risco ¢ fornecer todas as informacgdes
cientificas necessarias para a compreensao da natureza e da extensdo do risco
para a saude e, quando necessario, analisar as op¢des de manejo. E formada por
quatro componentes: (a) identificacdo do perigo, (b) caracterizacdo do perigo,
(c) avaliacdo da exposicio e (d) caracterizagdo do risco (CODEX
ALIMENTARIUS COMMISSION, 1999), tendo em vista produzir uma
estimativa da probabilidade da ocorréncia e da magnitude de efeitos adversos
causados por perigos potenciais, para se avaliar se o risco ¢ aceitavel ou ndo,
devendo descrever também as incertezas associadas a estimativa (DUBUGRAS;
PEREZ-GUTIERREZ, 2009).

As informagdes obtidas em cada um dos componentes sdo combinadas
para representar uma cadeia de causa e efeito, descrevendo desde a prevaléncia e
a concentragdo do patégeno até a probabilidade e a magnitude do efeito. A
estimativa de risco deve ser expressa de forma apropriada, apresentando as
informagdes necessarias para as decisdes do gerenciamento (REIJ;
SCHOTHORST, 2000).

Por meio da avaliagdo de risco, ¢ possivel identificar os diferentes
pontos de controle na cadeia de producdo e consumo de alimentos, as op¢des de
intervengdes e os custos e beneficios de cada medida, permitindo o
gerenciamento eficiente dos riscos (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2006).

Sempre que possivel, as estimativas do risco devem ser reavaliadas ao
longo do tempo em comparagdo com dados independentes sobre doengas
humanas, sendo possivel que uma avaliacdo de risco microbiolégico necessite
ser reavaliada a medida que novas informagdes relevantes estejam disponiveis

(CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2004).
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2.8.1 Avaliaciio da exposicio humana a substiancias toxicas

Dentre as substancias que podem estar presentes nos alimentos e
apresentar potencial risco a saiide humana estao as advindas do processamento e
da estocagem dos alimentos, como acrilamida e nitrosaminas, toxinas de fungos
(micotoxinas), de bactérias e de outros organismos, metais pesados presentes
naturalmente no ambiente ¢ compostos organicos ou inorganicos advindos da
atividade industrial e/ou doméstica, como metais pesados e dioxinas (JARDIM;
CALDAS, 2009).

Avaliagdo da exposicdo ¢ definida como a estimativa qualitativa e/ou
quantitativa da ingestdo provavel de agentes bioldgicos, quimicos ou fisicos via
alimento, bem como a exposi¢do de outras fontes, se relevante (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1997). Para estimar a exposicdo humana as
substancias quimicas presentes nos alimentos sdo necessarios trés dados
essenciais: a concentragdo da substincia no alimento (mg/kg), o consumo do
alimento (kg) e o peso corporeo (kg) (individual ou da populacdo em estudo)
(JARDIM; CALDAS, 2009).

2.8.2 Exposicao cumulativa e exposiciao agregada

A exposicdo humana a substincias potencialmente toxicas pode ocorrer
de duas formas, cumulativa ou agregada. A exposicdo simultdnea a varias
substancias quimicas na dieta (cumulativa) e/ou advinda de véarias fontes de
exposi¢do (agregada), e suas consequéncias para a satde humana, tem sido
motivo de preocupacio de 6rgdos reguladores e da populacdo em geral.

Os efeitos toxicos de duas ou mais substancias no organismo podem ser
independentes, aditivos ou interativos (como sinergismo, potenciacdo ou

antagonismo) (WILKINSON et al., 2000; FERON; GROTEN, 2002). O efeito
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aditivo ocorre quando os compostos individuais de uma mistura t€ém o mesmo
mecanismo de acdo toxica (grupo de compostos com mecanismo comum -
GMC), diferindo apenas da poténcia desse efeito (BOOBIS et al., 2007). Nesse
caso, o efeito final da exposi¢do a um GMC ¢ equivalente a soma dos efeitos de
cada composto do grupo corrigido para a sua poténcia toxica equivalente. A
exposi¢do a um GMC ¢é chamada de cumulativa. A avaliagdo da exposicio
agregada a substancias quimicas considera as varias fontes de exposicdo
possiveis de ocorrer além do consumo de alimentos, como de agua e solo, ¢ a
exposicdo dérmica e inalatéoria em ambientes residenciais ou exteriores
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY OFFICE OF PESTICIDE
PROGRAMS, 2001).
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RESUMO

Algumas espécies de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e
Penicillium sintetizam, como metabdlito secundario toxico, uma toxina natural
denominada ocratoxina A. Essa micotoxina ¢ um composto quimico, estavel, de
baixo peso molecular, que apresenta propriedades nefrotdxicas para os animais e
efeitos imunodepressivo, tetrogénico e genotdxico para humanos, tendo sido
incluida no Grupo 2B (potencialmente carcinogénica para humanos) pela
Agéncia de Pesquisa do Cancer. A frequente detec¢do de OTA no soro
sanguineo de humanos saudaveis sugere a continua exposi¢ao dos consumidores
a micotoxina, por meio do consumo de alimento contaminado. Na Europa, tem
sido estimado que o vinho ¢ a segunda mais importante fonte de ocratoxina A na
dieta, depois dos cereais. Com a finalidade de proteger a satde dos
consumidores, no Brasil estabeleceu-se, em 2011, o limite maximo aceitavel de
ocratoxina A em vinhos de 2pug/L. Este estudo foi realizado com o objetivo de
avaliar a incidencia de ocratoxina A em vinhos nacionais e importados, bem
como avaliar a exposi¢cdo dos consumidores a OTA por meio do consumo de
vinho tinto, rosé e branco. Foram analisadas 38 amostras de vinhos (27 tintos, 7
brancos, 2 rosés e 2 fortificados), de Brasil (17), Argentina (8), Portugual (6),
Chile (3), Franga (2), Uruguai (1) e Africa do Sul (1). As amostras foraram
escolhidas considerando pregos populares de, no maximo, 20 reais. As amostras
foram analisadas por HPLC. O limite de deteccao do método foi de 0,16 pg/kg e
o limite de quantificacdo foi de 0,56pg/kg. Do total de amostras contaminadas,
85,71% apresentaram niveis de contaminagdo por ocratoxina A inferiores a 2
pg/L, limite maximo em vinho estabelecido pelo Ministério da Satde do Brasil e
pela Unido Europeia. Somente duas amostras, provenientes da Franca e da
Argentina, apresentaram valores acima do tolerado, de 2,47 e 2,78 pg/L,
respectivamente. Os resultados demonstram que os principais tipos de vinhos
consumidos no Brasil ndo sdo fontes significativas de ocratoxina A, para os
consumidores moderados.

Palavras-chave: Fungos, Micotoxinas, Consumo.
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ABSTRACT

Some species of fungi of the genera Aspergillus and Penicillium
synthesize as toxic secondary metabolite, a natural toxin called ochratoxin A.
This mycotoxin is a chemical compound, stable, low molecular weight, which
has nephrotoxic properties for animals and effects imunodepressivo,
tet\ratogenic, genotoxic to humans and has been included in Group 2B
(potentially carcinogenic to humans) by the International Agency on Research
Cancer (IARC). The OTA frequent detection in blood serum of healthy humans
suggests the continued exposure of consumers to mycotoxin through
consumption of contaminated food. In Europe, it has been estimated that the
wine is second most important source of ochratoxin A in the diet after cereals.
Intended to protect the health of consumers Brazil established in 2011 the
maximum acceptable limit for ochratoxin A in wines 2pug / L. This study aimed
to evaluate the incidence of ochratoxin A in domestic and imported wines, as
well as evaluating the exposure, that of consumers to OTA through the
consumption of red wine, rose and white. We analyzed 38 samples of wines (27
red, 7 white, 2 rosés and fortified 2), Brazil (17), Argentina (8), Portugual (6),
Chile (3), France (2), Uruguay (1) and South Africa (1). The samples was
chosen considering popular prices, of up to 20 reais. The samples were analyzed
by HPLC. The detection limit of the method was 0.16 pg / L and the limit of
quantification was 0.56 pg/ L. Of the total samples analyzed, 85.71% had levels
of ochratoxin A contamination below 2 pg/L, Ceiling of ochratoxin A in wine
established by the Ministry of Health of Brazil and the European Union. Only
two samples from France and Argentina had values above the tolerated, of 2.47
and 2.78 mg / L respectively. The results demonstrated that the main types of
wine consumed in Brazil are not significant sources of ochratoxin A for
moderate drinkers.

Keywords: Fungi, Mycotoxins, Consumption.
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1 INTRODUCAO

A ocratoxina A ¢ uma micotoxina produzida, principalmente, pelas
espécies  Penicillium  verrucosum, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
carbonarius e, raramente, por Aspergillus niger. Estd presente em varios
alimentos que fazem parte da dieta da populagdo, apresentando propriedades
nefrotoxicas e carcinogénicas. A ocratoxina A foi classificada, pela International
Agency for Research on Cancer (IARC), em 1993, como um possivel agente
carcinogénico (Grupo 2B) para humanos. Dentre os alimentos mais citados em
relagdo a presenca de ocratoxina A incluem-se trigo (RIBA et al., 2008), milho
(SEKIYAMA et al., 2005; MAGNOLI et al., 2007), café (LEONI et al., 2000;
LEONG et al.,, 2007), cacau (MOUNJOUENPOU et al.,, 2008), cevada
(VISWANATH et al., 2007), cerveja (KAWASHIMA et al., 2007), figos secos
(KARBANCIOLU-GULER; HEPERKAN, 2008), queijo (DALL’ASTA et al.,
2008), centeio (JORGENSEN; JACOBSEN, 2002), pao (ZINEDINE et al.,
2006), uva (LASRAM et al., 2007) e produtos derivados, incluindo suco e vinho
(BURDASPAL; LEGARDA, 2007).

Na Europa, depois dos cereais, o vinho ¢ a maior fonte de OTA ingerida
pela populagdo (MIRAGLIA; BRERA, 2002).

O vinho tem sido reconhecido por trazer beneficios fisioldgicos para a
saude humana, sendo o seu consumo moderado recomendado regularmente.
Entretanto, toda esta atengdo voltada para o vinho e o atual incentivo para seu
consumo torna-se também motivo de preocupagdo, pois a presenca de
substancias toxicas, como a ocratoxina A, compromete o aspecto de seguranga
do produto. Diante desse fato, recentemente, no Brasil, foram estabelecidos
limites maximos tolerados de micotoxinas em alimentos ¢ bebidas, por meio da
Resolugdo n° 7, de 18 de fevereiro de 2011, sendo o valor maximo permitido em

vinhos e seus derivados de 2 pg/L.
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O uso de ferramentas que ndo s6 identifiquem a presen¢a da toxina no
alimento, mas que também avaliem o risco de exposicao a esta substancia pela
populacdo, torna-se de extrema importancia. Um modelo que vem sendo cada
vez mais utilizado nos trabalhos realizados € a avaliagdo de risco, que contribui
por meio de evidéncias cientificas para que medidas de controle sejam tomadas.

A andlise de risco em alimentos, particularmente a avalia¢do do risco, é
uma ferramenta de importincia capital, principalmente para paises em que o
agronegocio representa significativa parcela da balanga comercial, como o
Brasil. Além de avaliar os riscos associados ao consumo dos alimentos
produzidos no pais e também dos importados, a analise de risco protege o pais
contra a imposicdo de barreiras comerciais “mascaradas” como medidas
sanitarias e/ou fitossanitérias.

Considerando a importancia da avaliagdo de risco na gestdo da
seguranca dos alimentos e o pouco conhecimento no pais sobre o assunto, bem
como o crescente aumento da ingestdo de vinho pela populagdo brasileira, este
estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o risco de exposi¢do humana a

ocratoxina A pelo consumo de vinhos nacionais e importados.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

As amostras de vinhos foram coletadas ao acaso, em diferentes
estabelecimentos comerciais, em Lavras, MG, no periodo de 2011-2012, e
encaminhadas ao Laboratério de Micologia de Alimentos, no Departamento de
Ciéncias dos Alimentos e, posteriormente, ao Laboratorio de Cachaga, do
Departamento de Quimica, ambos da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
para a realizagdo das analises.

Foram analisadas, no total, 38 amostras de vinhos, sendo 27 tintos, 7
brancos, 2 rosés e 2 fortificados. As amostras foram divididas em nacionais
(vinhos de mesa) e importadas (vinhos finos), provenientes da Franca, de
Portugal, da Argentina, do Chile, do Uruguai e da Africa do Sul (Tabela 6). A
maior parte das amostras analisadas era de vinhos de mesa produzidos no Brasil
(17), seguidos pelos vinhos argentinos (8), portugueses (6), chilenos (3),

franceses (2), uruguaios (1) e sul-africano (1).
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Tabela 6 Amostras de vinhos com os respectivos paises, trés anos de producao

Amostras de Tipo de vinho Ano de Pais de
vinhos elaboragdo producdo
1 BRA/VMT/SU1 2011
2 BRA/VMT/SU2 2011
8 BRA/VMT/SU3 2011
9 BRA/VMT/SU4 2011
10 BRA/VMT/SUS5 Vinho de mesa tinto suave 2011 Brasil
11 BRA/VMT/SU6 2011
3 BRA/VMT/SE1 Vinho de mesa tinto seco 2011 Brasil
7 BRA/VMT/SE3 2011
6 ARG/VMT/SE2 Vinho de mesa tinto seco 2011 Argentina
4 BRA/VMR/SU1 Vinho de mesa rosé suave 2011 Brasil
5 BRA/VMR/SU2 2011
12 BRA/VMB/SU1 2011
14 BRA/VMB/SU2 2011
16 BRA/VMB/SU3  Vinho de mesa branco suave 2011 Brasil
17 BRA/VMB/SU4 2011
13 BRA/VMB/SE1 2011
15 BRA/VMB/SE2 Vinho de mesa branco seco 2011 Brasil
18 BRA/VMB/SE3 2011
19 URU/CS/1 Vinho fino tinto 2010 Uruguai
20 ARG/MER/1 2009
23 ARG/MAL/1 2010
26 ARG/CS/2 2009
28 ARG/MAL/2 Vinho fino tinto 2010 Argentina
27 ARG/MAL/3 2010
30 ARG/MAL/4 2009
34 ARG/CS/3 2009
21 PORT/VP/1 Vinho do porto - Portugal
36 PORT/VP/2 -
22 PORT/VMT/SE1 2010
31 PORT/VMT/SE2 Vinho de mesa 2010 Portugal
32 PORT/VMT/SE3 2007
25 PORT/RL/1 Vinho fino tinto 2010 Portugal
24 FRA/VR/1 Vinho fino tinto 2010 Franga
37 FRA/JP/2 2011
29 AFR/CS/1 Vinho fino tinto meio seco 2010 Africa do
Sul
33 CHI/MER/1 2011
35 CHI/MER/2 Vinho fino tinto 2010 Chile
38 CHI/CS/2 2010
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2.2 Analise de ocratoxina A

A quantificagdo de ocratoxina A (OTA) nas amostras de vinhos foi
realizada pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com
detec¢do por fluorescéncia, conforme descrito em EN 14133/2003 (EUROPEAN
COMMITTEE FOR STANDARDIZATION, 2003). As analises foram

realizadas no Laboratorio de Cachaga, no Departamento de Quimica da UFLA.

2.3 Solucdes e reagentes

A solugdo de diluigdo foi preparada com a dissolucdo de 10 g de
polietilenoglicol 8000 e 50 g de bicarbonato de sédio (NaHCO;), em 1.000 mL
de 4gua purificada (q.s.p.). Para a obtencdo da solucdo de lavagem, dissolveram-
se 25 g de cloreto de sddio (NaCl) e 5 g de bicarbonato de s6dio em 1.000 mL
de agua purificada (q.s.p.). Solucdo estoque de OTA Sigma (St. Louis, MO,
USA) foi preparada em tolueno:acido acético (99:1, v/v). A concentragdo foi
determinada de acordo com a Association of Official Analytical Chemists -
Association Of Official Analytical Chemists (1997), sendo verificada em
espectrofotometro UV a 333 nm, com e = 5.440 cm-1 mol”. L. Solugdo de
trabalho foi preparada por dilui¢do apropriada em tolueno:acido acético (99:1,
v/v), para os testes de recuperacdo e curva de calibragdo. Para a fase movel,
foram utilizados acetonitrila:metanol:acido acético aquoso (35:35:30), seguindo-
se da filtracdo a vacuo em membrana de celulose regenerada PTFE de 0,45 pm.
Acido acético aquoso foi preparado com uma solugdo de acido acético glacial
em agua purificada (1:29, v/v). As solugdes foram armazenadas a temperatura de

-15°C a -20 °C, no escuro.
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2.4 Preparo das amostras e purificacdo em coluna de imunoafinidade

Inicialmente, as amostras foram resfriadas a 4 °C. De cada amostra, 40
mL foram adicionados a 40 mL da solu¢do de diluicdo e homogeneizados sob
agitacdo mecanica em shaker, em velocidade média, por 30 minutos. Esta
solucgdo foi submetida a filtracdo a vacuo (2 mL/min) em membrana GFA ¢ 40
mL do filtrado foram passados por uma coluna de imunoafinidade (Ochraprep,
R-Biopharm Rhéne Ltd) adaptada ao sistema VisiprepTM SPE Vacuum
Manifold. A coluna foi lavada com 10 mL da solugdo de lavagem e, em seguida,
com 10 mL de agua purificada, para a remogdo dos residuos ndo especificos.
Posteriormente, adicionaram-se 2 mL de metanol a coluna para liberacdo da
OTA vinculada ao anticorpo, com repeticdo do procedimento por trés vezes. O
eluato obtido foi evaporado com aquecimento (+50 °C) da amostra sob
atmosfera de nitrogénio. Este extrato seco foi reconstituido em 250 pL de fase
movel. Injetaram-se, entdo, 50 uL das solugdes padrdo de OTA e dos extratos

das amostras no cromatédgrafo liquido.

2.5 Quantificacio de ocratoxina A por cromatografia liquida

O equipamento utilizado foi um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
HPLC Shimadzu, equipado com duas bombas de alta pressio modelo SPD-
M20A, degaseificador modelo DGU 20A;, interface modelo CBM-20A injetor
automatico modelo SIL-10AF e detector de fluorescéncia RF-10 Ax;. A coluna
usada foi a Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, Sum) conectada a
uma pré-coluna Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack (4,6 x 12,5 mm, 5

pum).
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Foram seguidas as condi¢gdes cromatograficas de comprimentos de onda:
excitagdo de 332 nm e emissdo de 476 nm. O fluxo utilizado em toda a analise
foi de 0,8 mL min™ ¢ o volume injetado das amostras e do padrio foi de 20 pL.
A cluicdo foi realizada em sistema isocratico de 35:35:29:1
(metanol:acetonitrila:agua:acido acético). A quantificacdo da OTA nas amostras
foi feita por meio da construgdo de uma curva analitica obtida por regressio
linear (y = 1,11756x10’x — 2592,1485; em que y = éarea do pico e x =
concentragdo de OTA), correlacionando a area do pico Versus a concentragao da
respectiva solugdo padrio, tendo o coeficiente de determinagio (r*) obtido sido
de 0,9999. Os limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram estimados
por meio dos parametros obtidos para a curva analitica construida, sendo
calculados pelas respectivas relagdes matematicas: LD = 3DP/m e LQ = 10DP/m
(em que DP = estimativa do desvio padrdo da linha de regressdo e m =
coeficiente angular da linha de calibracdo) (HARRIS, 2008). Para estes, foram
encontrados os valores de 0,0004 ¢ 0,0016 pg/g, respectivamente. Todas as
amostras foram analisadas em duplicata, enquanto as solugdes padrdo de OTA
foram injetadas em triplicata.

A confirmacgao da presenca de OTA foi determinada pela formagdo de
ésteres metilicos, sendo observado um aumento no tempo de retencdo das
amostras devido a derivatizacdo da OTA. A partir do calculo da area dos picos
de OTA dos extratos das amostras e das solugdes padrdes foi quantificado o teor
de OTA das amostras. Nas condi¢des de andlise, o tempo de retengdo foi de,
aproximadamente, 9,99+0,15 minutos. Os limites de deteccdo (LD) e de

quantificag¢do (LQ) foram 0,16 pg/L e 0,56 ng/L, respectivamente.
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2.6 Eficiéncia da metodologia analitica

Para garantir a qualidade analitica dos resultados foram realizados
ensaios de recuperacdo. Os vinhos foram fortificados em trés niveis com
concentragoes iguais a 1,0 ng/mL, 2,0 ng/mL e 4,0 ng/mL, em triplicata. Foram
extraidos com metanol e analisadas conforme método descrito no item 2.5.

Foram obtidas as seguintes recuperagdes 82%, 82% e 98%,
respectivamente. Tais recuperagcdes comprovaram a excelente reprodutibilidade
do método e atende a determina¢do do CODEX, nos critérios de desempenho de
métodos analiticos, entre 70% e 110% de recuperagio (CODEX
ALIMENTARIUS COMMISSION, 1995).

2.7 Avaliacio da exposicio humana

Para se avaliar a exposi¢do humana a ocratoxina A presente nos
elementos estudados foi feita uma andlise da quantidade média ingerida
diariamente de vinho. De acordo com os valores obtidos, foi feita uma

estimativa da exposi¢do por meio da seguinte equagao:

Exposi¢do = Concentracdo da substancia x Consumo do alimento

Peso corporeo

2.8 Avaliacio da exposicio agregada

O célculo para se realizar a avaliagdo da exposicao agregada foi feito de
acordo com o método deterministico, em que foram utilizados valores fixos,
pontuais, de concentragdo e consumo, de acordo com os resultados obtidos nas

analises dos vinhos.
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O calculo da ingestdo diaria, em mg/kg peso corporeo/dia, foi feito
considerando o somatério da ingestdo do consumo de vinho pela populagdo em

estudo, de acordo com a Equacao 2.
Ingestdao =) (Ri x Ci) / Peso corpdreo

em que R sera o valor da concentragdo da substincia, no vinho i, em mg/kg e C
o consumo diario, em L, dessa bebida pela popula¢ao/individuo (WORLD

HEALTH ORGANIZATION, 1997).

2.9 Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Foi empregado o delineamento inteiramente casualizado nos ensaios.
Foram utilizadas dez repeti¢des por tratamento. A andlise de varidncia e as
médias de cada tratamento foram agrupadas pelo teste de Scott e Knott (1974), a
5% de significancia. As analises foram efetuadas no programa Sisvar.

Uma analise exploratoria, relacionando os teores de ocratoxina A com a
origem, o tipo de uva e o tipo de vinho, foi realizada por meio de analise de
componentes principais (ACP). Os dados foram organizados em uma matriz
com as amostras de vinho dispostas em linhas ¢ as variaveis em colunas. As
variaveis qualitativas consideradas foram Brasil, Uruguai, Argentina, Portugal,
Franca, Africa do Sul e Chile, para origem; de mesa, cabernet sauvignon, merlot,
do porto, malbec e cabernet-syrah, para variedade das uvas e tinto suave, tinto
seco, rosé suave, branco suave, branco seco, vinho fino tinto e fortificado para
tipo de vinho. Tais varidveis foram expressas em valores bindrios: 0 - ndo
pertence a classe e 1 - pertence a classe. Os dados foram autoescalados e a ACP
foi executada. Os resultados foram apresentados na forma de graficos de escores
e pesos, para as duas primeiras componentes principais. A andlise foi realizada

no programa Chemoface versao 1.5 (NUNES et al., 2012).
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3 RESULTADOS

3.1 Padronizacio da metodologia analitica

A curva de calibragdo obtida a partir da equacdo da regressdo linear,
determinada pelo método dos minimos quadrados, foi linear, na faixa de 0,4 a 10
ug/L.

Os valores de recuperagdo e os coeficientes de variagdo para vinho
foram, em média, de 87,5% e 5,3%, respectivamente (Tabelas 7). Estes
resultados estdo dentro das normas recomendadas em EC 401/2006
(COMMISSION REGULATION, 2006), para valores de contaminacio
inferiores a 1,0 pg/L e entre 1,0 ¢ 10 pg/L.

Tabela 7 Resultados dos ensaios de validacdo do método de deteccdo de
ocratoxina A

Nivel de ~ . Limite de Limite de
. . Recuperagdo = Desvio Ccv ~ . ~
contaminagao (%) padrio (%) deteccdo  quantificagdo
(ug/l) (ng/kg) (ng/kg)
OTA 0,20 82,3 2,300084 2,79
0,40 82,3 3,498698 4,25
0,16 0,56

0,80 97,9 8,630532 8,82

Meédia 87,5 4,809771 5.3
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Grafico 1 Cromatograma da amostra de vinho tinto contaminada com 10 ug/L de OTA,
para o desenvolvimento da curva padréo

3.2 Ocorréncia e niveis de ocratoxina A em vinhos

A incidéncia e os valores médios (minimos e maximos) de OTA
encontrados nas amostras de vinhos estdo descritos na Tabela 8. Conforme se
observa, os niveis médios de OTA dos vinhos contaminados sao considerados
diferentes entre os seis grupos definidos estatisticamente (a, b, c, d, e, f), pelo
teste Scott e Knott (1974), a p < 0,05.

O contraste entre os vinhos tintos de mesa brasileiros, brancos, rosé, os
vinhos de mesa importados e os vinhos tintos finos contaminados com OTA foi
estatisticamente significativo. Desse modo, ¢ possivel inferir que o nivel médio
de contaminacdo das amostras positivas de vinhos tintos finos diferiu

significativamente do nivel detectado nos vinhos brancos, rosé e de mesa.



Tabela 8 Valores médios de OTA encontrados nas amostras analisadas
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Amostras de vinho Ocratoxina A (ng/L)
BRA/VMB/SU3 0,00 a
BRA/VMB/SU4 0,00 a
BRA/VMB/SE3 0,00 a
BRA/VMB/SE1 0,00 a
BRA/VMB/SU2 0,00 a
BRA/VMB/SE2 0,00 a
ARG/CS/3 0,00 a
ARG/CS/2 0,00 a
ARG/MAL/2 0,00 a
CHI/MER/2 0,00 a
PORT/VP/1 0,00 a
PORT/VMT/SEI 0,00 a
BRA/VMR/SU1 0,00 a
BRA/VMR/SU2 0,00 a
ARG/VMT/SE2 0,00 a
BRA/VMT/SU1 0,00 a
BRA/VMT/SU2 0,00 a
BRA/VMT/SEI 0,00 a
BRA/VMT/SU4 0,00 a
BRA/VMT/SU6 0,00 a
BRA/VMT/SU3 0,00 a
BRA/VMB/SU1 0,00 a
BRA/VMT/SE3 0,00 a
BRA/VMT/SUS 0,00 a
CHI/MER/1 0,44 b
AFR/CS/1 0,44 b
ARG/MAL/4 0,45b
CHI/CS/2 0,50 b
URU/CS/1 0,50 b
PORT/VP/2 0,56 b
ARG/MER/1 0,59b
ARG/MAL/1 0,60 b
PORT/VMT/SE2 1,20 ¢
FRA/JP/2 1,39 ¢
PORT/VMT/SE3 1,58d
PORT/RL/1 1,79d
FRA/VR/1 246 ¢
ARG/MAL/3 2,77 f

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si, pelo teste de Scott &

Knott, a 5% de probabilidade
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De acordo com os dados da Tabela 8, observa-se que 14 (36,84%) das
38 amostras analisadas apresentaram contaminagdo por ocratoxina A e estes
valores variaram de 0,44 pg/L a 2,77ug/L, tendo os vinhos importados,
principalmente provenientes dos paises Argentina e Franca, sido os mais
contaminados. Todos os vinhos brasileiros analisados ndo apresentaram teores
da toxina

A contaminagdo por ocratoxina A nos vinhos foi relativamente baixa,
com excecdo de duas amostras provenientes da Franga e da Argentina, que
obtiveram valores de 2,47 e 2,78 pg/L, respectivamente. Do total de amostras
contaminadas, 85,71% apresentaram niveis de contamina¢do por ocratoxina A
menores que 2 upg/L. Dos vinhos estudados, 100% dos nacionais ndo
apresentaram contaminagdo, 50% dos vinhos argentinos estavam contaminados
com valores variando de 0,45 a 2,77 pg/L e 66,7% dos vinhos portugueses
apresentaram contaminagdo entre 0,56 a 1,79 pg/L. Das amostras provenientes
do Chile, a contaminagao foi observada em 66%, com valores de OTA variando
de 0,44 a 0,50 pg/L. Dos vinhos franceses, 100% estavam contaminados pela
toxina, sendo os valores de 1,39 e 2,46 pg/L. O mesmo ocorreu com as amostras
provenientes da Africa do Sul e do Uruguai, nas quais os valores encontrados
foram de 0,44 ¢ 0,50 pg/L, respectivamente. Tais resultados demonstram que,
embora os vinhos finos tradicionalmente preferidos pela origem, como Franga,
Portugal e Argentina, ndo estejam preenchendo o requisito de seguranca
alimentar tdo exigido pelos consumidores, eles estdo cada vez mais conscientes
no sentido de ndo ingerir alimentos que causem qualquer dano a saude.

Em nenhuma amostra dos vinhos branco e rosé foi encontrada a
presenca de ocratoxina A, fato ja esperado, visto que, em diversos estudos, tem
sido observada maior incidéncia e niveis de contaminacdo nos vinhos tintos em
relacdo aos brancos. Dentre as amostras analisadas, os vinhos tintos finos

obtiveram maior contaminacdo por OTA e, entre estes, os de origem argentina e
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francesa foram os que apresentaram maior concentragdo, excendo o limite

maximo de 2 pg/L, estabelecido pela Comunidade Europeia e pela legislagdo

brasileira.
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Grafico 2 Cromatograma da amostra de vinho tinto ARG/MAL/3, com teor de
ocratoxina A de 2,77 pg/L
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Grafico 3 Cromatograma da amostra de vinho tinto FRA/VR/1, com teor de ocratoxina
A de 2,46 pg/L

Os niveis de contaminacdo e os respectivos paises de origem das

amostras analisadas encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9 Frequéncia por faixa de contaminacao de ocratoxina A (pg/L) presente
nas amostras de vinhos analisadas

Ocratoxina  Vinhos Vinhos Vinhos Vinhos Vinhos  Vinhos Vinhos
A (ng/L) Brasil  Argentina  Uruguai  Portugal Franca  Africa Chile
<0,16 17 4 - 2 - - 1
0,17-0,60 - 3 1 1 - 1 2
0,61 -1,40 - - - 1 - - -
1,41 -1,80 - - - 2 1 - -
1,81 -2,50 - - - - 1 - -

>2,50 - 1 - - - - -

*ND — ndo detectado (limite de dectec¢ao: 0,16 pg/L)

Os resultados deste estudo estdo de acordo com os obtidos por Shundo et
al. (2006), que consideraram que os vinhos brasileiros podem ser fonte inferior

de ocratoxina A, quando comparados com a de outros paises produtores de
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vinhos no Mercosul (Argentina e Chile) e com outros paises tradicionalmente
produtores de vinho.

Terra et al. (2012), ao estudarem amostras de vinhos e sucos de uva
elaborados no vale do submédio Sao Francisco, nordeste do Brasil, observaram a
presenca de OTA em 75% dos vinhos analisados, porém, os niveis de
contaminag@o foram considerados baixos (0,03-0,62 pg/L), sendo inferiores ao
limite maximo toleravel.

A OTA foi detectada em 14 (36,84%) amostras analisadas, em
concentragdes entre 0,10 a 2,77 pg/L. Todas as amostras positivas foram de
vinhos tintos, sendo todos importados. Apenas duas amostras de vinhos de mesa
analisados estavam contaminadas por OTA, ambas de Portugal. Os vinhos em
que a concentracao de OTA foi inferior ao LQ<0,16 foram os de mesa branco e
rose.

No Grafico 4 observa-se a relagdo entre a concentragdo de ocratoxina A
e as variaveis: variedade (vinho de mesa — vm; cabernet sauvignon — cs; merlot —
me; do porto — dp; malbec — ma; e cabernet-sirah — csi), origem (Brasil — Br;
Argentina — Ar; Uruguai — Ur; Africa do Sul — AfrS; Franga — Fr; Portugal —
Por; e Chile — Ch), tipo (tinto suave — tin su; tinto seco — ti-se; rosé suave — ros;
branco suave — br-su; branco seco — br-se; vinho fino tinto — fi-ti; ¢ vinho

fortificado — fort) e a concentracdo de ocratoxina A.
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Grafico 4 Relagdo entre a presenga de ocratoxina A e as variaveis analisadas. A
numeracdo das amostras corresponde & numeragdo da Tabela 6

Observa-se relacdo positiva entre ocratoxina A, Franga, cabernet
sauvignon, malbec e Argentina.

Segundo Medina et al. (2005), as variedades de uvas utilizadas na
elaboracdo dos vinhos, bem como a regido onde sdo cultivadas, podem exercer
forte influéncia sobre o teor de ocratoxina A.

Em estudo realizado por Teixeira et al. (2011), em que foi analisada a
presenca de ocratoxina A em vinhos da regido sul do Brasil, foi encontrada baixa

incidéncia desta toxina na regido em estudo, tendo sido encontradas apenas
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cinco amostras contaminadas (5,7%), todas com concentragdes inferiores as
estabelecidas pela legislagdo.

Shephard et al. (2003) analisaram vinhos da Africa do Sul e detectaram
niveis que variaram de 0,04 a 0,39 pg/L. Aa amostra com maior nivel de
contamina¢do muito proxima da contaminagdo foi detectada na amostra deste
estudo, que foi de 0,45 pg/L.

Ponsone et al. (2007) analisaram vinhedos da Argentina e, apesar da
presenca de espécies produtoras de OTA nas uvas, a toxina ndo foi observada.
No entanto, Chiotta et al. (2009) analisaram vinhedos em areas similares da
Argentina, encontrando contaminagdo nas uvas por OTA em torno de 0,1 a 1,2
pg/g. A variedade mais susceptivel a contaminagdo por A. carbonarius foi a
cabernet sauvignon.

Labrinea et al. (2011) analisaram a presenca de ocratoxina A em vinhos
provenientes da Grécia, incluindo vinhos tintos, brancos, rosé e de sobremesa.
Alta incidéncia da toxina foi observada nos vinhos (69%), no entanto, os niveis
de contaminagdo foram relativamente baixos, com somente uma amostra
excedendo ao limite maximo estabelecido de 2 ng/L.

Kriiger et al. (2012) observaram a presenga de OTA em vinhos nacionais
e importados adiquiridos no estado do Rio de Janeiro. A ocratoxina A esteve
presente em 31,3% das amostras analisadas, apresentando niveis superiores a
0,02 pg/L. A toxina ndo foi observada em vinhos importados (Argentina e
Chile). Dos 26 vinhos de mesa analisados, 69,2% estavam contaminados.

Em relacdo ao risco de exposi¢do & ocratoxina A por meio do consumo
de vinho, foi feita uma estimativa da exposi¢ao, utilizando-se valores prescritos
na literatura, de que o consumo médio no Brasil ¢ de, aproximadamente, 1,8
L/pessoa/ano (INSTITUTO BRASILEIRO DO VINHO, 2012) ¢ o peso médio
de um adulto brasileiro saudavel ¢ de 70 kg (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2011).
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Por meio dos caculos realizados, mesmo para os valores que
ultrapassaram o limite de 2 pg/L, o risco de exposi¢do ¢ baixo, tanto para
exposi¢do humana quanto para a exposi¢do agregada. Considerando o consumo
de vinho no Brasil de 5 mlL/dia, os maiores niveis de OTA encontrados no
presente trabalho (2,77 ug/L ou 2,77 ng/mL e 2,46 ug/L ou 2,46 ng/mL) e o peso
corporeo médio de 70 kg, o consumo diario estimado de OTA foi de 0,20 ng/kg
p.c/dia e 0,18 ng/kg p.c/dia respectivamente, o que corresponde a 1,42% e a
1,29% do limite maximo tolerado (14 ng/kg p.c/dia), ndo representando risco
para a populagdo em estudo.

Tal fato pode ser explicado pelo baixo consumo da bebida no pais. Na
Europa, em paises como Italia e Franga, o consumo médio chega a quase 50
L/pessoa/ano. Até mesmo em paises vizinhos, como Argentina, Uruguais e
Chile, ¢ observado um consumo bem mais elevado, de 28,3 L/pessoa/ano, 25,9
L/pessoa/ano e 17,9 L/pessoa/ano, respectivamente (UNIAO BRASILEIRA DE
VITIVINICULTURA, 2012).

Considerando a média das amostras de cada pais e levando em
consideracdo o consumo de uma taga (150 mL) (BREDA, 2003) de vinho por
dia, a contribuicdo para exposi¢do a ocratoxina, de acordo com as amostras

analisadas, pode ser observada na Tabela 10.
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Tabela 10 Contribuicdo a exposi¢do a ocratoxina A, levando em consideragdo o
consumo de uma taga (150 mL) de vinho por dia, para um
consumidor de 70 kg

Média de Pai Limite de Participagio
s ais de cr. - .~

contaminacio origem seguranga diario  Limite de exposi¢io  no consumo

em ng/mL (WHO) diario, em %
0,63 Argentina 14 ng/kg p.c/dia 1,3 ng/kg p.c/dia 9,3%
0,50 Uruguai 14 ng/kg p.c/dia 0,75 ng/kg p.c/dia 5,4%
0,86 Portugal 14 ng/kg p.c/dia 1,84 ng/kg p.c/dia 13,1%
1,93 Franga 14 ng/kg p.c/dia 4,13 ng/kg p.c/dia 29,5%
0,45 Africado Sul 14 ng/kg p.c/dia 0,96 ng/kg p.c/dia 6,86%
0,31 Chile 14 ng/kg p.c/dia 0,66 ng/kg p.c/dia 4,71%

Considerando a participagdo a exposi¢cdo do vinho chileno (4.71%), o
mais consumido no Brasil, dentre os vinhos importados, € que uma garrafa de
vinho que contem 750 mL, para que um consumidor seja exposto a 50% do
limite diario aceitavel pela Organizagdo Mundial de Saude (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1997) seria necessario o consumo de 1.592,35 mL, ou seja,
duas garrafas de vinho e mais 123 mL, por dia. Isso demonstrando que os vinhos
chilenos analisados ndo representam uma fonte importante de exposi¢do. Em
relagdo ao vinho francés analisado, duas tagas de vinho, seriam necessarias para
atingir 59% do limite diario aceitavel.

Sabendo-se que existem vdarias fontes de OTA na dieta, deve-se
considerar que o risco de maleficios pelo consumo de vinhos importados torna-
se relevante, o que conduziria a necessidade de gerenciar este risco. Outros
estudos sobre a exposi¢do a OTA por meio do consumo de vinhos sdo
necessarios, para permitir uma melhor compreensao dos fatores que contribuem
significativamente para a incidéncia e o teor da toxina neste produto, a fim de
minimizar o potencial risco da presenga dessa toxina e facilitar a manutengao de

baixos niveis de contamina¢do, conforme observado neste estudo.
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4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que parte das amostras
analisadas estava contaminada por ocratoxina A, no entanto, a concentracao da
toxina foi baixa na maior parte, exceto em duas que obtiveram resultados acima
do limite estabelecido pela legislagdo, de 2 ng/L.

Mesmo nas amostras que apresentaram contaminacdo acima de 2 pg/L,
o consumo dos vinhos analisados ndo implica em risco de contaminagdo por
OTA para a populacdo, ja que o consumo dessa bebida no Brasil ainda é baixo,
cerca de 1,8 L/pessoa/ano.

Nenhum vinho brasileiro apresentou teores de ocratoxina A, sendo a
toxina encontrada exclusivamente em vinhos importados.

O risco de exposicdo aumenta com a elevagdo do consumo de vinho,
levando-se em consideragdo as outras fontes de exposi¢do a toxina presentes na
dieta, prevendo-se que um aumento no consumo de vinhos brasileiros torna-se

mais seguro para o0 consumo interno e externo.
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