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RESUMO GERAL

Os fungosAspergillusSecadNigri sdo relatados como as principais espécies
contaminantes de uvas viniferas em diferentesegg@l® mundo, especialmente as
situadas na zona temperada. Dentre eatesarbonariusé o principal produtor de
uma toxina, a ocratoxina A (OTA). O perfil de prodia da OTA pode ser afetado sob
diferentes condicbes de cultivo do fungo, tais codEponibilidade de agua,
nutrientes, pH e temperatura. Nesse sentido, emeegstudo foi realizado com o
objetivo de avaliar a ocorréncia de fungaepergillusSecadNigri em uvas cultivadas
nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais, e na¥&ebmédio do Sao Francisco,
analisando as diferengas observadas entre assegiiea temperatura do ambiente, a
atividade de agua e o pH do substrato influenciatrescimento e a producéo de
OTA por A. carbonariuse A. niger Para isso, foram coletadas 54 amostras de uvas
(Vitis viniferg das variedades Syrah e Cabernet Sauvignon, efin 2@D12. As
bagas, as sementes e 0 mosto dessas amostraplfagasados em meio DRBC e
avaliados quanto ao percentual de contaminacdoAppergillus Secao Nigri.
Também foi analisada a frequéncia de ocorrénciaedpécies desse grupo. Os
resultados obtidos mostram que néo existe diferestedistica significativa entre as
regides de Sdo Paulo (SP) e de Minas Gerais (M@)gp&yrah, mas essas regides
sdo diferentes estatisticamente de PernambucoBBEiH (BA), onde se observou o
maior percentual de contaminacdo. Para a CabesnetgBon, a regido de SP foi
diferente de MG e PE/BA. Os menores percentuaiscatgaminagcdo foram
encontrados na regido de SP. Nao foi identificaglahuma espécie de fungo
ocratoxigénico nas regifes do sudeste. No norde8th e 13% das espécies foram
identificadas como produtoras de OTA, nas safré&d0dé e 2012, respectivamente.
Dois isolados dessas espécies ocratoxigénicas ttimados em meio de cultura de
uva com diferentes atividades de agua (aw), pHn®edmtura, para avaliar a
influéncia dessas variaveis no crescimento e raupém de OTA por essas espécies.
A metodologia de superficie de resposta foi utlizads condicdes de cultivo onde
carbonariusapresentou maior crescimento foram temperatura 20t°C a 33 °C; aw
entre 0,95 e 0,98 e pH entre 5 e 6,5. A maior ctrazggio de toxina (10 pg/g) foi na
temperatura de 15 °C, pH superior a 6,0 e aw & B@a AA. niger a condicdo de
cultivo étima para o crescimento foi na temperagmitee 25 °C e 40 °C, aw superior a
0,96 e pH entre 4,0 e 6,5. A maior sintese dedagXirug/g) ocorreu na temperatura
de 15 °C e niveis superiores a 0,98 de aw. Ogtadesl obtidos mostram que as
variaveis estudadas influenciam o crescimento erodlupdo da OTA. Essas
informacdes podem contribuir para o desenvolvimeetonodelos que previnam o
risco de contaminac&o por ocratoxina A nos vinhodyzidos em diferentes regides.



Palavras-chave: Fungos filamentosaspergillus Vinicolas. Brasil. Mudancas
Climaticas.



GENERAL ABSTRACT

The Aspergillus sectionNigri are reported as the main contaminant
species of wine grapes in different regions ofwloeld, especially those located
in the temperate zone. Among thémn carbonariusis the main producer of a
toxin, ochratoxin A (OTA). The production profilef @ TA can be changed
under different fungus cultivation conditions, suak availability of water,
nutrients, pH and temperature. In this sense, tesept study aimed to evaluate
the occurrence ofspergillussectionNigri in grapes cultivated in Sdo Paulo,
Minas Gerais and the Submiddle Sao Francisco Valkyalyzing the
differences observed between the regions and theeamtemperature, water
activity and pH of the substrate on growth and OPpfoduction by A.
carbonariusandA. niger For that 54 samples of Cabernet Sauvignon anahSyr
grapes were collected in 2011 and 2012. Berriexjssand grape must samples
were plated on DRBC medium and evaluated for peagenof contamination
by AspergillussectionNigri. The frequency of occurrence of the species i thi
group was also analyzed. The results show no titatly significant differences
between the regions of SP and MG for Syrah, bugethiegions are statistically
different PE/BA, which also produced the highestcpatage of contamination.
For Cabernet Sauvignon the SP region was diffdremi MG and PE/BA. The
lowest levels of contamination were found in thgisa of SP. The southeast
regions did not present any kind of ochratoxigdaigus. In the northeast 1.3%
and 13% of species were identified as producing GfTAhe 2011 and 2012
harvests, respectively. Two isolates of these aokigenic species were grown
in grape culture medium with different water adtas (aw), pH, and
temperature, to assess the influence of these blesison the growth and
production of OTA by these species. The responsiac methodology was
used. The growth conditions wheke carbonariusshowed higher growth were
with a temperature between 20 and 33 °C, aw betWde#h and 0.98 and pH
between 5 and 6.5. The highest toxin concentrgti@nug/g) was at 15 °C, pH
6.0 and aw of 0.99. A. Fak. nigeroptimum culture condition for the growth
were temperature between 25 and 40 °C, aw overdh86H between 4.0 and
6.5. The highest toxin synthesis (7 pg/g) occuated temperature of 15 °C and
aw levels above 0.98 aw. The results showed tretvémiables influence the
growth and production of OTA. This information maypntribute to the
development of models to prevent the risk of commation by ochratoxin A in
wine produced in different regions.

Keywords: Filamentous funghspergillus Wineries. Brazil. Climatic Changes.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

No Brasil, a vitivinicultura é considerada uma ialade de importancia
crescente e diversas regifes do pais, com condajidedticas bem distintas,
vém se envolvendo cada vez mais com a atividadeefido sul, destacam-se
os estados do Rio Grande do Sul e Santa Cataana&gifio sudeste, o norte € 0
leste do estado de S&o Paulo, e 0 sul e o lesMimes Gerais e na regiao
nordeste, o Vale do Submédio do S&o Francisco,s caidades polo séo
Juazeiro, na Bahia e Petrolina, em Pernambuco,squdestacam por serem
pioneiras na producdo de uva e vinho sob condicBepicais, com
caracteristicas completamente diferentes das egide Vvitivinicultura
tradicional das zonas de clima temperado (PROTASAGRGO, 2011).

A maioria dos estudos sobre micobiota das uvase@izados foi
desenvolvida em paises localizados na zona tenwdBATTILANI et. al.,
2003; SERRA et al., 2003; BELLI et al., 2004; BELétlal., 2007). No Brasil,
apenas dois trabalhos foram publicados, tendo dm rsalizado por Rosa et
al.(2002), em parceria com pesquisadores argentinos qual apenas a
micobiota das uvas provenientes da regido de Campao Rio Grande do Sul,
foi analisada. O outro trabalho foi realizado pas$amani et al. (2012), sobre a
distribuicdo de espécidsspergillusSecaaNigri em uvas cultivadas no Vale do
Submeédio do Séo Francisco.

Os fungos Aspergillus SecdoNigri sdo considerados as principais
espécies contaminantes de uvas, nado sé pela doempgariddo negra que causa

nas bagas das uvas, mas também pela producéo dmiootaxina classificada
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como Grupo B, possivel carcinogénica para humaaasratoxina A (OTA)
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1993)

Nos paises vinicolas localizados nas regifes texdpsr o0 vinho é
considerado a segunda fonte de contaminagédo depama@humanos, ficando os
cereais em primeiro lugar. Além disso, a princgspécie produtora de OTA em
vinhos, o Aspergillus carbonariuscresce e produz a toxina em diferentes
condi¢bes de temperatura e atividade de &gua gi@rde onde o fungo foi
isolado também parece influenciar a fisiologia dpéeie (CABANES et al.,
2002; MAGAN; ALDRED, 2005). Por isso, conhecer atdbuicdo desses
fungos e a influéncia de varidveis ambientais msa@mento e na produgéo de
OTA por essas espécies sdao de extrema relevancidiamdo ndo sé no
conhecimento do comportamento do fungo, como tami@mesenvolvimento
de modelos preditivos que ajudam a evitar ou azieds perdas de producao e
0s riscos para a salde humana.

Nesse sentido, este estudo foi realizado com otiobjele avaliar a
ocorréncia de fungo#\spergillus SecdoNigri em uvas Syrah e Cabernet
Sauvignon, cultivadas no norte do estado de Salo,Rausul de Minas Gerais e
no Vale do Submédio do S&o Francisco, analisanddifasencas observadas
entre as regides e se a temperatura do ambieatwjdade de agua e o pH do
substrato influenciam o crescimento e a producd@ & porA. carbonariuse
A. niger.

Os resultados deste trabalho sdo apresentados isncajtulos. No
primeiro capitulo foi avaliado se existe diferemgapercentual de contaminacao
por Aspergillus SecaoNigri nas bagas, nas sementes e nos mostos das uvas
cultivadas nas trés regides vinicolas. No seguragtido foram avaliados o
efeito da temperatura, a atividade de agua e @ldh da interagcdo entre essas
variaveis no crescimento e na producdo de OTA, ch@s das principais

espécies responsaveis pela contaminacdo dos vishalisou-se também o uso
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do modelo preditivo obtido, em condi¢cBes laboraferi para estimar a
concentragdo de OTA nos meses que antecedem dta@ollaeuva nas trés
regides analisadas e nas temperaturas previstadpaiel Intergovernamental
de Mudancas Climaticas para o préximo século.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos produtores de micotoxinas

Os fungos compreendem uma variedade de microrgagise)
numericamente, sdo considerados os eucariotosaiaiglantes da biosfera da
Terra, colonizando diferentes ecossistemas (HAWK®&WAN, 1991;
HAWKSWORTHN, 2001; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; FISCHERO0Q7).
Parte desse processo evolutivo estad relacionada ccatesenvolvimento da
capacidade do fungo de produzir uma diversidadepmbelutos quimicos
extracelulares, conhecidos como metabdlitos seciosda(MUELLER;
SCHMIT, 2007).

Os metabdlitos secundarios podem ser definidos aoma@onjunto de
compostos quimicos que ndo aparentam ter funcdoidiefno crescimento
celular. Este conceito é considerado contrario a&tabelecido para o
metabolismo primario, o qual fornece energia eymsres quimicos as células,
que sSa80 essenciais para 0 crescimento e a repmddg& organismos
(BRAKHAGE; SCHROEKHE, 2010).

No ultimo século, muitos fungos foram identificadmsmo produtores
de metabdlitos secundarios com aplicacdo em difeseéreas na indudstria
(penicilina, estatina, ciclosporina) (BENNET, 198 YER, 2008), no entanto,
outros metabdlitos secundarios sao consideradogcotdxe, por serem
produzidos por fungos, sdo conhecidos como micoéasxi Duas dessas
micotoxinas sdo a ocratoxina A (OTA), possivel itengénica e pertencente ao
Grupo 2B e a aflatoxina, classificada como carcédmiza e pertencente ao grupo
1A, segundo a Agéncia Internacional do Cancer (IRNETIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 1993). Outras, como tricet®s,
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zearalenona, patulina e fumonisina, sdo agentesrierges na contaminagéo de
alimentos destinados ao consumo humano e a aligéEngnimal.

O conhecimento sobre esse grupo de compostos @simé
especialmente importante por causa da ameaca geenp@presentar a cadeia
de producdo de alimentos. Em estudos anterioresidsyavam-se esses
compostos como substancias produzidos por fungesi@®@ntes de alimentos e
utilizados, com sucesso, para auxiliar na idemtiffo e na diferenciacdo das
espécies relacionadas (FRISVAD; FILTENBORG, 1983RISVAD;
FILTENBORG, 1989; SMEDSGAARD, 1997). Atualmente, asstudos
demonstram que centenas de metabdlitos secundarar® descritos e, com
muitos mais, sem dudvida, ainda a ser descobertaekiade, cada espécie de
fungo pode ser capaz de produzir um grande nlneenoetabdlitos e o perfil de
producdo pode ser alterado sob diferentes condigéesultivo, tais como
disponibilidade de agua, nutrientes, pH e tempaafMAGAN; MEDINA;
ALDRED, 2011).

Durante décadas, a producdo dos metabdlitos semmdéem sendo
debatida e perguntas sobre quando e por que osfupgpduzem essas
micotoxinas ainda séo investigadas. Segundo Madddred (2005), ainda nao
existe um consenso sobre a origem, a finalidadenpartancia dos produtos do
metabolismo secundério. Sabe-se que as enzimadvidagona producédo dos
metabdlitos secundarios sdo exclusivas desse pmces dos substratos,
diferindo das do metabolismo primario, e que aesmtdesses compostos
apresenta um elevado gasto energético para o sngansendo fisiologicamente
regulada em resposta a fatores ambientais. Aléso,d& producéo é ordenada
por um conjunto de genes associados com mecaniggotadores especiais

gue controlam o sincronismo e o nivel de expregéaaa.
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2.2 Principais fungos produtores de micotoxinas emvas

Os principais fungos produtores de OTA em uvatepeem aos géneros
Aspergillus e Penicillium As OTAs sao produzidas, principalmente, por
espécies d@enicillium em regides de clima temperado, com temperaturas ma
baixas e por um numero de espécieAdpergillusem regides tropicais, com
temperaturas mais elevadas. Existem varias espfefespergilluspertencentes
a Sec¢acCircundatie a Sec¢a&lavi que sdo capazes de produzir elevados niveis
de OTA. Entretanto, nos ultimos 10 anos, Aspergillus SecdoNigri séo
considerados os principais responsaveis pelo aciteuDTA em uvas.

Em estudos sobre a frequéncia de ocorréncia dedureplizados em
diferentes regifes produtoras de uvas observousas espécies bisseriadas
carbonarius A. niger e A. niger Agregado e as espécies unisseriadas
aculeatuse A. japonicussao prevalentes nas uvas (BATTILANI et al., 2003;
ROSA et al., 2002; PERRONE et al., 2007), sefidoarbonarius considerada
a principal fonte de OTA em uvas e vinhos (CABAN&Sal, 2002; ROSA et
al., 2002; BATILANI et al., 2006; MAGNOLI et al.,@®4; LEONG et al., 2006)
(Figura 1).
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Figura 1 Estudos realizados sobre a ocorrénciaspergillusSecaoNigri em
uvas cultivadas em diferentes regides do mundaoafeixt de LEONG
et al., 2006)

De acordo com os estudos realizados, as bagadadés por espécies
de AspergillusSecaaNigri apresentam coloracdo palida, no inicio da doenca e
entdo, se tornam pretas durante o crescimentospautacdo dos fungos. A
cabeca conidial do fungo pode ser vista a olho ps esporos se desprendem
facilmente quando atingem a maturidade, colonizasdoagas adjacentes.

O fungo habita o solo e os conidios s&o dissemiaéds videiras pelas
correntes quentes de ar (LEONG et al., 2006). Acgdio fungica ocorre por
meio de injurias, principalmente nas bagas madeaxb condi¢cbes de calor
(20-25 °C), e se espalha promovendo a colonizagadtodo o cacho. Essas
injurias podem ser causadas por manuseio inadeqi@gl@achos, rachaduras
mecanicas ou ferimentos causados por insetos osaneds que acabam
fornecendo uma porta de entrada para o tecido agasb no qual os fungos
encontram um habitat ideal para o seu desenvolto{€@0ZZI et al., 2006).
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A colonizacdo porAspergillus Secdo Nigri nas bagas também é
facilitada pela resisténcia a luz solar dos espategido a sua coloragdo preta
(PITT; HOCKING, 1997). Segundo Leong et al. (2008%ta caracteristica
permite a sobrevivéncia em regifes nas quais asit@de de luz é alta, pois a
exposicao por varios dias a luz solar reduz a littoie dos esporos flngicos.

2.2.1Aspergillus carbonarius

Aspergillus carbonariuse caracteriza morfologicamente por apresentar
conidios pretos com paredes rugosas, estipes landmgas. Devido as suas
caracteristicas morfolégicas microscépicas, poddamimente distinguivel de
outras espécies bisseriadas pertencentes & ¢igéio A germinacdo dos
esporos dé\. carbonariusé muito rapida e ocorre num periodo de 24 horas a
temperatura entre 25 °C e 35 °C, e atividade de @&mire 0,90 a 0,99. A
temperatura 6tima para o crescimento é de 25 °O &C3 com temperatura
minima de 10 °C e maxima de 42 °C, e atividadegde &tima entre 0,95 e 0,99
(PERRONE et al., 2008). Entretanto, as condi¢co@sadt para a producao de
OTA por A. carbonariusdiferem das condi¢cdes 6timas para o crescimento do
fungo e ocorrem a 15 °C e 20°C, e a 0,95-0,99 igelade de agua (BELLI et
al.,, 2007; LEONG et al., 2006). N&o foi observadadpcédo de OTA a 0,90 de
atividade de agua (MITCHELL et al., 2003).

O efeito da atividade de agua (aw) e da temperata taxa de
crescimento radial e producdo de OTA de dois issladeA. carbonariusin
vitro, foram testados na Grécia. Os dois isolados a@scetimamente a 30
°C-35 °C e 0,96 de aw, mas a producdo maxima de @bAreu em condi¢cbes
subdtimas de crescimento (15 °C-20 °C e 0,93-0,86aw@) e os valores
encontrados foram de 3,14 e 2,67 ug/g, para as Gepdisadas. E importante

observar que os isolados da Grécia podem ser evadims mais xerotolerantes
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que os dos outros estudos realizados nos paisateméttos, demonstrando,
assim, a influéncia das condic¢des climaticas deéioggrodutora na producéo da
micotoxina pelo fungo. Esses resultados também dstraon a habilidade d.
carbonariusem crescer e produzir toxina sob diferentes c@edigcoldgicas,
auxiliando no desenvolvimento de modelos que pegwmino risco de
contaminacéo por OTA nas regides produtoras doyASSOU et al., 2007).
Por isso, o interesse em avaliar ndo s6 a presiEssas fungos ocratoxigénicos,

mas também em quais condi¢6es ambientais ocoregcs producao de OTA.

2.2.2Aspergillus niger

O fungo da espéci@spergillus nigerapresenta distribuicdo geogréfica
mundial e é considerado uma das principais espéetesiorantes de alimentos.
E responséavel pela contaminagdo pré e pos-colteitautas, como as uvas,
alguns vegetais e graos. Esta espécie cresce grarnras de 30 °C a 35 °C e
atividade de agua entre 0,93 e 0,98 (KLICH, 2002)producdo de OTA,
normalmente, ocorre a 20 °C e 25 °C e 0,95 e O@&tdidade de agua
(ESTEBAN et al., 2004). Apenas uma baixa porcema#o a 10%) de cepas
deA. nigeré produtora de OTA (PERRONE et. al., 2008).

Devido as suas caracteristicas fisiolégicas, esg@ce se torna
predominante em regides ou em determinadas estagbe®0 nas quais as
temperaturas atingem os 40 °C.

2.3 Regides produtoras de vinho no mundo
A producdo mundial de vinhos se localiza, prinlcigante, em regides

de clima temperado, mas também existe producaoratades subtropical e

tropical. Algumas regifes vitivinicolas de climanfgerado apresentam verao
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guente e seco, e as mais conhecidas sao aquekamas@o mar Mediterraneo,
na ltdlia, na Franca e nos paises ibéricos. Oubg®es apresentam clima
estival quente e abrangem os Estados Unidos, adfase a Africa do Sul
(GUERRA et al., 2006). A Franca, a ltalia e a E$paséo consideradas os trés
paises com maior producdo de vinhos do mundo (QBLMTet al., 2011). Na
América do Sul, os paises que se destacam poratgstade sdo o Chile e a
Argentina. Neste Ultimo, a regido produtora de @mbe localiza nas provincias
de Mendoza e San Juan (MAGNOLI et al., 2004).

Assim, o mundo inteiro tem grandes regifes pareoducdo de vinhos
tintos. Algumas sdo consideradas tradicionais, ped#ria, a qualidade e o
volume de sua producdo. A mais importante regiadyiora de vinhos tintos do
mundo é Bordeaux, localizada no sudoeste da Fréngea regido de destaque é
a Borgonha, que produz vinho tinto de uma sé vadedie uva, a Pinot Noir. O
segundo maior produtor mundial, a Itlia, adotairda tinto por preferéncia
nacional, correspondendo a 80% de sua producdoegiia italiana mais
importante na producédo de vinhos tintos é a Toscan@al. A Espanha é o pais
com a maior area plantada em vinhedos de todolmgliom 1,25 milhdes de
hectares de parreirais, sendo considerado o tergewdutor mundial. Em
relacéo aos tintos, o norte da Espanha é a reg@#&oimportante, principalmente
no cultivo da variedade Tempranillo. Portugal, reste da peninsula Ibérica,
também apresenta o predominio de vinhos tintoscetamito, existem quase
todos os estilos de vinho. A principal uva tintatpguesa é a Touriga Nacional,
seguida pela ibérica Tempranillo (VIOTTI, 2010).

A indastria vitivinicola do Chile adquiriu fama témnacional por
produzir vinhos de custo médio com boa relacdoopgealidade. A Argentina é
0 quinto produtor mundial, com producdo de 1,6 adlide litros de vinhos.
Também é elevado o consumo per capita do argeiirroconsome 33 litros de

vinho por ano, quase 17 vezes mais que o bras{Mi@TTI, 2010).
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2.4 Panorama da vitivinicultura no Brasil

No Brasil, em 2012, a producdo de uvas destinadgs@essamento
(vinho, suco e derivados) foi de 830,92 milhGeskgleo que representa 57,07%
da producédo nacional. O restante da producdo (%3,98i destinado ao
consuman natura(MELLO, 2012).

A viticultura brasileira ocupa area de, aproxinmadate, 71 mil
hectares, distribuida desde o extremo sul do petitide de 30° 56’ 15”"), até
regides situadas proximas a Linha do Equadorytide 5° 11' 15”). Devido a
sua extensdo territorial e as diferentes condigdmsaticas, existem areas
produtivas caracteristica de regifes temperadas, wn periodo de repouso
hibernal; areas subtropicais, nas quais a videttdt&vada em dois ciclos anuais
e areas de viticultura tropical, em que é possivedalizacdo de dois e meio a
trés ciclos vegetativos por ano (PROTAS; CAMARGEIMO, 2006).

A vitivinicultura é uma atividade tradicional erove regides brasileiras.
Como zonas temperadas destacam-se as regifesmeifa;dSerra do Sudeste e
Serra Galcha, no estado do Rio Grande do Sul;iaorelp Vale do Rio do
Peixe, em Santa Catarina; a regido sudeste de&dm ¢ a regido sul de Minas
Gerais. A regido norte do Parana é consideradaogiddl. As regiées noroeste
de Sado Paulo, norte de Minas Gerais e Vale do Sdibntd Sdo Francisco
caracterizam-se como zonas tropicais.

As regifes vinicolas do Brasil compreendem o sukudeste e o
nordeste. No mapa da Figura 2 mostram-se as paiscgidades vitivinicolas

brasileiras.
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Figura 2 Principais cidades vitivinicolas brasésir

2.4.1 Rio Grande do Sul

A histéria da vitivinicultura no Rio Grande do Sam estreita relagéo
com a colonizacgdo italiana estabelecida no estatwetudo na Serra Galcha e
na regido Central, a partir de 1875. Esta vitivitiira pioneira se manteve, até
meados de 1970, sem investimentos externos sigtiviis e produzindo, quase
que exclusivamente, uvas e elaborando derivadosartir ple variedades
americanas e hibridas interespecificas, emboranalgwinicolas tradicionais da
Serra Gaulcha ja se empenhassem na producdo deinffaims e na elaboracao
de vinhos finos. Assim, a vitivinicultura do Riodhde do Sul, em 2010, estava
estruturada com base em quatro polos produtoraesa $ealcha, onde se
encontra 0 maior pélo vitivinicola brasileiro, aléda Regido da Campanha,
Serra do Sudeste e Regido Central (PROTAS; CAMARZRQD]).
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2.4.2 Santa Catarina

De modo semelhante ao Rio Grande do Sul, o esea®adta Catarina
tem sua tradicdo vitivinicola intimamente relacid@aom a colonizacgédo italiana
nas regides do Vale do Rio do Peixe, onde se destars municipios de
Videira, Tangara e Pinheiro Preto, na regido cdfea no sul do estado, com
destaque para os municipios de Urussanga, Pedaag€re Morro da Fumaga,
e na regido do Vale do Rio Tijucas, com destaqua ps municipios de Nova
Trento e Major Gercino. Nestas regides, a viticalse consolidou com base em
cultivares de origem americana, seja para a pradde&inhos de mesa, de suco
de uva ou de uva de mesa.

A partir de meados do ano 2000, uma nova vitivitica comecgou a ser
implantada no estado, com o propésito de produmhios finos de qualidade,
com base em vinhedos instalados em regifes deidaltitem municipios
pertencentes as regides de Sdo Joaquim, Campos Mo@acador (PROTAS;
CAMARGO, 2011).

2.4.3 Sao Paulo

A vitivinicultura paulista originou-se na regidosie do estado, nos
arredores das cidades de Sao Paulo e de Campiaagrideiras décadas do
século XX, a atividade ganhou expressdo no munidiei Sdo Roque, como
produtor de vinhos de mesa e, na sequéncia, expaadpara a regido de
Jundiai, tanto para a producdo de uvas para arelgmw de vinho de mesa,
guanto para a producdo de uva de mesa, destacandeste caso, a variedade
Nidgara. Como novidade no setor vitivinicola de SZawulo, registram-se
iniciativas no sentido da producdo de vinhos fin&stdo sendo feitos

investimentos em municipios como Sao Carlos, Eegdanto do Pinhal, Itobi e
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Divinolandia, com o plantio de castas finas, visaddproducédo de vinhos e
espumantes finos (PROTAS; CAMARGO, 2011).

2.4.4 Minas Gerais

A produgéo vitivinicola no estado de Minas Gera#posta por trés
segmentos. Um segmento tradicional, no sul do estach o seu foco principal
na producdo de uvas americanas e hibridas e narafdio de vinho de mesa e
suco de uva. Um segundo segmento, no norte dooestgatodutor de uvas de
mesa, sob condic¢des irrigadas, na regido de Paafibterceiro segmento, este
mais recente e difuso em areas de altitude do@stadncando, inclusive em
municipios limitrofes ao estado de Sao Paulo, fes#do na producédo de uvas
viniferas para a elaboracdo de vinho fino. Cadansetp tem caracteristicas
peculiares de estrutura fundiaria, tecnologia dedypgdo e estratégias de
comercializacdo (PROTAS; CAMARGO, 2011).

2.4.5 Vale do Submédio do S&o Francisco

A regido do Vale do Submédio do Sao Franciscosatigades polo sédo
Petrolina, em Pernambuco, e Juazeiro, na Bahi@mnéipa na producdo de uvas
e vinhos sob condic¢Bes tropicais, no Brasil. Acvitura comercial consolidou-
se na regido a partir da producado de uvas finaned®m, iniciada na década de
1960. Na década de 1980 foram elaborados os pasginhos com uvas de
castas viniferas na regido e, desde 2005, estélo s&noduzidas variedades de
uvas hibridas de&/itis labrusca ainda numa fase de ajustes de manejo para
adaptacdo as condicbes ambientais da regido, cogquas comecam a ser
elaborados os primeiros sucos de uva. Trata-senderegido tropical de clima

semiarido, onde a videira ndo tem periodo de repodefinido, com
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caracteristicas completamente diferentes das egiéeviticultura tradicional,
das zonas de clima temperado (SOARES; LEAO, 2009).

2.5 Variedades comuns a estas regides

2.5.1 Syrah

Existem controvérsias em relagdo a origem da vadiedle uva Syrah.
Alguns acreditam que ela seja originéria de Shyra®£¢érsia; outros mencionam
a Vila de Siracusa, na Sicilia. E a principal ealtiutilizada para a elaborag&o
de vinhos tintos no Submédio do S&o Francisco, rasiBe na Austrdlia.
Segundo Conde et al. (2007), essa variedade acumsulaaiores teores de
soélidos sollveis totais, quando comparada a owtuitzares, principalmente
guando a sua producao ocorre no segundo semestre.

Seus cachos sdo medianos, cilindricos-conicos, aciog com
pedunculos longos; as bagas sdo pequenas a mediaaklas, de coloracao
negro-azulada e tendem a desidratar quando eniceatégcado de maturacgao.

2.5.2 Cabernet Sauvignon

Essa cultivar de origem europeia é utilizada pagkalaoracéo de vinhos
tintos finos e espumantes. E originaria da regéi®drdeaux, Franca, onde é a
mais importante cultivar. Muito cultivada no lestaropeu, Australia, Chile,
Argentina e Estados Unidos. No Brasil, o inicioséa cultivo ocorreu em 1921,
na regido da Serra Galcha, mas somente em 1986 & gqua producgédo foi
intensificada, no Rio Grande do Sul (SOARES; LERQQ9).
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Seus cachos sao de pequenos a medianos, cilsdoompactos com
pedunculos médios a longos; as bagas sdo pequedasdas e de coloracdo

negro-azulada.

2.6 Fatores abidticos que influenciam o crescimente a producdo de

ocratoxina A pelo fungo

A OTA é um composto tdxico sintetizado por difeemnespécies de
fungos filamentosos dos génerdsspergillus e Penicillium Esta toxina
apresenta baixo peso molecular e estabilidade,osendsiderada uma das
toxinas mais importantes para a salde humana eal(RtTT; HOCKING,
1997). Apresenta propriedade nefrotdxica, carcinimgé teratogénica e
imunosupressora, o que despertou, nos Ultimos anasgresse da comunidade
cientifica e de comités alimentares sobre os fatgue governam a producao da
toxina pelo fungo.

Os fatores abioticos, como temperatura e atividdalégua, afetam o
crescimento e a producdo da OTA pelo fungo. Essganismos requerem
temperatura 6tima para o seu crescimento, que gErddiferente da temperatura
para a producédo da toxina. Este mesmo comportanéeibd observado para a
atividade de agua (QUINTELA et al., 2011; SELOUABIEaI., 2009; BELLI et.
al., 2004; PATERAKI et al., 2007). Por isso, a pres do fungo ocratoxigénico
nao significa presenca da OTA em um determinadaeaio.

Para melhor avaliar a influéncia desses dois fateobre a producéo de
OTA, alguns estudos foram realizados em escalad#dirial, utilizando o meio
de cultura como substrato para o crescimento dgofu@®s resultados obtidos
mostraram que a atividade de 4gua (aw), a temparata tempo de incubacao
influenciam tanto o crescimento do fungo como adpgcdo de OTA, e isso

difere entre as espécies analisadas e dentro daarespécie estudada.
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A contaminacgdo por micotoxinas em produtos agrécélalificil de ser
prevista devido ao fato de essa contaminacdo depehel uma complexa
interacdo de fatores, como umidade, temperaty@a,dé produto, condicdes e
tempo de armazenamento (POSE et al.,, 2010; GARGIlAl.e 2011). No
entanto, avaliar o efeito de cada fator e a inf@aragntre os mesmos com a
producdo da toxina, mesmo que em escala labodatéritundamental para
garantir o consumo de alimentos seguros por homamireais (KHALESIA,
KHATIB, 2011).

Segundo Magan, Medina e Aldred (2011), os fatorais importantes e
gue influenciam o crescimento, a esporulacdo @dugio da toxina pelo fungo
sdo temperatura e atividade de agua. Entretan&feito da regido também

parece influenciar a produ¢éo da toxina pelos fango

2.7 Efeito da regido na producdo da ocratoxina A pe fungo

Em relacdo ao campo, a localizacédo e as condididedticas da regido
vinicola parecem influenciar a ocorréncia e a féegin de espécies
ocratoxigénicas. Em paises localizados proximo & Mediterraneo e na
Austrélia, as espécies mais comumente encontra@asives sdo similares e
pertencem as espeéciaspergillus carbonariug A. nigerAgregado (LEONG et
al., 2006), sendo a primeira a de maior potenc@htoxigénico. Segundo
Tjamos et al. (2004), 78,35% dos isoladosidpergillus carbonariuswvaliados
no seu estudo apresentaram potencial toxigéniconerge 6,29% dos isolados
deAspergillus nigeeram produtores.

Ao contrario,A niger é a principal espécie produtora de OTA nas uvas
produzidas na Argentina. Nessa regido, estudosandique 0A. carbonarius
foi a espécie mais frequente nas uvas, mas cona bh@iaducdo de OTA
(PERRONE et al., 2007).
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O impacto da producdo desta toxina nas uvas prdasizia Espanha,
sob diferentes temperaturas e umidade relativagrfalisado. Esses dois fatores
ambientais tiveram influéncia significativa na itgéo flngica e concentracao
da micotoxina. Os valores de OTA detectados a 3for&n mais altos do que a
20 °C, em ambos os tratamentos. No valor mais eétede umidade (100%)
obteve-se o valor méximo de OTA, entretanto, n&anfoobservadas diferencas
significativas entre 90% e 80% de umidade (BELLAlet2007).

2.8 Mudancas climaticas x regides vinicolas

As conseqiéncias das mudancas climaticas nas segiiécolas
preocupam os cientistas. A temperatura é um dosfatjue mais influenciam a
gualidade e as caracteristicas das uvas e dossviAlsoprojecdes de diversos
estudos meteoroldgicos indicam que as regidesctomdis do velho mundo
serdo as mais afetadas. Até 2049, a regido de &ordea Franca, sofrera um
aumento de 2,3 °C, deixando a regido no limite estaperatura ideal para o
crescimento da tradicional ‘Cabernet Sauvignon’.sMbdo pais, na regido do
Rhone, a elevacao de temperatura devera ser maianeadurecimento da uva
Syrah, por exemplo, podera acontecer até cinco resnantes do que ocorre
atualmente, prejudicando o sabor e a cor do VIGIRDUNA, 2010).

Na Australia, a previsdo € de que a temperatusdese entre 1 °C a 6
°C, até 2070. Ou seja, 0 tempo de amadurecimerstandas sera antecipado,
sendo a colheita realizada por volta de dez ditessato que acontece hoje em
dia, prejudicando o nivel de acidez e o sabor dedades, como, por exemplo,
a Syrah. O problema mais grave que o pais enféemarentanto, € a falta de
agua. A maior necessidade de irrigacdo das plaggaefevara os precos do
produto e diminuirdo a competitividade dos vinhastealianos. Em paises

como a Africa do Sul, a elevacdo de temperaturd bem menor, com um
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aumento de 0,9 °C, em 50 anos, afetando, princgrakn o suprimento de agua,
0 que encarece 0s custos de producdo. Segundadadisfees; 0 pais mais afetado
pelo aquecimento global sera Portugal, onde seraspm aumento de
temperatura de 4,5 °C, em 50 anos e pode haverenngdo de até 70% na
umidade do solo. Outro pais bastante afetado pal@&ncas climaticas sera a
Espanha, onde o aumento de temperatura, no intkripais, sera de 5°C e 7 °C
e, na costa, de 3 °C a 5 °C. Esses paises esthasem de uvas resistentes ao
calor e a baixa umidade.

Estima-se que o potencial de producdo de vinhogprdstigio dos
Estados Unidos pode se reduzir a 81%, até o fimadédulo XXI. A principal
regido produtora, Napa Valley, na Califérnia, dereum aumento de até 2,2 °C
na média de temperatura até 2049, o que poderauwimai producdo da regido
ou fazer com que as vinicolas optem por produzihas com caracteristicas
diferentes. As regibes de Washington e Oregon, asdacoeste, se tornardo
alternativas para a producdo. Outra aposta € daesia Nova York, devido a
diminuicdo do risco de geadas. A principal regifetaala na Italia sera a de
Toscana, com previsdo de aumento de temperatut88d€, para os proximos
50 anos (JONES et al., 2005).

Apesar desse panorama nada favoravel para asippisiaegifes
produtoras de vinho no mundo, algumas regides podegr privilegiadas. No
Brasil, as previsdes apontam de 1 °C a 6 °C o aontentemperatura no pais
(INTERNATIONAL PAINEL CLIMATIC CHANGE, 2012). A regfo da Serra
Gaulcha, ja bastante Umida, poderia sofrer com umentwal elevacéo
pluviométrica. O Vale do Submédio do Sao Francisceegunda maior regido
produtora do Brasil, ja convive com altas tempeestue necessidade de
irrigacdo. A cidade de Sdo Joaquim, no sul de S@atarina, seria uma das
apostas do futuro. O clima da regido ja esta mémm ha vinhos brancos e

tintos sendo produzidos a partir das variedadesdBhaay, Sauvignon Blanc e
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Pinot noir. Outros paises também teriam um imppositivo na produgéo de
vinhos com a elevacdo da temperatura. Entre elstaaen-se o Canada, a
Alemanha, a Inglaterra, a Rassia, o Chile, a Aiigarg¢ a Dinamarca.

Conforme o exposto, as projecdes de aumento dectaimpa indicam
um novo mapa mundi para as regides produtorasn® vio mundo. Mas, sao
poucos os estudos que avaliam a influéncia da textype na producdo da
toxina nessas regides produtoras, mesmo tendo ciomi@o de que essa
variavel € um dos fatores que mais influenciamranggcgéao, a esporulacdo e a
producao da toxina pelo fungo.

Assim como o0 aumento de temperatura afeta as edsditias da uva e a
gualidade do vinho, essas mudancas climaticas tanjii@dem favorecer a
producdo da toxina pelo fungo. Segundo Magan, MediAldred (2011), essas
mudangas terdo um elevado impacto na presenca erotucdo desses
metabdlitos secundarios e os maiores riscos edfmionados aos paises
desenvolvidos localizados nas regides temperadagnpgacto das mudancas
climaticas na producao da toxina deve ser analipad®d cada regido, devido as
diferentes condi¢cdes 6timas e aos limites paraescinento e a producédo das
toxinas pelos fungos (PATERSON; LIMA, 2010). No 8taacredita-se que o
aumento da temperatura ndo influenciara muito gies vinicolas, entretanto,
s80 necessarios estudos que avaliem a influénsiaal@di¢cbes climaticas no

crescimento e na produc&o de ocratoxina A por esigerganismos.

2.9 Legislacéo de micotoxinas em vinhos e seus dados

A legislacdo visa minimizar a exposi¢do dos humarsomicotoxinas e
sérios problemas de saude e mortes vém ocorreral@atdo consumo desses
metabdlitos secundarios téxicos. Entretanto, € ahecimento que existem

diversos fatores envolvidos com a contaminagaongootoxinas, e os fatores
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climaticos sdo, de longe, considerados os mais riapies (PATERSON;
LIMA, 2010).

Em 1998 a Comunidade Cientifica da Unido Européia mlimento
estimou aceitavel a ingestao diaria de OTA infesi@ng/Kg. Em 2002 a Unido
Européia propds regulamentar todos os alimentosl@das em relacdo a
guantidade de OTA. A concentracdo méxima perméidade 0.5ug/L de vinho
e suco de uva (BELLI et al., 2004).

No Brasil existe um regulamento técnico aprovagalgdicado em 22 de
fevereiro de 2011, sobre os limites maximos tolesagara micotoxinas em
alimentos. Esse regulamento tem o objetivo de elgedx os limites maximos
para aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 e AFMl1yratoxina A (OTA),
desoxivalenol (DON), fumonisinas (FB1 e FB2), patul(PAT) e zearalenona
(ZON) admissiveis em alimentos prontos para ofedaconsumidor e em
matérias-primas. Os limites maximos tolerados esfese aos resultados
obtidos por metodologias que atendam aos critéritess desempenho
estabelecidos pelo Codex Alimentarius. Este regaimaplica-se as empresas
que importem, produzam, distribuam e comercialiadgmns produtos descritos
nesta resolucéo. Entre as bebidas encontram-saluss\e seus derivados e 0s
limites maximos aceitaveis para a ocratoxina A d&o2 pg/L (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011).
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CAPITULO 2

Ocorréncia deAspergillus SecadNigri em duas variedades de uvas
cultivadas em vinicolas localizadas no norte de S&aulo, no sul de Minas
Gerais e no Vale do Submédio do Sao Francisco

RESUMO

Os fungosAspergillus SecdoNigri sdo relatados como as principais
espécies contaminantes de uvas viniferas em difereregides do mundo,
especialmente as situadas na zona temperada. [@stésedA. carbonariusé o
principal produtor de uma toxina, a ocratoxina ATA). O perfil de producéo
da OTA pode ser afetado sob diferentes condi¢cdesutfivo do fungo, tais
como disponibilidade de &gua, nutrientes, pH e &aipra. Nesse sentido, 0
presente estudo teve como objetivo avaliar a oeciaéde fungoAspergillus
SecaoNigri em uvas cultivadas em S&o Paulo, Minas Gerais ¥ate do
Submédio do S&o Francisco, analisando as difereahasrvadas entre as
regifes e se a temperatura do ambiente, a atividladgua e o pH do substrato
influenciam no crescimento e producdo de OTA Adocarbonariuse A. niger.
Para isso foram coletadas 54 amostras de Wiéis yinifera das variedades
Syrah e Cabernet Sauvignon em 2011 e 2012. As bagagntes e 0 mosto
dessas amostras foram plagueadas em meio DRBC liadagaquanto ao
percentual de contaminacgdo p@pergillusSecaadNigri. Também foi analisada
a frequéncia de ocorréncia das espécies desse.ggpaoesultados obtidos
mostram que nao existe diferenca estatistica gigtiifa entre as regifes de SP
e de MG para a Syrah, mas essas regifes séo thiferestatisticamente de
PE/BA, onde se observou o maior percentual de nonggdo. Para a Cabernet
Sauvignon a regido de SP foi diferente de MG e RE{s menores percentuais
de contaminacdo foram encontrados na regido deN@PB.foi identificada
nenhuma espécie de fungo ocratoxigénico nas redid&udeste. No Nordeste
1,3% e 13% das espécies foram identificadas coradupsras de OTA nas
safras de 2011 e 2012, respectivamente.

Palavras-chave:Aspergillus Secao Nigri. Ocorréncia Regides Produtoras.
Vinhos e Praticas Agricolas.
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1 INTRODUCAO

A preocupacado com a ocorréncia de espécies deduilgmentosos em
uvas viniferas estava relacionada ao desenvolvandas doencas fungicas
causadas por esses fungos, como a podriddo cinzesia fungo Botrytis
cinereg a podriddo verde causada por espécies do gérem@illium e a
podridao negra, poAspergillus SecaoNigri. No entanto, essas investigacdes
permitiram avancos nessa area e atualmente, edsterna identificacdo da
micobiota das uvas se deve ao fato de que alguspggies desses fungos séo
produtoras de micotoxinas (MENDONCA et al., 2003).

Na avaliacdo da ocorréncia de espécies de fungosstudos tém
mostrado que o génefspergillusapresenta alta prevaléncia em uvas viniferas
cultivadas sob as mais variadas condicfes clinsgtibesde regifes localizadas
em zona temperada até zonas tropicais, préximasnta Ildo Equador
(CABANES et al., 2002; ROSA et al., 2002; SAGE lgt2002; BATTILANI et
al., 2003; SERRA et al., 2003; BAU et al., 2005;LBEet al., 2004a; COZZI et
al., 2007; LASRAM et al., 2007; VISCONTI et al.,dB).

Além de prevalecerem nas uvas, Aspergillus Secdo Nigri sdo
considerados a principal fonte de uma micotoxina gtande interesse
econdmico e de saude publica nos vinhos, a ocratoXi(ZIMMERLI; DICK,
1996; SERRA et. al, 2003; BATTILANI et al., 2006EDNG et al., 2006;
VAR; KABAK, 2007; VALERO; FARRE; SANCHIS, 2008).

A ocratoxina A é uma micotoxina que apresenta [pedpdes
carcinogénicas, nefrotdxicas, imunossupressora&satogénicas para humanos
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1993)
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Portanto, a presenca desta toxina pode trazer dissaide dos consumidores
permanecendo no produto final.

A presenca desses fungos também diminui a prodatiei e afeta a
gualidade das uvas, podendo modificar a sua coggmsjuimica, alterando o
sabor, odor e a cor dos vinhos, provocando grapeetas econdmicas para as
regides vinicolas (FLEET, 1999; FLEET, 2001; MAGNGHt al., 2003). Por
esses motivos os fungasspergillus SecaoNigri vém sendo o grupo mais
estudado nos paises produtores de vinhos.

Nesse sentido, o presente estudo teve como obgtal@r a ocorréncia
de AspergillusSecaadNigri em duas variedades de uvas vinifekéiq vinifera)
cultivadas no norte de Sao Paulo, sul de Minasi§erao Vale do Submédio
do S&o Francisco no nordeste Brasileiro. Essasniaigdes sdo fundamentais
para o conhecimento da distribuicdo e ocorrénciegi®cies produtoras de
OTA, assegurando a producdo segura dos vinhosratidma partir das uvas
(Vitis viniferg) das variedades Syrah e Cabernet Sauvignon aldivaessas

regides.
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2 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo avaliar a frequédeiacorréncia de
fungosAspergillusSecaadNigri nas uvas\(itis viniferg das variedades Syrah e
Cabernet Sauvignon cultivadas no norte de S&o Paolsul de Minas Gerais e
no Vale do Submédio do S&o Francisco.

2.1 Objetivos Especificos

a) avaliar a frequéncia de ocorréncia Alspergillus SecaoNigri em
uvas, sementes e mostos das trés regides vinicolas;

b) determinar o potencial toxigénico das espéciesgtergillusSecao
Nigri isolados de uvas, sementes e mostos;

c) avaliar se ha diferenca na frequéncia de ocorrédeiaespécies

toxigénicas em relacado as regides geograficas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem das uvas

Para avaliar a ocorréncia das espécied\gfgergillus SecaoNigri e o
potencial ocratoxigénico destes isolados, forametadhs 27 amostras de uvas
(Vitis viniferg da variedade Syrah e 27 amostras de uViss (vinifergd da
variedade Cabernet Sauvignon, em 5 vinicolas, ikads nos municipios de
Espirito Santo do Pinhal/SP e Trés Coracdes/MGgegi@o Sudeste do Brasil,
Casa Nova/BA e Petrolina/PE, na regido Nordesterdsil.

Na regido Sudeste, no estado de S&o Paulo as amfisam coletadas
nos meses de julho e agosto nas safras de 2011200 estado de MG
somente na safra de 2011. Na regido Nordeste, agsastras foram coletadas
em junho e novembro, também nos anos de 2011 e E@i2ada regido foram
coletados 5 cachos de uvas saudaveis, distant@sneelos 20m um dos outros
ao longo de um transecto de 100m. Apdés a coletaarasstras foram
acondicionadas em recipientes estéreis e mantidagelo até a chegada ao

laboratério, onde foram armazenadas a 18°C atthgaaressadas.

3.2 Avaliacdo do percentual de contaminacdo pohspergillus SecaoNigri
nas bagas das variedades Syrah e Cabernet Sauvignon

De cada cacho foram selecionadas 20 bagas saudttalzando 100
bagas por amostra), desinfectadas superficialnsemeAlcool a 70% (1 min) e
Hipoclorito de Sodio a 1% (30 seq) e, lavadas cguadlestilada estéril por trés
vezes consecutivas. Apds a desinfecgdo, as bages fdaqueadas diretamente

na superficie do meio Dichloran Rosa de Bengalaa@fenicol (DRBC). As
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placas foram incubadas a uma temperatura de 25°Qmageriodo de 7 dias.
Apés esse periodo, as placas foram analisadas@a@iacéo do percentual de
contaminacdo das uvas (Figura 1). Somente as eslétom caracteristicas
morfologicas deAspergillus SecaoNigri foram transferidas para o meio de
cultura Agar Extrato de Malte (MA), incubadas a@5por um periodo de 7

dias.

. ' _,,-f,/..-"rl

Figura 1 Percentual de contaminacdo das bagas7apés de incubagdo em
meio DRBC

3.3 Avaliacdo do percentual de contaminacdo pohspergillus SecaoNigri

nas sementes das variedades Syrah e Cabernet Sanaig

De cada cacho foram selecionadas algumas bagasndie foram
retiradas as sementes (totalizando 100 sementesrpostra), desinfectadas
superficialmente, plaqueadas e incubadas confoa®eritb no item 3.2. Apés 7
dias, as placas foram analisadas para a avalia;ferdentual de contaminacéo
das sementes (Figura 2). Somente as col6nias cautedsticas morfoldgicas
de Aspergillus SecaoNigri foram transferidas para o meio de cultura Agar
Extrato de Malte (MA), incubadas a 25°C, por umiquaw de 7 dias.
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Figura 2 Percentual de contaminacéo das semerdesajas de incubacdo

3.4 Contagem de colbnias de fungos depergillus SecadNigri em mosto

Para a analise do mosto foram utilizadas 25 g de de cada amostra
coletada, que foram maceradas para a obtencao sto.nrdoavaliacdo do mosto
foi realizada utilizando-se a técnica de diluic@dazla. Por espalhamento, 0,1
mL de cada diluicdo (1:10, 1:100 e 1:1000) foi ¢farido para as placas
contendo o meio DRBC e entdo incubadas a 25°C poperiodo de 7 dias.
Esse experimento foi realizado em triplicata. Apsése periodo as placas foram
analisadas e realizadas a contagem de unidadesdoras de coldnias com
caracteristicas morfologicas depergillusSecaoNigri (Figura 3). Somente as
colénias de interesse foram purificadas em meicutira Agar Extrato de
Malte (MA), incubadas a 25°C, por um periodo déas.d
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Figura 3 Contagem das unidades formadoras de esl@#AspergillusSecao
Nigri em mosto

3.5 Identificacao das espécies despergillus SecaaNigri

A partir das culturas puras os fungos do généspergillus foram
identificados de acordo com Klich (2002) e Vargale2011). Todos os isolados
selecionados foram incubados em meios de cultteaperaturas padronizados
CYA (Agar Czapek Levedura) a 25°C e a 37°C e MEgaffExtrato de Malte) a
25°C. Apos 7 dias de incubacéo foram observadearasteristicas macroscépicas

e microscopicas dos fungos filamentosos (Figuasy

Figura 4 Caracteristicas macroscopicas (coloracémanho da colbnia) dos
fungosAspergillusSecadNigri
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i‘:&‘ - ; =
Figura 5 Caracteristicas microscopica\dpergillus japonicus

A purificacéo e identificacdo dos fungos filamesut® foram realizadas
no Laboratério de Micologia e Micotoxinas de Alines do Departamento de

Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal dedsa

3.6 Screening do potencial ocratoxigénico daspergillus carbonarius e A.

niger

Para a determinacdo do potencial de producdo dmtosira A foi
utilizado o método Plug Agar, conforme descrito altenborg e Frisvad
(1980). Os isolados déspergillus carbonariuse A. niger testados foram
inoculados em meio de cultura CYA (Agar Czapek ldeva) a 25 °C por 7
dias. Foram utilizadas Placas de Cromatografia dmada Delgada (Merk-
Silica Gel 60, 20x20), solucao padrao de ocrato&irfgigma-Aldrich) e a Fase
moével TEF composta por Tolueno, Acetato de Etildaddo Formico 90%
(50:40:10). A confirmacdo quanto a producdo de CidiAefetuada sob luz
ultravioleta de 366 nm em Cromatovisor CAMAG (UFBEACHTER). Os
isolados foram considerados produtores de OTA quamlesentaram um RF
(fator de retencé@o) e um spot de fluorescéncia lbame ao do padrdo da

ocratoxina A.
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3.7 Andlises estatisticas

Para avaliar se houve diferenca em relacao asaegiéograficas, assim
como se as variedades de uvas apresentaram diféregtiéncia de ocorréncia
de AspergillusSecaaNigri, foi empregada uma analise de variancia (ANOVA),

com um teste posterioride Tukey.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Percentual de contaminacdo poAspergillus SecaoNigri nas bagas das

variedades Syrah e Cabernet Sauvignon

O percentual de contaminacéo das bagas da vari&jaale encontrado
foi de 3% em Séo Paulo (SP), de 2,2% em Minas &&kéG) e de 35,6% em
Pernambuco/Bahia (PE). Para a variedade CaberneigBan, observamos que
0 percentual de contaminacado das bagas, nas retgid@Bs, MG e PE/BA foi de
1,3%, 20,5% e 14,7% respectivamente (Figura 6).
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Figura 6 Percentual de contaminacdo das bagasridgglade Syrah e Cabernet
Sauvignon, poAspergillusSecadNigri, nas trés regiées avaliadas: Sao
Paulo (SP), Minas Gerais (MG) e Pernambuco/BattABR)
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Comparando os valores médios das regides paraad,Sybservamos
gue nao existe diferenca estatistica significativeie as regides de SP e MG (p
= 0.998), mas que essas regides sao estatisticadiéarentes da regido PE/BA
(p = 0.021 e p = 0.018). Para a Cabernet Sauvignamalise de variancia
demonstrou que a regido de SP é estatisticamdaternte das regifes de MG e
PE/BA (p = 0.0064; p = 0.029). No entanto, nédo texidiferenca estatistica
significativa entre as regides de MG e PE/BA (p450).

Os valores baixos de contaminagéo encontradosagatlaas variedades
analisadas e coletadas na regido de S&o Paulo pestemassociados a uma
pratica de cultivo adotada na vinicola, que é odsama tela de malha bem
fina na altura do dossel da planta. A protecdoilizada com o objetivo de
dificultar o ataque de aves e insetos que provaamjirias a superficie das
uvas. Essas injlrias poderiam facilitar a presemgafungos patogénicos e
fungos oportunistas, como AspergillusSecadNigri.

Para a variedade Syrah coletada na regido de M@&las gncontrado
também pode ser considerado baixo, no entanto, garariedade Cabernet
Sauvignon esse valor foi semelhante ao encontrac @ mesma variedade na
regido de PE/BA. Se considerarmos a localizacagrgéoa e o clima como
fatores que influenciam a ocorréncia dessas espémia de se esperar que 0S
resultados obtidos nas regifes localizadas no Suflesssem semelhantes. Mas,
alguns estudos indicam que a variedade tambéneintia na presenca desses
fungos nas uvas, e pode ser que a variedade datieen MG seja mais
suscetivel a contaminacao por fungos filamentgsmsisso os resultados serem
diferentes (BATTILANI et al., 2004).

A regido de PE/BA apresentou valores de percemteaiontaminacéo
das bagas mais elevados nas duas variedades daslispodendo estar
relacionado as temperaturas encontradas na regifimigacdo continua e a

posicdo geografica. Segundo Battilani et al. (2006Yisconti et al. (2008),
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diversos fatores extrinsecos afetam a ocorréndtesidungos nas vinicolas.
Fatores climaticos do ambiente (temperatura, urejdadosicdo geogréfica
(latitude e longitude), variedade das uvas cultigag tipo de cultivo podem ser
considerados como fatores extrinsecos. A irrigag@essiva, assim como um
alto indice pluviométrico, provoca um aumento radéncia de rachaduras nas
bagas, 0 que pode proporcionar um aumento na pertantrada de fungos
oportunistas (COZZI et al., 2007). Esses autorgersun ainda que existe uma
maior ocorréncia destas espécies com a proximidadieha do equador, devido
ao aumento da temperatura e umidade. A regido (BAP&a mais proxima da
linha do equador quando comparada com as outrasreg@es analisadas neste
estudo.

Os valores obtidos nas regides de SP e MG podemoseiderados
préximos quando comparados com estudos realizaaosegides vinicolas de
clima temperado, pelo menos para a variedade Syaeli. et al. (2006),
avaliando a micobiota das uvas sadias em trésea=giicolas da Espanha,
encontraram valores entre 0 e 10% de contaminagédodgas de diferentes
variedades (Garnacha, Tempranillo, Bobal, Graciaabernet Sauvignon e
Merlot) e uma correlacdo positiva entre o percéntlea contaminacao por
AspergillusSecadNigri e as temperaturas maxima, minima e média no n&s qu
antecedeu a coleta das amostras. No entanto, na@bservada uma correlacéo
positiva com a umidade relativa e a pluviosidade. idgido de Mendoza,
Argentina, o percentual médio de bagas sadiastatfas poAspergillusSecao
Nigri, foi de 20% para a variedade Merlot, 5% para Malb@% para Cabernet
Sauvignon, na safra de 2006/2007. Na safra de 2008/s6 foi observado
contaminacdo da variedade Malbec e esse valorefdid@ (CHIOTTA et al.,
2010).

Estudo realizado em quatro regides vinicolas daugak, com diferentes

condi¢des climaticas, demonstrou que o clima imfitiee na distribuicdo das
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espécies de fungos na uva. A freqiiéncia de ocdaré&lecAspergillus Secao
Nigri variou entre as regides estudadas. Na regido dbo¥iVerdes essas
espécies ndo representaram mais do que 10% nadrasnasalisadas; no
Ribatejo variaram entre 18 e 48%; no Douro os eslencontrados foram de 20
a 92%; e no Alentejo foram de 72 a 100%. As dutimas$ regides, onde a
incidéncia deAspergillusSecadNigri foi elevada, apresenta clima Mediterraneo,
com verdo quente e seco, atingindo temperaturainpaé aos 40°C (SERRA et
al., 2003).

Os fungos Aspergillus Se¢éo Nigri sdo considerados a micobiota
predominante das uvas na época da colheita, erpbesam ser encontrados na
superficie de uvas sadias em todos os estagiositizando (CABANES et al.,
2002; ROSA et al., 2002; SAGE et al., 2002; BATTNLet al., 2003; SERRA
et al., 2003; BAU et al., 2005; BELLI et al., 2004Aa mesma forma Bau et al.
(2005), Cozzi et al. (2007), Lasram et al. (2007)isconti et al. (2008)
mostraram que a contaminacdo papergillus SecaoNigri aumenta a cada
periodo de desenvolvimento do fruto, atingindo aimé de ocorréncia durante
a maturacdo das uvas na época da colheita. Apesardiderencas de
contaminacdo, a ocorréncia desses fungos em retyifj@isais e subtropicais
também pode ser explicada pela coloracdo negrasdas conidios, que
fornecem protecao a luz solar e luz ultravioletapprcionando uma vantagem
competitiva em climas mais quentes e secos (PITOGKING, 1997).

As uvas, assim como outras frutas, podem ser camagias por
diferentes grupos microbianos que possuem a caabeide se desenvolver em
pH acido e altos teores de aclcar. Essa contanoinafgia a qualidade,
alterando a composicao quimica das uvas e as edstichs sensoriais de cor e
sabor dos vinhos. Além disso, a prevaléncia dessgaminantes pode alterar a

fermentacao durante o processamento (FLEET, 1999).
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O uso de fungicidas para o controle de fungos gaiogs também pode
afetar a ocorréncia despergillusnas uvas, pois 0s mesmos seriam beneficiados
por ndo serem afetados por esses fungicidas (SERBK 2006). O que tem se
observado é que os fungaspergillusSecaadNigri apresentam alta prevaléncia
em uvas cultivadas sob as mais variadas condidéeaticas, desde regides
localizadas em zona temperada até zonas tropiRaisesse motivo, vem sendo
0 grupo mais estudado em diversos paises, além odsuip espécies
potencialmente produtoras de micotoxinas de gramgeesse econdmica e de
saude publica (EINLOFT, 2012).

4.2 Percentual de contaminacédo poAspergillus SecaoNigri das sementes

O percentual de contaminacdo das sementes, daagdeisSyrah, foi de
3,7% para Sdo Paulo (SP), 15,8% para Minas Gel) (e 24,8% para
Pernambuco/Bahia (PE/BA). Para a variedade Cab&aetignon podemos
observar que a média do percentual de contaminagdo sementes por
Aspergillus SecaoNigri, foi de 2% para Sao Paulo (SP), 11,8% para Minas
Gerais (MG) e 8,7% para Pernambuco (PE/BA) (Figira
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Figura 7 Percentual médio de contaminacgdo das semelas variedades Syrah
e Cabernet Sauvignon, nas trés regides analis&das:Paulo (SP),
Minas Gerais (MG) e Pernambuco/Bahia (PE/BA)

Assim como o observado nas bagas, 0s menores np&aie de
contaminagé@o encontrados nas sementes foram olut&doamostras coletadas
na regido de Sao Paulo. Os resultados obtidos esst#o indicam que as bagas
das duas variedades estdo mais suscetiveis a doatdim porAspergillus
SecaoNigri quando comparadas com as sementes, provavelnaigepestas
se encontram protegidas no interior da baga. Apisastarem protegidas pela
baga, € interessante observar que os fungos pemtesca Secadigri
conseguem colonizar as sementes. Este comportamped¢oestar associado ao
fato da semente ser considerada uma estruturaidodfue apresenta alto valor
nutritivo, sendo composta principalmente por cattaid (amido) e o
metabolismo flngico é favorecido nos substratossriem carboidratos (PITT;
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HOCKING, 1997). No entanto, ndo existem estudodizados sobre o
percentual de contaminagéo das sementes de uviesasn

No tocante a producdo de vinho, estes resultadosmram que
mesmo que a vinicola adote préaticas de higienizdgadrutos, minimizando os
riscos da presenca de fungos potencialmente tagiggna superficie das bagas,
0Ss mesmos podem estar presentes nas sementeftameigsa importancia no

controle dos fungos na época da pré-colheita.

4.3 Contagem de colbnias daspergillus SecaoNigri dos mostos obtidos das

variedades Syrah e Cabernet Sauvignon

O percentual médio de contaminagdo do mosto olda uvas da
variedade Syrah foi de 1,67 x°10FC/mL para MG e de 1,07 x 1QFC/mL
para PE/BA. N&o foi observada nenhuma colénidsfeergillusse¢aadNigri no
mosto obtido das uvas coletadas na regido de SRnfagem deéispergillus
SecaaNigri no mosto obtido da variedade Cabernet Sauvigricef@,68 x 16
UFC /mL para SP, de 3,27 xA0FC/mL para MG e de 3,17 x 2QFC/mL
para PE/BA (Figura 8).
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Figura 8 Contagem daspergillusSecaoNigri (UFC/mL) no mosto obtido das
variedades Syrah e Cabernet Sauvignon, nas tr@&esegnalisadas:
S&o Paulo (SP), Minas Gerais (MG) e PernambucoaB&tit/BA)

Fleet (1999), avaliando o grau de contaminag¢darpororganismos na
superficie de uvas sadias, observou valores ertirg 16 e 1,0 x 16 Unidades
Formadoras de Colbnia por grama (UFC/qg).

Oliveira et al. (2009), analisando a superficie w&s injuriadas e
principalmente o mosto, encontraram valores maigaglos quando comparado
com o das uvas sadias e esses valores foram Ye 10 UFC/g. Esses
resultados podem ser considerados elevados quantmacados com os obtidos
neste estudo, onde a contaminacdo do mosto naseajwa valores acima de
1,0 x 16 UFC/g. Vale lembrar que, para a andlise do mdstam utilizadas
bagas saudaveis, que sdo menos propicias a infeogémingos oportunistas
como osAspergillusSecadNigri.



63

4.4 Frequéncia de ocorréncia dé\spergillus SecaoNigrinas uvas Syrah e
Cabernet Sauvignon

Para avaliar a frequéncia de ocorréncia dspergillus SecaoNigri
foram avaliadas um total de 27 amostras da varee@tah e 27 amostras da
variedade Cabernet Sauvignon nas cinco vinicoladisadas. Do total das
amostras foram isolados e identificados 180 furigsergillusSecaoNigri na
variedade Syrah e 196 fungos na variedade Cab8metignon, totalizando
376 isolados. No norte de Sao Paulo, para a va@edayrah, foram
identificados 47 isolados déspergillusSecaoNigri na safra de 2011 e 56
isolados na safra de 2012. Em 2011, as espécies fregjiientes foramA.
niger (63,8%),A. japonicus(25,6%) eA. niger Agregado (10,6%). Na safra
de 2012 a espécie mais freqliente também fi wiger(46,4%), seguido de
A. japonicus(32,1%), A. niger Agregado (17,9%)é\. aculeatuscom 3,6%
(Figura 9).
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Figura 9 Frequéncia de ocorréncia das espécidsspergillusSecaoNigri na
variedade Syrah coletada em SP nos anos de 2@it2e 2

Na variedade Cabernet Sauvignon foram isoladoseatifttados 67
fungos filamentosos da Sec#iigri na safra de 2011 e 47 fungos em 2012
(Figura 10).
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Figura 10 Frequéncia de ocorréncia das espéciéspergillusSecaoNigri na

variedade Cabernet Sauvignon coletada em SP nasdmn@011 e
2012

Em 2011, as espécies mais frequentes foramiger(43,8%),A. niger
Agregado (25%)A. japonicug28,1%) €A. aculeatug3,1%). Na safra de 2012
foram identificadas as seguintes espécies de fudgoSecad\igri: A. niger
(46,8%), A. japonicus(27,6%), A. niger Agregado (19,2%) éA. aculeatus
(6,1%).

No sul de Minas Gerais, para a variedade Syrahpfadentificados 29
isolados deAspergillus SecéoNigri e as espécies mais frequentes foram:
niger Agregado (51,7%)A. niger(31,1%) €A. japonicug17,2%). Na variedade
Cabernet Sauvignon foram isolados e identificadbguBgos filamentosos da
SecaoNigri no ano de 2011 e as espécies mais frequentes:féramiger
Agregado (41,2%)A. niger(36,3%) €A. japonicuq22,5%) (Figura 11).
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Figura 11 Frequéncia de ocorréncia das espécidsplrgillusSecaaNigri nas
variedades Syrah e Cabernet Sauvignon coletadddiras Gerais no
ano de 2011

No Vale do Submédio do Sao Francisco na variedgdEhSna safra de
2011 foram identificados 88 isolados AspergillusSecaoNigri e as espécies
mais freqUentes foramA. japonicug54,6%),A. nigerAgregado (27%)A. niger
(17,2%) eA. carbonarius(1,2%). Em 2012 foram isolados e identificados 15
fungosAspergillusSecaadNigri e as espécies apresentaram o seguinte percentual
de ocorrénciaA. japonicus(33,3%), A. niger Agregado (33,3%)A. niger
(20,1%) eA. carbonariug13,3%). (Figura 12).
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Figura 12 Frequéncia de ocorréncia das espécidspergillusSecaoNigri na

variedade Syrah coletada em Pernambuco/Bahia rassdmn 2011 e
2012

Na variedade Cabernet Sauvignon na safra de 20ainfisolados e
identificados 22 fungos filamentosos da Seddigri e as espécies mais
frequentes foramA. japonicus(54,5%),A. niger Agregado (36,4%) &. niger
(9,1%). No ano de 2012 o numero de isolados ideatibs foram 27 fungos da
SecaoNigri assim distribuidosA. japonicus(44,4%), A. niger (37,1%) eA.
niger Agregado (18,5%) (Figura 13).
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Figura 13 Frequéncia de ocorréncia das espéciéspergillusSecaoNigri na
variedade Cabernet Sauvignon coletada em Pernaraiia nos
anos de 2011 e 2012

Nos ultimos 5 anos varios estudos foram publicadbse a distribui¢cdo
de espécies daspergillusSecaoNigri em uvas e seus derivados em diferentes
regibes do mundo. A maioria dos estudos foi redtizam regiGes vinicolas
localizadas em paises mediterraneos (Espanha,d-maagtugal, Italia, Grécia e
Israel), e alguns foram desenvolvidos em paiseArdérica do Sul (Brasil e
Argentina) e Australia (SOMMA; PERRONE; LOGRIECM12). Em todas as
regibes analisadas o grupspergillus nigetAgregado, que inclui as espéckes
tubingensise A. foetidus representaram entre 50 e 100% da frequéncia de
ocorréncia das espécies identificadas. Nos paise#arraneos (PERRONE et
al., 2006b; BATTILANI et al., 2006; BEJAOUI et aRP06; BELLI et al., 2006;
SERRA et al., 2006; TJAMOS et al., 2006) e na Alistr(Leong et al., 2006),
com excec¢do de Israel (GUZEV et al., 2006) e Palt(®ERRA et al., 2006), o
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A. carbonariusapresentou valores entre 30 e 50% da freqUénoiateéncia,
seguido porAspergillusunisseriadosA. japonicus A. aculeatuse A. uvarum
com valores entre 0 e 30% da frequéncia de ocdaéiNa Argentina, 0s
estudos indicam valores menores (0-10%) para ahdigi@io deA. carbonarius
(PONSONE et al., 2007; MAGNOLI et al., 2003; MAGN[Ht al., 2004), e no
Brasil, estudo realizado por Rosa et al. (2002enfms um valor de 20% de
freqUiéncia de ocorréncia paka carbonariusem uvas produzidas na regido sul
do pais. Os resultados obtidos nessa regido ddl Bitssem dos resultados
deste estudo. Na regido de Pernambuco foi obseria¥o de freqiiéncia de
ocorréncia dé\. carbonariuse nas regides de Sao Paulo e Minas Gerais nao foi
isolado nenhun. carbonarius Isto demonstra o baixo risco de contaminacéo
por OTA nos vinhos elaborados a partir das amosteiisdadas. De forma
contraria, em regides de clima temperaddspergillus carbonariuspresenta
uma alta freqiiéncia de ocorréncia em frutas madpeaticularmente em uvas
(KHALESIA; KHATIB, 2011).

Segundo Chiotta et al. (2010) e Battilani et alO@), a ocorréncia de
Aspergillus carbonarius estd relacionado as condicBes climaticas de
temperaturas mais elevadas durante todo o ano,sod@nte na época de
cultivo. Desta maneira, a auséncia dessa espésigegides de Sao Paulo e
Minas Gerais podem ser explicadas pelas condichesticas das regibes,
classificados como clima subtropical, com tempesatuédia de 16°C e inverno
rigoroso (INSTITUTO NACIONAL DE METEREOLOGIA, 2013)

A presenca doA. carbonarius mesmo que em pequena quantidade
(1,3% em 2011 e 13% em 2012), na regidao do ValeSdiomédio do Sao
Francisco, Nordeste do Brasil, poderia estar reteo as temperaturas
elevadas observadas durante todo o ano. O clingadegido é classificado
como Tropical Semi-arido, com média anual de teatpem de 26°C, e

temperatura maxima podendo atingir os 33°C(TEIXEIR®01).
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Os resultados obtidos demonstram que apesar dasciespde
Aspergillus carbonariusserem consideradas cosmopolitas e crescerem em
diferentes tipos de clima e substratos (JORGENSN5), a localizacdo e as
condi¢Bes climaticas da regido vinicola parecertuéntiar na ocorréncia e
frequéncia dessas espécies ocratoxigénicas.

Os fungosAspergillusnao séo considerados patégenos primarios e a sua
infec¢do nas uvas esti associada a lesdes progopadaanos mecéanicos ou
pela infeccdo por outras espécies fungicas. E dssante observar que a
vinificacdo de frutos contaminados em areas, oddéij detectado o fungo
potencialmente ocratoxigénico, devem ser evitadoa minimizar o risco da

presenca da ocratoxina A no produto final, ou s&ajinho (Serra et al., 2006)

4.5 Potencial ocratoxigénico déspergillus carbonarius e A. niger

As andlises de cromatografia em camada delgadaarastque do total
de fungos Aspergillus nigerisolados e identificados nas duas variedades
analisadas, nenhum isolado foi potencial produtooatatoxina A.

Devido as suas caracteristicas fisioldgicas esgséciEs se torna
predominante em regifes ou em determinadas estad@eano onde as
temperaturas atingem os 40°C. Essa temperaturaefay@m crescimento do
fungo no campo. No entanto, apenas uma baixa pagem (5 a 10%) de cepas
de A. niger sdo produtoras de OTA (PERRONE et al., 2008), éstolica a
elevada ocorréncia dessa espécie nas vinicolam@asle a ndo producdo de
OTA por esses isolados.

As espécies déAspergillus carbonariussolados somente nas vinicolas
localizadas no Vale do Submédio do S&o Franciscesaptaram fator de
retencdo e spot de fluorescéncia semelhante amteado para o padrdo da

OTA, o gue significa que os fungos sao consideradodutores desta toxina, ou
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seja, 100% dos isolados neste estudo sdo potermiadutores de OTA.
Segundo Klich (2002), uma alta porcentagem de dsslgpertencentes a essa
espécie (98 — 100%) séo consideradas produtorasramxina A.

No entanto, vale ressaltar que a presenca do forogtutor de OTA nas
uvas viniferas ndo significa contaminacdo do vielaborado a partir dessas
uvas, pois as condi¢bes ambientais para o creswnuenfungo diferem das
condi¢cBes Otimas para a producdo da toxina (MAGMEDINA; ALDRED,
2011).
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5 CONCLUSAO

As regides vinicolas situadas no norte de Sao Pauilale Minas Gerais
e no Vale do Submédio do Sdo Francisco, mesmo gjtigando as mesmas
variedades de wuvas, apresentaram diferencas quaotopercentual de
contaminacdo porAspergillus Secdo Nigri nas bagas e sementes. Essas
diferencas podem estar relacionadas as praticagokg adotadas pelas
vinicolas e as condig¢fes climéticas da regiao.

A regido do Vale Submédio do S&o Francisco foua gpresentou o
maior percentual de contaminacdo por esse grupfurggps e esses valores
podem estar associados a posicdo geografica, méxiimha do Equador e a
temperatura média anual que é de 26°C, temperatimsiderada 6tima para o
crescimento do fungo. Esta regido foi a Unica, réemts estudadas, que
apresentou ocorréncia d&spergillus carbonariugorodutor de ocratoxina A
(OTA).
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CAPITULO 3

Efeito de fatores abidticos no crescimento e prodég de Ocratoxina A por
Aspergillus carbonarius e Aspergillus niger isolados de uvas viniferas

cultivadas no Brasil
RESUMO

O crescimento dos fungos ocratoxigénicos e a pgasg@ ocratoxina A
(OTA) nas uvas e seus derivados podem ser infladaosipor fatores fisicos,
guimicos e biol6gicos. Determinar a influéncia dssmtores no crescimento e
producdo de OTA por essas espécies de fungosdasolie diferentes regides
geogréaficas, € muito importante para o desenvolhimede modelos que
auxiliem a minimizar o risco da presenca de OTAsasgrodutos. Portanto, o
presente estudo teve como obijetivo avaliar a infligéda temperatura, atividade
de agua (aw) e pH no desenvolvimento e producad®T em um meio de
cultura de uva semi-sintético pérspergillus carbonariuse A. niger Para
otimizar as condi¢des de cultivo foi realizado uslirkamento experimental
com superficie de resposta como uma ferramentagvalar os efeitos dessas
variaveis abiéticas sobre o comportamento dos fsingo carbonariusmostrou
0 maior crescimento nas condi¢@es de cultivo, amperaturas que variam de
20°C a 33°C, de aw entre 0,95 e 0,98 e valoreHdentre 5 e 6,5. Do mesmo
modo, as condi¢cbes Otimas de crescimento paraiger foram temperaturas
entre 24°C e 37°C, aw maior do que 0,95 e pH nimeie 4 e 6,5. As maiores
concentracBes de toxina paka carbonariuse A. niger (10 pug/g e 7,0 pug/g ,
respectivamente) foram encontrados em condi¢BesstdEss que foram
influenciados pela temperatura e ndo foram obses/aths condicdes de
crescimento Otimas. Verificou-se que o pH mais datwntribuiu para uma
maior producdo de OTA. Estes resultados mostranoguengos avaliados sao
capazes de crescer e produzir a micotoxina em umplaggama de temperatura,
atividade da agua e pH. No entanto, as condicdptsma®tpara a producao da
toxina sdo geralmente diferentes daquelas paraescionento do fungo.
Conhecer as condi¢bes 6timas para o crescimentmdrgiio de OTA pelo
fungo e em que etapas do cultivo estas condic@esétsaias, € possivel avaliar
com mais precisdo o potencial risco para a sautte qgmsumo de produtos
derivados da uva produzidos em diferentes regiifieshas do Brasil.

Palavras-chavefatores abidticos. Crescimento. Ocratoxina Aspergillus
carbonariuse Aspergillus niger.
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1 INTRODUCAO

As micotoxinas sdo um grupo de diferentes compagtdmicos, com
propriedades tdxicas, causando problemas agudodrécas para a saude
humana e de animais. A Ocratoxina A (OTA) é umaoioixina nefrotoxica
com propriedades carcinogénicas, imunosupressoras temtogénicas
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1993Em
humanos, a ingestédo de quantidade elevada de Gdfassociada a Nefropatia
Endémica dos Balcds, um tipo de doenca encontrataareas rurais da
Bulgaria, Roménia, Sérvia, Croacia e Bésnia (MAR@DY; FROLICH,
1992).

OTA foi primeiramente associada com cereais (VIMAARKAKI,
2009), entretanto, nas décadas recentes, esta timxmsido observada em uvas
e seus derivados (ZIMMERLI; DICK, 1996; SERRA et 2003; BATTILANI
et. al, 2006; LEONG et. al, 2006; VAR; KABAK, 200¥ALERO; FARRE;
SANCHIS, 2008). Na Europa, depois dos cereaisnbové considerado a maior
fonte de OTA ingerida pela populacdo (MIRAGLIA; BRE, 2002).

Para proteger os consumidores dos riscos de imgesta toxina,
muitos paises adotaram regulamentos com limitesxplesicdo. De acordo com
Duarte, Lino e Pena (2010), 77 paises definiramalamgentos, enquanto que 13
ndo apresentam nenhuma legislacdo especifica. MsilBo limite maximo
permitido para micotoxinas em alimentos e bebidas recentemente
estabelecido e o limite maximo para OTA em vintieé&e2ug/L (AGENCIA
NACIONAL DE VIGIANCIA SANITARIA, 2011).

Aspergillus carbonariug considerado a principal espécie responsavel
pela contaminacdo por OTA quando comparado comasu@spécies de
Aspergillus SecaoNigri, especialmente. niger (CABANES et al., 2002).

Temperatura e atividade de 4gua sdo os dois faabiéicos mais importantes
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na definicho de pontos criticos de contaminacdo pesas espécies
micotoxigénicas. Esses fatores afetam o cresciminfango, a esporulagéo e a
producéo de micotoxina (MAGAN, 2007; GARCIA et £011).

Dados sobre a ecofisiologia dessas espécies isolddadiferentes
regifes e condicdes climaticas sdo a chave passendolvimento de modelos
realisticos que predizam os riscos de colonizacfméducao de OTA poA.
carbonariuse A. niger(MITCHELL et al., 2003).

Portanto, o presente estudo teve como objetivoieaval efeito da
temperatura, atividade de 4gua e pH, assim comotemacdo entre essas
variaveis, no crescimento e producdo de OTA Aocarbonariuse A. niger

isolados de regifes vinicolas localizadas no Noedds Brasil.
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2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a infti@nda temperatura,
atividade de agua e pH e a interacdo entre essadveia abiodticas no
crescimento e producéo de OTA papergillus carbonariug A. nigerem meio
de cultura semi-sintético de uva.

2.1 Objetivos Especificos

a) utilizar o delineamento composto central rotacionamo
ferramenta para avaliar o efeito dos fatores amétique mais
influenciam na fisiologia do crescimento e produd&aoxina pelo
fungo;

b) obter as condi¢cdes 6timas para o crescimento eipfiodde OTA
por Aspergillus carbonariuse A. niger isolados do Nordeste do
Brasil,

c) desenvolver um modelo preditivo que melhor se ajastcondices
de crescimento e producdo de OTA pelas duas espi@éadas;

d) utilizar o modelo para estimar a producdo de OTA agumas
regides vinicolas do Brasil;

e) utilizar o modelo para predizer a produgédo de OdAs@erando as
projecGes de cenario otimista (+1,15°C) e pessini(isB,7°C) de
aumento da temperatura da superficie terrestre.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencéo dos Isolados

Nos anos de 2011 e 2012 foram coletadas 18 amafdrawas Vitis
vinifera), do Nordeste do Brasil, destinadas a producaeirdes tintos finos,
em relacdo a presenca de fungos toxigénicos periergcao géneraspergillus
SecaoNigri. Em uma das vinicolas foi isolado e identificalocarbonarius
(CCDCA110Q, produtor de OTA. Como nao foi isolado niger produtor de
OTA neste estudo, foi entdo utilizado um isoladédeiger(CCDCA10) que
ja se encontrava depositado na Colecédo de Culterdidrorganismos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UnivededBederal de Lavras
(CCDCA).

A reativacdo dos fungos foi realizada inoculandass& aliquota de
cada cultura estoque em placas contendo 20 mL de d® cultura Agar
Czapeck Levedura (CYA) e incubados a 25°C por 7s.didpds esse
procedimento foi obtida uma suspensédo de espodisp@ando-se 40 mL de
agua destilada estéril com 0,5% de Tween 80 eaddtirem gaze estéril. A
determinacdo da concentracdo final de esporos sfzessdo foi realizada em
camara de Neubauer. Foi padronizada para todastasnentos a concentracao
de 16 esporos/ml.

3.2 Preparo do meio de cultura semi-sintético de awcom diferentes pH e aw
Os estudos foram realizados vitro utilizando um meio de cultura semi-

sintético a base de uva. O suco de uva foi obtigartir do esmagamento de

bagas sadias da variedade Syrah, coletadas eminivalar da Regido do Vale
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do Submédio do S&o Francisco, no ponto ideal derato para a elaboragéo
de vinho tinto. O meio de uva foi preparado adiaimo-se 175 mL de suco de
uva em 825 mL de agua destilada e 20 g de agackMer

Para a obtencéo dos tratamentos, o pH do meigusiaalo para 3,62;
4,2; 5,35; 6,2 e 6,78 com adicdo de NaOH (2N). @eres de pH foram
verificados através de um pH metro digital (Digithed

A atividade de agua do meio de uva foi 0.99 e,ceajastada para 0.96;
0.93 e 0.91 adicionando-se diferentes quantidaeeglicerol conforme Belli et
al (2004a). A atividade de 4gua do meio de cultoir&erificada com o auxilio
de um Aqua-lab CX-2 (Decagon Devices, inc.).

Foram vertidos 20 mL do meio de uva em placas die. [Fen seguida
foi inoculada uma aliquota de 0,1 mL de suspensfi@sporos do isolado
contendo uma contagem de®¥Bporos/ml. As placas foram incubadas nas
temperaturas de 6,5°C, 15°C, 27,5°C 40°C e 48&2Qundo delineamento
experimental utilizado.

3.3 Delineamento Experimental

A influéncia da temperatura, atividade de agua e gHnteracao desses
fatores no crescimento e producdo de OTA pelos deingspergillus
carbonarius e A. niger foi avaliado por meio do Delineamento Central
Composto Rotacional (DCCR), segundo Rodrigues anen(2005), para trés
variaveis independentes em um esquema fatorial c@Bm as seguintes
concentracdes: 6,5 a 48,5°C de temperatura, 092%de atividade de agua e
3,92 a 6,78 de pH. Os resultados foram analisattasés de superficie de
resposta. Foram estudadas trés varidveis em aifeeis. As variaveis

independentes avaliadas foram: Temperatura (XIyidade de agua (X2) e pH
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(X3). Como variavel resposta ou dependente foraermdnadas o crescimento
do fungo (mm) e a producao de ocratoxina A (1g/g).

As placas de petri, contendo 0 meio semi-sintétleo uva, foram
incubadas sob diferentes condicbes, conforme osai@nglio planejamento
experimental realizado no software Chemoface (NUN&ESal.,, 2012). O
planejamento experimental constituiu de 17 ensaesdo trés repeticdes no

ponto central e cada ensaio foi conduzido em ¢apdi (Tabela 1)

Tabela 1 Matriz do delineamento experimental com 1@s ensaios com
diferentes combinacbes entre as variaveis temparafii°C),
atividade de agua (aw) e pH realizado em labo@tori

Ensaios T°C Aw pH
1 40,0 0.93 4,50
2 40,0 0.93 6,20
3 40,0 0.99 4,50
4 40,0 0.99 6,20
5 15,0 0.93 4,50
6 15,0 0.93 6,20
7 15,0 0.99 4,50
8 15,0 0.99 6,20
9 6,5 0.96 5,35
10 48,5 0.96 5,35
11 27,5 0.91 5,35
12 27,5 0.99 5,35
13 27,5 0.96 5,35
14 27,5 0.96 5,35
15 27,5 0.96 5,35
16 27,5 0.96 3,92

=
~

27,5 0.96 6,78
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A Tabela 2 mostra as variaveis reais e codificadas) como os seus
respectivos niveis.

Tabela 2 Variaveis experimentais com valores reaisdificados

Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68
T°C X1 6,5 15,0 27,5 40,0 48,5
Aw X2 0,91 0,93 0,96 0,99 1,01
pH X3 3,92 4,5 5,35 6,5 6,78

A andlise estatistica dos resultados também falizexla através do
software Chemoface (Nunes et al., 2012).

3.4 Avaliacéo do crescimento dAspergillus carbonarius e Aspergillus niger

O meio semi-sintético de uva foi distribuido emcpde petri (20 ml),
e inoculado no centro da placa com 10ul da suspets@sporos dos fungos
avaliados. As placas de petri foram examinadas’n@°= 10° dia de incubacao
e o didmetro da colbénia foi medido em duas direg@pendiculares, com o

auxilio de um paquimetro digital.

3.5 Determinag¢do da concentracdo da solucdo estogeereparo da curva
padréo para a OTA

A curva padrao foi preparada baseando-se no métedorito pelo
comité de normalizacéo para a anélise de OTA emovin cerveja (COMITE
EUROPEEN DE NORMALIZATION, 2001).

Para o preparo da curva utilizou-se uma soluc&mest previamente
preparada, dissolvendo-se o padrdo comercial de O¥877, Sigma) em
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tolueno/acido acético (99:1, viv). A concentracd® sblucdo estoque foi
determinada por medi¢cdo da absorbancia UV a 333 roalculada segundo
AOAC (HORWITZ, 2002) em 136% de OTA.

Apbés a determinacdo da concentracdo da solucaauestdoram
preparadas, por diluicdo, solu¢cdes padrdo com otnagdes de 0,001; 0,01;
0,025; 0,1 e 0,15 pg/g, que foram analisadas ptuCHP

3.6 Ensaios de recuperacéo

Para garantir a qualidade analitica dos resultddomm realizados
ensaios de recuperacdo. O meio de cultura sengiismtde uva foi fortificado
em trés niveis com concentra¢des iguais aglg) 3,0ug/g e 6,0ug/g, em
triplicata. Foram extraidos com metanol e analisagforme método descrito

no item 3.7.

3.7 Extragcdo da OTA das culturas fangicas

A ocratoxina A foi extraida de acordo com o métatio Bragulat,
Abarca e Cabafies (2001) modificado. De uma maseicata, trés plugs da
colonia foram removidos da area interna, meio eldale cada colbnia no 10°
dia do periodo de incubacédo (Figura 1). Esses dlugsn pesados e depois
adicionado ao tubo 1 ml de metanol. Os tubos fotammogeneizados
vigorosamente por 5 segundos e mantidos a 25°®@aoninutos. Os extratos
foram filtrados em unidades filtrantes de PTFE ZQu2n) (Millipore) e, entéo,
analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficia (HPLC) no Laboratério
de Anadlises Fisico-Quimicas de Aguardente de CamaDeépartamento de
Quimica da UFLA.
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Figura 1 Plugs retirados da area interna, meiadabte cada colénia no 10° dia
do periodo de incubacéo para a extracdo da OTA

O equipamento utilizado foi um HPLC Shimadzu, egdigp com duas
bombas de alta pressédo modelo SPD-M20A, degashificaodelo DGU 204
interface modelo CBM-20A injetor automatico mod8&lih-10AF e detector de
fluorescéncia RF-10 A. A coluna usada foi a Agilent-Zorbax Eclipse XDB-
C18 (4,6 x 250 mm, 5um) conectada a uma pré-colgilent-Zorbax Eclipse
XDB-C18 4-Pack (4,6 x 12,5mm, 5um).

Foram seguidas as condi¢Bes cromatogréficas deroengos de onda:
excitacdo de 332 nm e emissao de 476 nm. O flukrado em toda a andlise
foi de 0,8 mL miffe o volume injetado das amostras e do padr&o fadDdeL.

A eluicdo foi realizada em sistema isocratico de3329:1 (Metanol:
Acetonitrila: Agua: Acido Acético). O tempo de mne¢do médio obtido para
OTA foi de 11+ 0,1 min (Figura 2). A quantificacdo da OTA nas atrassfoi
realizada por meio da constru¢cdo de uma curvat@aatibtida por regresséo
linear (y = 1,11756x1& = 2592,1485; onde, y = area do pico e x =
concentracdo de OTA), correlacionando a area doy@csus a concentracado da
respectiva solucéo padréo, sendo que o coeficimigeterminacéo Jrobtido
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foi de 0,9999. Os limites de deteccdo (LD) e qti@agao (LQ) foram
estimados por meio dos parédmetros obtidos parave @nalitica construida,
sendo calculados pelas respectivas relacdes matamdiD = 3DP/m e LQ =
10DP/m (onde, DP = estimativa do desvio padradrdealde regressdo e m =
coeficiente angular da linha de calibracdo) (HARRI®08). Para estes, foram
encontrados os valores de 0,0004 e 0,004/, respectivamente. Todas as
amostras foram analisadas em duplicata, enquargolagdes padrao de OTA

foram injetadas em triplicata.
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Figura 2 Cromatograma padrdo de Ocratoxina A
3.8 Quantificacdo da producdo da OTA porAspergillus carbonarius e A.

niger

A quantificacdo da OTA nas amostras foi realizads meio da
construcdo de uma curva analitica obtida por regcebnear correlacionando a

area do pico versus a concentracdo da respectivgdsopadrdo. Durante a
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realizacdo dos testes outras curvas foram feitasgaerificacdo do coeficiente
de correlacao f} aceitavel de 0,99, recomendados pela ANVISA.

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQpifo estimados por
meio dos parametros obtidos para a curva anatitinatruida, sendo calculados
pelas respectivas relagées matematicas: LD = 3[@R/@ = 10DP/m (onde, DP
= estimativa do desvio padrdo da linha de regresséic= coeficiente angular da
linha de calibracéo) (HARRIS, 2008).

3.9 Uso do modelo predito para estimar a producdoedOTA por Aspergillus

carbonarius nas regides vinicolas do Brasil

Para estimar e prever a producdo de OTA Aorcarbonariusem
algumas regides vinicolas do Brasil foi utilizadonodelo predito obtido neste
estudo, em condi¢Bes laboratoriais, que relaciemapératura do ambiente,
atividade de agua e pH do substrato.

A Tabela3 abaixo mostra o modelo predito e o cimfte de
determinacéo (B para a producéo de OTA par carbonarius que mostrou ser
satisfatéria para as respostas do estudo.

Tabela 3 Modelo predito e o coeficiente de deteag@o (R) a partir das
variaveis obtidas neste estudo
Fungo Modelo Predito R

A. carbonariugpg/g) + 1,27 +4,17 X1 — 44,27 X2 - 2,57 X3 - 0.827
0,09 X1 X2 — 3,91 X1 X3 + 48,77 X2 X3
+1,56 X2+ 0,07 X%+ 1,28 XF

Onde: X1 é a variavel temperatura média mensatgida; X2 é a variavel atividade de
agua e X3 a variavel pH
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As temperaturas médias mensais do ambiente foraisasmo site do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMETRO) e oalores de atividade da
agua e pH utilizado na equacéo do modelo foi o mnado para as variedades
de uvas analisadas neste estudo, onde padronizouader de 0.99 de aw e 3,5
para o pH.

A concentragdo da OTA foi obtida pela equacéo desoe tabela 3,
onde X1 foi substituido pelo valor da temperatugdim mensal da regido de
cultivo, X2 e X3 foram substituidos pelos valore&dins de atividade de agua e
pH do substrato, ou seja, o valor médio encontpata as variedades de uvas

analisadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaios de recuperacdo da OTA em meio de cultusemi-sintético de

uva

Foram obtidas as seguintes recuperacbes 82%, 879%91%,
respectivamente. Tais recuperacfes comprovarancedeexe reprodutibilidade
do método e atende a determinacdo do CODEX, ndsics de desempenho de
métodos analiticos, entre 70 e 110% de recuperad@OD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 199).

4. 2 Crescimento e producao de ocratoxina A pohspergillus carbonarius e
Aspergillus niger

Foram observadas diferencas no crescimento e mug#o da toxina

com as alteracdes nas condi¢des de cultivo (Figueas).

-

Figura 3 Colbnias déspergillus carbonariugultivada em meio semi-sintético
de uva com 0,99 de aw; 4,5 de pH e incubados a (570,99 de aw;
5,35 de pH e incubados a 27,5°0);(0,99 de aw, 4,5 de pH e
incubados a 40°Q); 0,99 de aw, 6,2 de pH e incubados a 4@)C (
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Figura 4 Colbnias déspergillus carbonariugultivada em meio sintético de
uva com 0,96 de aw, pH 3,92 e incubados a 27,8/Q0(96 de aw,
5,35 de pH e incubados a 27,5°K);(0,96 de aw, 6,78 de pH e
incubados a 27,5°@)

Tabela 4 Matriz do delineamento com as variaveaissre codificadas (-1,68, -
1,0, 0, +1, +1,68) e os resultados obtidos nosiensie avaliagdo do
crescimento e producédo de ocratoxina A gspergillus carbonariug

A. niger
Ensaios T°C Aw pH Ae An Ac An

(mm)  (mm)  (ug/g)  (uglg)

1 +1 (40,0) -1 (0.93) -1 (4,50) 8,81 73,21 000 000

2 +1 (40,0) -1 (0.93) +1 (6,20) 9,02 87,73 0,005 ,000

3 +1 (40,0) +1 (0.99) -1 (4,50) 7,13 99,15 001 050,

4 +1 (40,0 +1 (0.99) +1 (6,20) 8,64 90,01 0,005 ,010

5 -1(15,0) -1(0.93) -1 (4,50) 5152 18,23 1,17 ,008

6 -1(15,0) -1 (0.93) +1 (6,20) 3426 3181 023 ,170

7 -1 (15,0) +1 (0.99) -1 (4,50) 53,22 58,56 2,10 ,969

8 -1 (15,0) +1 (0.99) +1 (6,20) 63,09 67,36 11,08 517

9 -1,68 (6,5) 0 (0.96) 0 (5,35) 0,00 0,00 0,00 00,0

10 +1,68 (48,5) 0 (0.96) 0 (5,35) 0,00 0,00 0,00 000,

11 0(27,5) -1,68 (0.91) 0 (5,35) 3599 3345 0,02 0,00

12 0(27,5) +1 (0.99) 0 (5,35) 25,87 90,12 312 408

13 0(27,5) 0 (0.96) 0(5,35) 9346 90,15 0,29 0,69

14 0(27,5) 0 (0.96) 0(5,35) 93,21 88,90 0,39 1,47

15 0(27,5) 0 (0.96) 0(5,35) 93,14 89,98 0,41 0,10

16 0(27,5) 0 (0.96) -1,68(3,92) 93,69 90,00 0,05 0,82

17 0(27,5) 0 (0.96) +1,68(6,78) 90,19 90,15 0,11 0,68
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Através dos resultados obtidos foi possivel detemmbs coeficientes de
regressao e ajustar um modelo quadratico que oakademperatura, atividade
de agua e o pH do meio de cultura de uva, comszionento e a producao de
ocratoxina A porAspergillus carbonariuse Aspergillus niger Para todos os
casos, o modelo quadratico foi o que melhor descreas relagBes entre as
condi¢Bes de cultivo, o crescimento e producamdad. A Tabela 5 mostra os
modelos preditos e os coeficientes de determinéi@jopara o crescimento e
producdo de Ocratoxina A pdr. carbonariuse A. niger A porcentagem de
variancia explicada (R?) pelos modelos foi satisfatpara todas as respostas do
estudo. A partir destes modelos foram construidasuevas de contorno para a
visualizacdo das condicdes 6timas de temperatwra,@H para o crescimento e

producado de OTA pelos fungos avaliados.

Tabela 5 Modelos preditos para o crescimento (mpmpeucdo de ocratoxina A
(Lo/g) pelos fungos avaliados
Fungo Modelo Predito R

A. carbonariugmm) -1,52+17,01 X1-135,91 X2 + 3,18 X3 0.997
— 0,14 X1 X2 — 4,02 X1 X3 + 237,34 X2
X3 -0,24 X¥-8,14 X3 -1,70 X3
A. carbonariugug/g) +1,27 + 4,17 X1 — 44,27 X2 - 2,57 X3 - 0.827
0,09 X1 X2 — 3,91 X1 X3 + 48,77 X2 X3
+1,56 XE + 0,07 X2+ 1,28 X&
A. niger(mm) -7,68+ 27,13 X1 +82,1 X2+1,44 X3- 0.858
0,2 X1 X2 — 15,89 X1 X3 — 139,41 X2
X3-0,18 X? + 5,57 XZ - 6,64 X3
A. niger(ug/g) -6,03+27,04 X1+ 77,34 X2+ 1,10 X3 0.706
- 0,2 X1 X2 —15,89 X1 X3 — 139,41 X2
X3 -0,18 XF + 6,02 XZ — 4,84 X3
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O Diagrama de Pareto (Figura 5a) foi usado parbaavasignificancia
e o tipo dos efeitos (sinérgico ou antagdnico) sabcrescimento daspergillus
carbonarius De acordo com a Figura 5a, apenas a temperatui@ieidade de
agua, e a interacdo entre a atividade de aguakt foram significativos (p >
0,05) para o crescimento do carbonarius A variavel que mais influenciou no
crescimento ddAspergillus carbonariufoi a temperatura. O efeito principal
desta variavel foi antagbnico, ou seja, quanto maidemperatura menor o
crescimento do fungo. A atividade de &gua apresentn efeito sinérgico,
portanto, quanto maior essa variavel maior o anesaio do fungo. O pH nao
apresentou efeito significativo no crescimentoAdpergillus carbonariusmas
a interacdo entre essa variavel e a atividade a& dgresentou efeito sinérgico.
Uma melhor interpretacdo das condi¢bes Otimas dévauconsiderando a
interacdo entre as trés varidveis, é apresentaalééatdas curvas de contorno
(Figura5sb, 5c e 5d). De acordo com as curvas de cont@asaondi¢bes de
cultivo onde oAspergillus carbonariusapresentou maior crescimento (90mm)
foram no intervalo de temperatura entre 20 a 3atiidade de agua entre 0,95
e 098 e pH entre 5 e 6,5. Ndo foi observado resto do fungo em
temperatura inferior a 5°C e superior a 44°C.
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Figura 5 Diagrama de Pareto (a) com efeito da tesmye (X1), atividade de
agua (X2) e pH (X3) e suas interagbes sobre o ionesto de
Aspergillus carbonariuse curva de contorno (b, ¢, d) para o
crescimento do fungo em funcéo das interacdes astvariaveis

Em relacdo ao crescimento dspergillus nigero Diagrama de Pareto
mostra que todas as variaveis estudadas, e aingerag0es, sdo significativas
(p > 0,05) (Figura 6a). A varidvel que mais infloeu no crescimento desse
fungo foi a atividade de agua, seguida da temperaunbas com efeito isolado
positivo, ou seja, quanto maior a atividade de agumtemperatura maior o
crescimento do fungo. De acordo com as curvas doewm (Figurash, 6¢c e
6d), a condicdo de cultivo 6tima para o crescimelatéspergillus nigeifoi no
intervalo de temperatura entre 24 e 37°C, atividimlagua superior a 0.95 e pH
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entre 4 e 6,5. Nestas condi¢es de cultivo, o icnesto daAspergillus nigerfoi

de 90 mm, apés 10 dias de incubacdo. Observouesemuniveis 6timos de
temperatura e aw, o fungo cresceu em toda a faiygHdestudada. Para se obter
um menor crescimento despergillus nigerem meio de cultivo natural de uva,
deve-se reduzir a temperatura para valores ing=@24°C e aw menor que 0.95.
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Figura 6 Diagrama de Pareto (a) com efeito da tesmye (X1), atividade de
agua (X2) e pH (X3) e suas interagbes sobre o ionesto de
Aspergillus nigere curva de contorno (b, ¢, d) para o crescimento d
fungo em funcéo das interacdes entre as variaveis
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As condi¢Bes de cultivo testadas vitro, pela primeira vez, para
Aspergillus carbonariug A. nigerisolados de uvas viniferas da regidao Nordeste
do Brasil, mostraram que a temperatura e a atieidiedagua e a interacao entre
essas variaveis influenciaram significativamentecrescimento do fungo.
Estudos realizados com isolados MAe carbonarius de diferentes regides
vinicolas da Europa, em meio sintético de uva, @ambnostraram que as
variaveis temperatura e atividade de agua infl@eani o crescimento do fungo,
no entanto, nao foram avaliados a influéncia do pstes isolados cresceram
otimamente no intervalo de temperatura entre 36G°€ 2 atividade de agua
entre 0.95 e 0.98 (BELLI et al.,, 2004a; MITCHELL a&t, 2004; LEONG;
HOCKING; SCOTT, 2006; PERRONE et al., 2008). Difgezdas condi¢cbes
6timas de crescimento observadas neste traballzo gpaariavel temperatura,
onde o maior crescimento foi observado no interdal@0 a 35°C, maior do que
o relatado nos outros estudos. A toleranciaAdecarbonariuspara baixas
atividades de agua também foi confirmada nestelestu

Leong, Hocking e Scott (2006), avaliando o cresoime&eAspergillus
niger em meio sintético de uva, demonstraram que o fuagresentou
crescimento 6timo a temperaturas entre 30 e 35fiidade de agua entre 0.93
e 0.98. Resultados semelhantes foram obtidos resdtelo para a variavel
atividade de agua (0.94-0.99), entretanto, o iaterde temperatura onde o
fungo apresentou o maior crescimento foi entre 28%C. Essas diferencas
podem estar relacionadas ao meio de cultura wdizzara o crescimento do
fungo. Além disso, o clima do Vale do Sao Franciscalassificado como
Tropical Semiarido, com média anual de temperatard6°C, com temperatura
maxima podendo atingir os 33°C, condi¢cdes propieascrescimento dé.
niger e A. carbonarius

Em relacdo a producdo de ocratoxina A pspergillus carbonariuso

Diagrama de Pareto (Figura 7a) mostra que todasarés/eis avaliadas e suas
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interacbes foram significativas (p > 0,05). A éasdl que mais influenciou na
producado de OTA, foi a atividade de 4gua, seguédechperatura e, por Gltimo,
0 pH. A atividade de agua (aw) e o pH tiveram umitefisolado sinérgico,
enguanto a temperatura teve um efeito isolado anteq
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Figura 7 Diagrama de Pareto (a) com efeito da testye (X1), atividade de
agua (X2) e pH (X3) e suas interacdes sobre a pémdde ocratoxina
A por Aspergillus carbonariuge curvas de contorno (b, ¢, d) para a
producdo de OTA pelo fungo em funcdo das interagiidse as
variaveis

De acordo com as curvas de contorno (Figuras 7k, 7d) a condi¢é@o
de cultivo doAspergillus carbonariugjue resultou em maior concentragdo de

toxina (8-10 ug/g) foi na temperatura de 15°C, pHesior a 6.0 e atividade de
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agua de 0,99. Niveis reduzidos de toxina (1-3ufglgdm obtidos na temperatura
de 25°C, pH superior a 5.0 e aw inferior a 0.95e2g5 das figuras 7b e 7c
mostrarem que existe uma tendéncia do aumento atiugio da toxina em

temperaturas inferiores a 10°C, sabe-se que egExiesnao cresce nessas
temperaturas.

Em relacdo adAspergillus niger o Diagrama de Pareto (Figura 8a)
mostra que a atividade de &gua e a temperaturanteracdo entre essas duas
variaveis foram significativas (p > 0,05). A atiaite de agua teve um efeito
isolado positivo sobre a sintese da toxina fspergillus niger enquanto a
temperatura teve um efeito isolado negativo solmimtese desta mesma toxina.
O efeito de interacdo entre estas variaveis fagirtico, portanto, a producéo
de OTA é maximizada em niveis superiores de awveisiiinferiores de
temperatura. Através das curvas de contorno (FgBiba8c e 8d) notou-se que
a maior sintese de toxina (6-7 pg/g) ocorreu ngpéeatura de 15°C e aw entre
0.98 e 0.99. Esse isolado ndo apresentou capacittageoduzir toxina a 20-
25°C.
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Figura 8 Diagrama de Pareto (a) com efeito da testyea (X1), atividade de
agua (X2) e pH (X3) e suas intera¢des sobre a péadde ocratoxina
A por Aspergillus nigere curvas de contorno (b, ¢ e d) para a producao
de OTA pelo fungo em fungéo das interagdes entvarddveis
A producgdo de OTA poA carbonariusfoi influenciada pelas variaveis
avaliadas e as condic¢des de cultivo onde ocorm@é@xama producdo da toxina
difere dos outros estudos realizados. Os isoladosGdécia apresentaram
méxima producdo de OTA na temperatura de 20°C&dr%w e esse valor foi
de 3.14 e 2.67 pg/g para as cepas analisadas (TASS@l., 2007). Dos
isolados da ltalia, Espanha e Portugal a producdrima de OTA porA.
carbonariusocorreu a 20°C e entre 0.95 e 0.98 de atividadigda (BELLI et
al., 2005; MITCHELL et al., 2003). Os isolados dasfdlia apresentaram
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maxima producao de OTA (21 pg/g) na temperaturd5t€ e 0.965 de aw.
Apesar da producgédo de toxina Ao carbonariusisolado da regido vinicola do
Brasil ter sido menor, quando comparado com osadesl da Australia, a
temperatura onde se obteve a maior concentrac@d Ag10 pg/g) também foi
a 15°C, mas na atividade de agua de 0.99. No entfmitobservado que na
temperatura de 25°C e aw de 0.99, o fungo aprasentapacidade de produzir
a toxina, demonstrando que o isolado do Brasilsgmta capacidade de produzir
toxina em outras temperaturas, mas somente coidaat®y de agua elevada.

Para a producdo de OTA pér niger, as maiores concentracdes (7 ng/g)
foram obtidas na temperatura de 15° e 0.99 deawelbante ao encontrado por
Leong, Hocking e Scott (2006) e Belli et. al.(2004Bsteban et al. (2004),
observou a producdo maxima de OTA em temperatugds ebevadas (20 —
25°C) e 0.95 — 0.98 de atividade de agua.

Analisando as duas espécies isoladas da regidinigtla do Brasil,
pode-se dizer que na temperatura de 40°C e em taxlasividades de agua
avaliadas, @\. nigerapresentou maior crescimento quando comparadmadm
carbonarius No entanto, na temperatura de 15°C e em todasvdsstadas, 0
A. carbonariusapresentou maior crescimento quAa.aiger O A. carbonarius
nas condicBes 6timas de temperatura e atividadégde, produziu maior
quantidade de OTA (10 ug/g) quando comparado cof aiger (7 ug/g).
Outros estudos também obtiveram maiores valorésxil@a porA. carbonarius
(MITCHELL et al.,, 2003; BELLI et al., 2004a; BELLEt al., 2005b;
LEONG;HOCKING;SCOTT,2006). Essas diferencas de amamento dos
isolados testados de diferentes localidades podeplicar as diferencas
adaptativas as condic¢des climaticas de cada regi&mla, contribuindo para o
desenvolvimento de modelos que previnam o risamdéaminacéo por OTA na
producao de vinho de diferentes regifes produf@A3 TILANI et al., 2006a;
BATTILANI et al., 2006b; TASSOU et al., 2007; TERRA al., 2012).
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Dessa forma, os resultados obtidos mostram qusatasdbs das duas
espécies, obtidos de uvas cultivadas em regiéeeediks, produzem maiores ou
menores concentragdes da toxina, quando sdo ddsva vitro, em meio de
cultura de uva, sob influéncia de diferentes teatpeas, atividades de agua e
pH. Essas condi¢cBes no campo antes do periodoldeitaodas uvas podem
favorecer a producédo da toxina pelo fungo. No é¢afasegundo Esteban et al.
(2004), outros fatores como situagcdo da vinicotmdizBes meteoroldgicas
extremas, flutuacdes de fatores ambientais entfi@ e a noite também podem

influenciar nessa producéo.

4.3 Uso do modelo predito para estimar a producéoedOTA por Aspergillus

carbonarius nas regides vinicolas do Brasil

Avaliando cada regido vinicola, onde foi realizpdote deste estudo, os
resultados obtidos demonstram que existe uma @aria@ concentracado de
OTA nas regifes de Sao Paulo e Minas Gerais depdadio més do ano. No
municipio de Trés Coracdes (MG) pode-se observarageoncentracdo da OTA
é favorecida pelas temperaturas mais baixd9(6°C) que sdo encontradas nos
meses de abril a outubro. O maior valor estimadadamés de julho, més que
antecede a colheita da uva nessa regido (Figua ®esmo comportamento foi
observado para o municipio de Espirito Santo dedP{i$P) (Figura 10).

Isto pode ser considerado um fator de risco deactinb¢gdo de OTA
nos vinhos elaborados com as uvas produzidas nesjd®es, ja que valores
acima de 2ug/L estdo em desacordo com a legislagiileira para vinho,
sucos de uvas e derivados (AGENCIA NACIONAL DE VAGICIA
SANITARIA, 2011). Mas, considerando as projecdes aemento da

temperatura ambiental, as condi¢cdes para a prodigddTA vao se tornando
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desfavoraveis, pois 0 aumento da temperatura mflaga negativamente nessa
producao.

Além disso, as condi¢des 6timas, onde o fungo ebtewnaximo de
producdo de OTA foi na temperatura de 15°C, condormesultados
apresentados. No entanto, para haver producdo de¢ ®Tungo deve estar
presente na regido e encontrar condi¢cbes paraizatams uvas. Entretanto, de
acordo com os resultados apresentados no capijtnBonZoi isolado nenhurh.
carbonariusnas uvas Syrah e Cabernet Sauvignon cultivadaafreado ano de

2011 no Sul de Minas Gerais e nas safras de 28012Zno Norte de Sao Paulo.
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Figura 9 Concentracdo de OTA (ug/g) na temperangdia mensal atual do
municipio de Trés Cora¢bes(MG) e considerando agegies do
aumento da temperatura ambiental em 1,15°C (cenéinusta) e em
3,7°C (cenario pessimista), segundo o quinto retatfo IPCC sobre
mudancas climaticas
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Figura 10 Concentracdo de OTA (ug/g) na temperahédia mensal atual do
municipio de Espirito Santo do Pinhal (SP) e carsiddo as
projecBes do aumento da temperatura ambiental £63C,(cenério
otimista) e em 3,7°C (cenério pessimista), segunduainto relatério
do IPCC sobre mudangas climéticas

Em relagdo a regido do Vale do Submédio do Saccis@ aplicando-
se 0 modelo predito e utilizando-se as temperatotédias mensais e as
projeces de aumento da temperatura, ndo forarmeados valores positivos
para a concentracdo da OTA. Isto significa que dias atuais as condi¢cdes
ambientais de temperatura do ambiente e a atividadigua e pH da uva nao
propiciam a producdo da OTA pAr carbonariusOu seja, mesmo que o fungo
esteja presente nas uvas desta regido, o mesmoem@Emtra condicdes
favoraveis para a sua producédo, o que assegu@agdio dos vinhos tropicais
elaborados nesta regiéo.

As condicdes climéaticas da regido vinicola podenesgntar influéncia
tanto na colonizacdo do fungo como na producdoTd® &as uvas. O aumento

de temperatura e da pluviosidade pode causar uracbmpa presenca € no
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comportamento do fungo (PATERSON; LIMA, 2010). Sedm Tirado et al.
(2010), para estimar e prever o impacto das mudargianaticas na
contaminacdo por OTA nas uvas e em seus derivagmap o0 vinho, é
necessario desenvolver modelos capazes de pramizeiveis de micotoxina
relacionando-os com os parametros climaticos.

Nas ultimas décadas muito tem se ouvido falar saelsranudancas
climéticas que estdo ocorrendo em nosso Planem @mo essas mudangas
podem comprometer ndo s6é a quantidade, mas a adelidos alimentos
produzidos, principalmente em relacdo a segurarigaertar. O Quinto
Relatério de Avaliacdo do Painel Intergovernamensalbre Mudancas
Climéticas (INTERNATIONAL PAINEL CLIMATIC CHANGE, ®»12) mostra
intensificacdo das mudancas climéticas, com aumeéatéemperatura média
global. O alerta foi feito pelos cientistas do IP€@m base na revisdo de
milhares de pesquisas realizadas nos ultimos @nos. O documento apresenta
as bases cientificas da mudanca climatica globfdr&m simulados quatro
diferentes cenarios, possiveis de acontecer atoala 2100 — os chamados
“Representative Concentration Pathways (RCPs)”.

O cenario mais otimista prevé que 0 sistema teeresimazenara 2,6
watts por metro quadrado (W/m2) adicionais. Nesaso,c 0 aumento da
temperatura terrestre poderia variar entre 0,3 17 €C de 2010 até 2100. Ja o
pior cenario, no qual as emissdes continuam ae@ress ritmo acelerado, prevé
um armazenamento adicional de 8,5 W/m2. Em tahgdta, segundo o IPCC, a
superficie da Terra poderia aquecer entre 2,64@ &C ao longo deste século.

Paterson e Lima (2010) acreditam que as mudatigadticas terdo um
elevado impacto na presenca e producdo dessesdtitesaldxicos por alguns
fungos filamentosos, mas ainda séo poucos os estadtizados. No Brasil, este

€ 0 primeiro estudo sobre a influéncia da tempeatlo ambiente e a
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disponibilidade de agua no substrato (meio de neaproducdo de OTA, pela
principal espécie ocratoxigénica, isolada de urgiieevinicola tropical.

O que tem se observado é que os vinhos produeidadgumas regides
vinicolas consideradas tradicionais e localizadas ronas temperadas tém
apresentado valores de OTA acima do limite estaigelepela comunidade
européia. Ou seja, 0 aumento da temperatura psaa esgides podem se tornar
um problema para a contaminagdo por essa toxine, @uconsiderada
nefrotéxica e com efeito cumulativo (INTERNATIONAAGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 1993)
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5 CONCLUSAO

As condi¢bes de cultivin vitro, usando o meio semi-sintético de uva,
mostraram que as variaveis temperatura e atividadégua influenciaram no
crescimento e producdo de OTA pAr carbonariuse A. niger e que as
condi¢cBes 6timas de crescimento diferem das igeaigs a producao de toxina.

Usando o modelo predito obtido nas condicdes &bnais para estimar
a concentracdo de OTA nestas regides, foi obsemad®m Vale do Submédio
do S&o Francisco ndo apresenta condi¢cdes de temmpergue favoreca a
producéo de OTA, ou seja, mesmo que o fungo c@mszdagas e sementes das
uvas cultivadas, o fungo ndo encontra as condigiiesemperatura para a
producéo da toxina. Diferente do encontrado paregi®es do Sudeste, onde
apesar do fungo ndo ter sido isolado, se ele egtiesente, as condigbes de
temperatura média mensal favorecem a producdo dar@¥ meses de abril a
outubro. A maior concentracdo observada foi emojulhés que antecede a
colheita da uva, um fator de risco para a produtg@ovinhos. No entanto, nas
projecdes de aumento de temperatura para o préé@cwo, tanto nos cenarios
considerados otimista e pessimista, esse aumemiaudiia a concentracdo da

OTA, diminuindo os riscos da producao dessa tog@la fungo nesta regido.
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Figura 1 Cromatograma obtido do ensaio experimerftdl2 realizado com o
fungo Aspergillus carbonariuscultivado em meio semi-sintético de
uva com 0,99 de atividade de agua, 5,35 de pHubatps a 27,5°C
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Figura 2 Cromatograma obtido do ensaio experimenftdl6 realizado com o
fungo Aspergillus carbonariuscultivado em meio semi-sintético de
uva com 0,96 de atividade de agua, 3,92 de pHubauos a 27,5°C
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Figura 3 Cromatograma obtido do ensaio experimanftéh realizado com o
fungo Aspergillus carbonariuscultivado em meio semi-sintético de
uva com 0,93 de atividade de agua, 4,5 de pH datns a 15°C
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Figura 4 Cromatograma obtido do ensaio experimanfte8 realizado com o
fungo Aspergillus carbonariuscultivado em meio semi-sintético de
uva com 0,99 de atividade de agua, 6,2 de pH datns a 15°C
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Figura 5 Cromatograma obtido do ensaio experimanftal realizado com o
fungo Aspergillus carbonariuscultivado em meio semi-sintético de
uva com 0,99 de atividade de agua, 4,5 de pH datns a 15°C
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Figura 6 Cromatograma obtido do ensaio experimenfthB realizado com o
fungo Aspergillus nigey cultivado em meio semi-sintético de uva com
0,96 de atividade de agua, 5,35 de pH e incuba@@s5aC
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Figura 7 Cromatograma obtido do ensaio experimenftdl4 realizado com o
fungo Aspergillus niger cultivado em meio semi-sintético de uva com
0,96 de atividade de agua, 5,35 de pH e incuba@d@sbaC
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Figura 8 Cromatograma obtido do ensaio experimerftdl6 realizado com o
fungo Aspergillus nigey cultivado em meio semi-sintético de uva com
0,96 de atividade de agua, 3,92 de pH e incuba@@s5aC
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Figura 9 Cromatograma obtido do ensaio experimarftal realizado com o
fungo Aspergillus niger cultivado em meio semi-sintético de uva com
0,99 de atividade de agua, 4,5 de pH e incubadés@



