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RESUMO GERAL

A ocratoxina A tem sido frequentemente encontrada como contaminante de uvas, vinhos e
suco de uva, sendo considerada uma das micotoxinas mais prejudiciais a saide humana. No
entanto, observa-se um crescente interesse por estas bebidas, devido aos beneficios
promovidos pelos compostos fendlicos presentes na uva. O composto mais relatado por
apresentar tais beneficios € o resveratrol, sendo associado, principalmente, com a melhora da
salde cardiovascular. A producdo da toxina, bem como do resveratrol, sofre influéncia de
diversos fatores comuns, como temperatura, radiacdo ultravioleta, irrigacdo excessiva,
presencga de micro-organismos contaminantes e composigéo do substrato. Neste contexto, este
estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a ocorréncia de OTA e resveratrol (toal, cis e
trans) em vinhos tintos cv. Cabernet sauvignon bem como avaliar a correlacdo entre os dois
compostos. A quantificacdo de OTA e resveratrol nas amostras de vinhos foi realizada pelo
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com deteccdo por fluorescéncia.
Uma pequena parte das amostras analisadas (5%) apresentou contaminagdo por ocratoxina A,
no entanto, a contaminagdo foi relativamente baixa, com valores de 0,44 pg/L a 0,161 pg/L.
Ja a presenca de resveratrol foi observada em 87,5% dos vinhos analisados, sendo, na maior
parte, associada ao conteudo de trans-resveratrol, j& que poucas amostras apresentaram
valores de isémero cis, comprovando sua alta instabilidade. Ndo foi observada nenhuma
correlacdo entre os niveis de ocratoxina, resveratrol total, trans-resveratrol e cis-resveratrol.
Os resultados do trabalho mostram que o consumo das amostras avaliadas ndo implica em um
risco a satde do consumidor, ja que a presenca de OTA néo foi observada na maior parte dos
vinhos analisados e, naqueles em que ela foi detectada, os niveis de contaminacdo foram
muito baixos, ndo compromentendo, assim, a seguranca do produto. Outros estudos sobre a
incidéncia de OTA e resveratrol, bem como a correlacdo destes dois compostos, séo
necessarios para permitir uma melhor compreensdo dos fatores que contribuem
significativamente para a incidéncia deles em vinhos, a fim de minimizar o potencial risco da
presenca da toxina e potencializar os efeitos benéficos do resveratrol.

Palavras-chave: Ocratoxina A. Vinho. Resveratrol.



GENERAL ABSTRACT

Ochratoxin A (OTA) has been frequently found as a contaminant of grapes, grape juice and
wine, and is considered one of the most harmful mycotoxins to human health. However, there
is a growing interest in these beverages, due to the benefits promoted by the phenolic
compounds present in the grape. Resveratrol is the compound most reported to present this
benefits, being associated mainly with cardiovascular health improvement. The toxin
production, as well as resveratrol, is influenced by several common factors, such as
temperature, ultraviolet radiation, excessive irrigation, the presence of contaminating
microorganisms and a substrate composition. In this context, this study was carried out with
the objective of evaluating the occurrence of OTA and resveratrol (total, cis and trans) in red
wines Cabernet sauvignon cv., as well as to evaluate the correlation between the two
compounds. OTA and resveratrol quantification in wine samples was performed by high
performance liquid chromatography (HPLC) method, with fluorescence detection. A small
part of the analyzed samples (5%) presented contamination by Ochratoxin A, however, the
contamination is relatively low, with values from 0.44 ug /L to 0.161 pg/ L. The presence of
resveratrol was observed in 87,5% of analyzed wines, being mostly associated with the trans-
resveratrol content, since few samples presented cis isomer values, proving their high
instability. No correlation was observed between levels of ochratoxin A, total resveratrol,
trans-resveratrol and cis-resveratrol. The study’s results show that the consumption of the
evaluated samples does not imply a risk to the health of the consumer, since the presence of
OTA was not observed in most of the wines analyzed and, in those where it was detected, the
levels of contamination were very low, thus not compromising the product safety. Other
studies on the incidence of OTA and resveratrol, as well as the correlation of these two,
compounds are necessary to allow a better understanding of the factors that contribute
significantly to their incidence in wines in order to minimize the potential risk of the presence
of the toxin and potentiate the beneficial effects of resveratrol.

Keywords: Ochratoxin A. Wine. Resveratrol.



Figural -
Figura 2 -
Figura 4 -
Figura 5 -
Gréfico 1 -

Figura 6 -
Figura 7 -
Figura 8 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Estrutura quimica da 0CratoXina A. ........cceeiveiieiiieieeie e 17
Produgdo mundial de vinho no ano de 2015. ... 21
ImportacOes brasileiras de vinhos por pais de Origem. ........cccocevvevevieeiecie s 32
Estrutura quimica de Cis e trans-resveratrol. ...........ccoccoiveieiiincneinc e 42
Cromatograma da amostra de vinho tinto FRA/CS/1, com teor de ocratoxina A

dE 0,44 /L. .o 73
Correlacéo entre niveis de trans-resveratrol € OTA. ......c.coevievevcieveere e 77
Correlacdo entre niveis de cis-resveratrol € OTA. ........ccoivivieriererenie e 78
Correlacéo entre niveis de resveratrol total € OTA. ......cccooveeiieie i 78



Tabela 1 -
Tabela 2 -
Tabela 3 -
Tabela 4 -
Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -
Tabela 9 -

Tabela 10 -
Tabela 11 -
Tabela 12 -

LISTA DE TABELAS

Condicdes 6timas de temperatura e a,, para a producao de micotoxinas. ............. 14
Producdo mundial de vinhos no ano de 2015...........ccccvveveeieiieve e, 22
Consumo mundial de vinhos nos anos de 2013 @ 2015. .......cccoceveevevienecnieeenn 23
Principais carcateristicas dos fungos produtores de OTA........ccccceveviverieerieieenne. 27
Fungos responséveis por contaminacdo de OTA em uvas e vinhos, em

AITEIENTIES PAISES. ..viivieciiciti et re e e sreenee s 28
Limites maximos tolerados (LMT) para ocratoxina A, segundo RDC n° 7, de

18 de fevereiro de 2011 ......c.coveiiee e 29
Amostras de vinhos tintos finos cv. Cabernet Sauvignon e respectivos paises e

V[T (o 0] £ [N o T J USROS 67
Valores médios de OTA encontrados nas amostras analisadas. ................c..ce...... 72
Valores médios de resveratrol (trans, cis e total) encontrados nas amostras

ANALISAUAS. ...eeivveeiic it e e aneas 75
Anadlise de variancia entre niveis de ocratoxina A e trans-resveratrol.................. 76
Anélise de variancia entre niveis de ocratoxina A e cis-resveratrol. .................... 77
Anadlise de variancia entre niveis de ocratoxina A e resveratrol total. .................. 77

Table 13 - Phenolic compounds of wines from different countries of Cabernet Sauvignon

AV V=] SRS 91



2.1

2.2

2.3

23.1
2.3.2
2.3.3
2.34
2.3.5
2.3.6
2.4

24.1
2.4.2
2.4.3
244

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

3.1
3.2
3.3

2.1
2.2
2.3
2.4

3.1

SUMARIO

CAPITULO 1 INtroduGio GEIal ...........c.cueieevceeieeieeeeieeseeiesie s ses s 11
INTRODUGAOD ...ttt sttt 12
REFERENCIAL TEORICO ..ot ssn s 14
MicotoXinas em aliMENTOS. .......ccoiiiiiiiiii s 14
(@ 0] -1 (0D d1 1 - 1 NSRRI 17
OCratoXina A €M VINNOS.......ccuiiiiiieieie st 20
ProduGao e VINNO ........cooiiiiiieeee e 20
CONSUMO A& VINNO ...ttt bbb ene s 22
Contaminagao de VINhoS POr OTA ..o 23
Microbiota das uvas e fungos produtores de miCOtOXiNas...........ccccevvvereesiveieennnns 24
Legislacdo para 0 controle de OTA ... 29
Producao e importacdo de vinhos N0 Brasil............ccccccoieiiiiiicie e, 29
Compostos fendlicos dOS VINNOS ..o 32
Propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos..........cccvvevveveiieceece i, 35
Origem e presenca de compostos fenolicos na uva e no vinho ............c.cccccvevenaee. 37
Fatores que afetam a presenca de compostos fenélicos na uva e no vinho .......... 39
RESVEFALIOL ...ttt bbbttt b b e nne s 42
REFERENCIAS ...ttt 45
CAPITULO 2 CORRELACAO ENTRE NIVEIS DE OCRATOXINA A E

RESVERATROL EM VINHOS TINTOS ......ocoiiiee e 61
LN EI0] 5161070 IR 64
MATERIAL E METODOS ..ottt 66
AAMIOSTIAS .. ..ttt b e e bt e et e s st e s b e e et e e e b e e nne e e nr e e beeanne e 66
ANALISE de OCFatOXING A ....o.oiiiiciecieeee et b e e nnenne e 68
SOIUGHES € FEAGENTES ......eveeieeiie ettt ettt b et e e e b e seesreeseeenee e 68
Preparo das amostras e purificacdo em coluna de imunoafinidade ..................... 68
Quantificacdo de ocratoxina A por cromatografia liquida..............ccccceevvevieennnn 69
Preparo da Curva PAAIE0.........cccuoiiiiieie e 70
ANAliSe de RESVEFALIOl .......ceeiieiiiicece e 70
Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados............ccccceeeverrinenens 70
RESULTADOS E DUSCUSSAOQ ......coouiveeeeeiieeteeieseeeessesssssesiessssnas s assessesssnenns 71
Ocorréncia e niveis de ocratoxina A em VINNO0S..........cccocvvviiiiieiieresese e 71
Ocorréncia e niveis de resveratrol total, cis e trans, em vinhos..............cc.ccccvvenne. 74
Correlagdo entre niveis de resveratrol total, trans, cis e ocratoxina A em

1710 10U 76
REFERENCIAS ..ottt 81
CAPITULO 3 PHENOLIC COMPOUNDS OF CABERNET SAUVIGNON

WVIINES. ... oottt sttt e b e e ae s e et et et et e s tenrenneene e 85
INTRODUCTION ..ottt sttt st st sreereens 87
MATERIAL AND METHODS ........cooiiiitit et 89
CREMICAIS ... e et 89
WWINE SAMPIES ...t bbb bbb 89
Phenolic compounds by RP-HPLC/DAD ........cccccoiiiiiiiie e 89
SEAtISTICAl ANAIYSIS.......oiviiiii s 90
RESULTS AND DISCUSSION.....coiiiiiiiieiesiieieee et eneas 91
Phenolics and flavanols COmMpPOoUNGS............ciiiiiiiiiiii e 91
REFERENGCES ...ttt bbbttt nneas 93

CONCLUSODES. ... oo ettt r oo e e, 95



CAPITULO 1 Introducdo Geral

11



12

1 INTRODUCAO

A ocorréncia de ocratoxina A (OTA) em alimentos vem sendo extensivamente
reportada, principalmente em cereais e em outros alimentos ricos em amido, além de cafe,
cacau, cerveja, uvas, suco de uvas, frutas desidratadas, plantas medicinais e vinho, este
ultimo considerado a segunda fonte mais importante de OTA para humanos, representando
de 10% a 15% do total da toxina ingerido diariamente (SERRATOSA et al., 2010; TURNER;
SUBRAHMANY AM; PILETSKY, 2009).

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

Apo6s o primeiro relato da ocorréncia de OTA em vinhos (ZIMMERLI; DICK, 1995),
varios estudos foram conduzidos para avaliar a presenca desta micotoxina na bebida e em
produtos derivados da uva, mostrando resultados preocupantes quanto ao potencial risco a
salide humana pelo consumo desses produtos oriundos de determinadas regides (TJAMOS et
al., 2004).

No Brasil, a Resolu¢do da ANVISA n. 7, de 18 de fevereiro de 2011, estabelece os
limites maximos tolerados para micotoxinas em alimentos, 0s quais se referem aos resultados
obtidos por metodologias que atendam aos critérios de desempenho estabelecidos pelo Codex
Alimentarius. Este regulamento aplica-se as empresas que importem, produzam, distribuam e
comercializem alguns produtos descritos na mesma Resolugéo. Entre as bebidas encontram-se
o0s vinhos e seus derivados, e 0s limites maximos aceitaveis para a ocratoxina A sdo de 2 pg/L
(BRASIL, 2011).

Embora a contaminacao dos vinhos por OTA seja amplamente relatada, observa-se um
crescente interesse pela bebida. Uma das possiveis explicacfes relaciona-se aos beneficios
promovidos pelos compostos fendlicos presentes na uva, dentre eles o resveratrol (FRANCIS,
2000). Este polifenol € um estilbeno formado por meio de uma reacdo de condensacao entre
trés moléculas de malonil-CoA e uma molécula de 4-cumaroil-CoA. Sua sintese ocorre em
resposta a ambientes estressantes, como infecces microbianas, radiacdo ultravioleta e
flutuacGes de temperatura. Pode ser encontrado nas configuracgdes cis ou trans (HAO; HE,
2004). Os polifenois, incluindo o resveratrol, ttm mostrado elevado efeito cardioprotetor,
possivelmente pela habilidade em reduzir o colesterol total e LDL-c, inibir a agregacao



13

plaquetaria, estimular a vasodilatagdo e enzimas antioxidantes, bem como inibir vias pro-
inflamatérias (RAHMAN, 2008).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de quantificar a incidéncia de resveratrol,
outros compostos fenolicos e ocratoxina A em vinhos tintos de diferentes origens, elaborados

a partir da variedade Cabernet Sauvignon, comercializados na cidade de Lavras, MG.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Micotoxinas em alimentos

O termo micotoxina ¢ derivado da palavra grega “mykes”, que significa fungo e do
latin “toxican”, que significa toxinas. O termo é utilizado para designar um grupo de
compostos produzidos por algumas espécies fungicas durante o seu crescimento e podem
causar doencas ou morte, quando ingeridas pelo homem ou animais. As micotoxinas sdo
contaminantes naturais de dificil controle em alimentos. Estima-se que cerca de 25% de todos
0s produtos agricolas do mundo estejam contaminados por tais substancias (BENNETT,;
KLICH, 2003). A sua producdo depende do crescimento fungico, portanto, pode ocorrer em
qualquer época do crescimento, colheita ou estocagem do alimento. Sdo produzidas durante o
metabolismo secundario de fungos filamentosos, cujos principais produtores pertencem aos
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (IAMANAKA et al., 2010).

A producdo das micotoxinas é dependente das condi¢cbes ambientais, como
temperatura, atividade de agua (ay,), substrato, pH e interacdo microbiana, entre outros. A
temperatura ideal para a producdo de micotoxinas estd entre a temperatura minima e a
maxima para o crescimento fangico, variando entre as espécies. Entretanto, alimentos
proveninentes de regides tropicais e semitropicais apresentam altos niveis de contaminacéo,
uma vez que o clima favorece o desenvolvimento de fungos toxigénicos. As toxinas podem
ser produzidas quando os valores de a,, variam entre 0,60 a 0,90, em alimentos de umidade
intermediéaria, sendo 0,70 o minimo para a sobrevivéncia dos fungos (DUARTE; LINO, 2010;
IAMANAKA et al., 2010). Na Tabela 1 séo apresentadas as condi¢des 6timas de temperatura

e ay para a producao de algumas micotoxinas.

Tabela 1 - Condi¢6es étimas de temperatura e a,, para a producdo de micotoxinas.

Micotoxinas Temperatura (°C) aw
Aflatoxina 33 0,99
Ocratoxina 25-30 0,98
Fumonisina 15-30 0,9-0,995
Zearalenona 25 0,96
Deoxinivalenol 26-30 0,995
Citrinina 20-30 0,75-0,85

Fonte: Milani (2013).
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As micotoxinas, aparentemente, ndo apresentam qualquer funcdo no metabolismo
normal dos fungos. Elas sdo produzidas, ainda que ndo exclusivamente, na medida em que o
fungo atinge a maturidade. As toxinas destes fungos apresentam efeitos toxicos em seres
humanos e animais, podendo estar contidas nos esporos e micélios, ou serem excretadas como
exotoxinas no substrato de crescimento (PITT et al., 2000). Estdo amplamente incorporadas
aos alimentos e seus derivados, constituindo um sério problema de satde pablica (BENNETT;
KLICH, 2003). Contudo, o crescimento do fungo e a presenca de toxinas ndo sdo sinébnimos
porque nem todos os fungos produzem toxinas. Por outro lado, as micotoxinas podem
permanecer no alimento, mesmo ap6s a destruicdo dos fungos que as produziram
(IAMANAKA et al., 2010).

Dentre os fatores envolvidos na producdo de micotoxinas existem os relacionados a
prépria fisiologia e bioquimica dos fungos toxigénicos, e os fatores extrinsecos (ambientais),
tais como umidade, composicao quimica do alimento (substrato), temperatura, pH e interacdo
microbiana, entre outros (IAMANAKA et al., 2010).

As micotoxinas podem entrar na cadeia alimentar humana e animal por meio de
contaminacdo direta ou indireta. A contaminacdo direta ocorre quando o produto, o alimento
ou a racdo tornam-se contaminados por um fungo toxigénico, com posterior formacgéo de
micotoxinas. Sabe-se que a maioria dos alimentos e racGes pode permitir o crescimento e 0
desenvolvimento de fungos toxigénicos, tanto durante a producdo quanto no processamento,
no transporte ou no armazenamento (FRISVAD; SAMSON, 1992). J& a contaminacao
indireta se da como residuo tecidual de micotoxinas ingeridas pelo animal nas racdes
contaminadas. Assim, quando os animais leiteiros s&o alimentados com ragdo contendo
aflatoxina, por exemplo, o metabdlito M1 aparece no leite IAMANAKA et al., 2010).

Os principais alimentos fonte de micotoxinas sdo cereais, amendoim, castanhas, frutas
secas, café, cacau, temperos, 6leos de sementes, ervilhas secas, feijao e frutas, como macé e
bebidas, como cerveja e vinho, porque utilizam malte de cevada, cereais e uvas possivelmente
contaminados (TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009).

O consumo da toxina por meio de alimentos contaminados pode resultar em lesGes de
pele, sintomas de hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, hematotoxicidade ou
genototoxicidade, podendo chegar a morte. As micotoxinas podem, ainda, apresentar efeitos
mutagénicos, teratogénicos, carcinogénicos ou imunossupressores (COLE; COX, 1981;
JOINT EXPERT COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES, 2001).

Do ponto de vista econdmico, a presenca de micotoxinas causa prejuizos a produtores,

processadores e comerciantes de alimentos e ao pais como um todo (JELINEK; POHLAND;
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WOOD, 1989; LEUNG; DIAZ-LLANO; SMITH, 2006; MILLER, 1995). Embora ndo seja
totalmente visivel, a magnitude das perdas econdmicas implica em prejuizos em Varios niveis,
como perdas diretas de produtos agricolas, perdas de animais, doengas humanas e diminuicao
da produtividade, reducdo da velocidade de crescimento em animais, rejeicdo de produtos
pelo mercado importador, entre outros. Tal rejeigdo ou, mesmo, a queda nos precos de venda
sdo prejudiciais a economia de paises que, como o Brasil, exportam grande quantidade de
produtos altamente susceptiveis a contaminacdo por micotoxinas (IAMANAKA et al., 2010).
Do ponto de vista de saude publica, a ONU estima que 40% da reducédo na expectativa de vida
em paises pobres estejam relacionados a existéncia de micotoxinas na dieta destas populacées
(KAWASHIMA, 2004).

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

No Brasil, as micotoxinas tém sido objeto de pesquisa, principalmente no centro-sul e,
recentemente, na regido sul do pais. Nas demais regides ha uma grande lacuna de informacdes
sobre a contaminacdo de alimentos por estas toxinas. Por outro lado, ha um grande nimero de
alimentos nacionais que ainda ndo foram analisados para micotoxinas, assim como varias
toxinas que ndo foram pesquisadas (KAWASHIMA, 2004).

As micotoxinas consideradas de maior risco a saide humana e animal pela Agéncia
Internacional de Pesquisa ao Cancer (International Agency for Research on Cancer, IARC)
sdo as aflatoxinas (AFLA), a ocratoxina A (OTA), a zearalenona (ZON), o desoxinivalenol
(DON) e as fumonisinas (FUMO). Existem também outras toxinas que podem causar
problemas, porém, as citadas sdo as de maior interesse de estudo (IAMANAKA et al., 2010).

Devido aos graves danos a saude humana e animal pela intoxicacdo por meio de
ingestdo de micotoxinas, o estudo e a quantificagdo da presenca delas em alimentos e bebidas
vém ganhando destaque, nacional e internacionalmente. Dentre as micotoxinas de maior
interesse pela sua toxicidade, e por estarem presentes em varios alimentos e derivados, tem-se

a ocratoxina A.
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2.2 Ocratoxina A

O grupo das ocratoxinas € compreendido por compostos que apresentam uma L-
fenilalanina ligada a uma di-idroisocumarina por uma ligagdo amida. S&o elas a ocratoxina A
(OTA), a ocratoxina B e a ocratoxina C (DUARTE; LINO, 2010; KHOURY; ATOUI, 2010).
Dentro deste grupo, a ocratoxina A é considerada a mais toxica, devido a presenca do atomo
de cloro na posi¢édo C5, adicionado a presenca de um OH fendlico (DUARTE; LINO, 2010).

A OTA é um composto branco cristalino cujo nome quimico é (R)-N-[(5-cloro-3,4-di-
hidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1H-2-benzopiran-7-il) carbonil] — L-fenilalanina. E pouco
soltvel em &gua e soltvel em solucdo aquosa de bicarbonato de soédio. Sua formula empirica é
C20H1506NCI (Figura 1) e o peso molecular é de 403,82 g mol™ (ANLI; ALKIS, 2010).

Figura 1 - Estrutura quimica da ocratoxina A.

Diidreisocumarina

Fenilalanina

Ocratoxina A

Fonte: Andrade (2016).

A ocratoxina A é uma molécula moderadamente estavel ao calor, permanecendo
intacta durante a maioria das operagdes de processamento dos alimentos e, portanto, pode
aparecer nos produtos finais. Estudos tém mostrado que o processo de lavagem de graos de
cevada reduz em somente 2% a 3% a quantidade total de OTA nele. O processo de moagem
tende a redistribuir e a concentrar as micotoxinas nos moinhos e, assim, um teor mais alto de
OTA foi encontrado em trigo, cevada e outros cereais moidos. No processo cervejeiro,
especialmente durante a fermentacao, cerca de 20% a 30% de OTA podem ser removidos do
mosto (BULLERMAN; BIANCHINI, 2007).

A OTA é produzida, principalmente, por fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium, tendo sido detectada, primeiramente, como um metabolito da espécie Aspergillus
ochraceus. Outras espécies pertencentes a este género tambem produzem a toxina, como A.
alliaceus, A. auricomus, A. carbonarius, A. citricus, A. ostianus, A. sulphureus, A. fonsecaeus,

A. petrakii, A. glaucus, A. melleus e A. niger. Ja o principal produtor de OTA do género
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Penicillium é o Penicillium verrucosum (NOGUEIRA; OLIVEIRA, 2006). No entanto, 0s
dois géneros de fungos crescem em condicdes distintas. Em regides de clima temperado, a
OTA ¢ mais produzida por fungos do género Penicillium, enquanto em regides de climas
tropicais e subtropicais sdo as espécies pertencentes ao género Aspergillus as principais
responsaveis pela contaminagdo (PRELLE et al., 2013). Em paises da América do Sul séo
trés as principais espécies produtoras de ocratoxina A, Aspergillus carbonarius, Aspergillus
niger e Aspergillus ochraceus (MAGNOLI et al., 2007).

A ocorréncia natural destes fungos em alimentos é ampla, especialmente em paises de
clima temperado (TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009; VARGA;
KOZAKIEWICS, 2006). Como muitos destes alimentos susceptiveis a contaminacdo fazem
parte da dieta normal das populagdes, a ocratoxina A tem sido detectada também em fluidos
bioldgicos, como leite humano e plasma (NOBA et al., 2009).

Os alimentos mais comumente contaminadaos por OTA sdo cereais e outros alimentos
ricos em amido, café, temperos, frutas secas, cerveja e vinho, sendo também encontrada em
carne animal (TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009). Os cereais sdo a maior
fonte de contaminacdo por OTA, sendo 50% da ingestdo humana diaria desta micotoxina
devido ao seu consumo. A segunda maior fonte de contaminacdo € o vinho, o qual colabora
com a porcentagem de 10% a 15% do total de OTA ingerida diariamente (KHOURY et al.,
2008; MATEO et al., 2007).

O trato gastrintestinal é a principal via de contaminacdo por OTA, sendo a micotoxina
absorvida lentamente ao longo do percurso. Na maioria das espécies ha uma primeira e rapida
absorcdo no estbmago, devido as suas caracteristicas acidas, seguindo-se de uma absorcdo
lenta, no &mbito intestinal. Uma das propriedades toxicocinéticas mais significativas da OTA
¢ a sua alta afinidade para ligar-se a proteinas plasmaticas. Esta ligacao sera determinante para
a persisténcia da micotoxina no sangue e, portanto, para a sua toxicidade. A fracdo ligada a
macromoléculas constitui um reservatorio da micotoxina que permite liberta-la para os tecidos
durante um longo periodo de tempo. Tambem a alta afinidade pelas proteinas séricas retarda a
eliminacdo da micotoxina pelo organismo, aumentando o seu tempo de meia vida. De acordo
com alguns estudos, s6 uma pequena porcentagem de OTA permanece livre na corrente
sanguinea. O tempo de meia vida em humanos é de 35 dias, 0 que aumenta o risco, uma vez
que, em outras espécies, esse tempo € menor (HOPE; HOPE, 2012; NOGUEIRA,;
OLIVEIRA, 2006).

A excrecao biliar e a filtragdo glomerular parecem ser as principais vias de eliminagéo
da OTA, sendo demoradas e dependentes da espécie e do género (HOPE; HOPE, 2012). A
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excrecdo pelo leite também foi demonstrada em ratos, coelhos e humanos. Em ruminantes, a
transferéncia para o leite parece ser muito baixa, em parte devido a sua metabolizacdo prévia
pela microbiota intestinal. A hidrélise da OTA ocorre, majoritariamente, em ambito intestinal,
por acdo enzimatica da microbiota local (NOGUEIRA; OLIVEIRA, 2006). A primeira
envolve a hidrolise da ligagdo amida que une o grupo L-fenilalanina e a ocratoxina a. Uma
vez que esses grupos ndo sdo toxicos, esse mecanismo pode ser considerado uma via de
desintoxicacdo. A segunda via, mais hipotética, envolve a hidrolise do anel lacténico. Nesse
caso, 0 produto de degradacdo ¢ a OTA com o anel lactdnico aberto, que tem toxicidade
semelhante a da OTA, quando administrada em ratos. Apesar de esta ser uma via hipotética,
lactono-hidrolases microbiolégicas s&o comuns (ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO,
2010). Algumas enzimas também sdo capazes de hidrolisar a OTA, como foi mostrado em
alguns estudos com a carboxipeptidase A de pancreas bovino, e a enzima age fazendo a
hidrélise da fracdo amida da OTA (PITOUT, 1969).

Tem sido demonstrado em estudos que a ocratoxina A tem acdo nefrotdxica,
teratogénica, carcinogénica, imunossupressora e esta relacionada com a nefropatia endémica
dos Balcds, doenca degenerativa dos rins que afeta exclusivamente a populacdo adulta rural
(KHOURY et al., 2008). Trabalhos também revelam uma conex&o com a exposicdo a OTA e
o cancer no figado, nos rins, nas glandulas mamarias e nos testiculos, em animais. A OTA
também tem efeito neurotoxico, afetando vérias areas do sistema nervoso (HOPE; HOPE,
2012). A carcinogenicidade em ratos foi observada em doses relativamente baixas (70 pg kg
1), tendo a teratogenicidade sido verificada, principalmente, no sistema nervoso central, mas
com concentragBes muito superiores as normalmente presentes nos alimentos (1 mg kg™).
Podem ser observados efeitos imunotoxicos com concentracGes relativamente baixas de OTA,
na ordem dos ng kg™. Concentracdes de 5 ng kg™ peso corporal originam imunossupressao
em ratos (NOGUEIRA; OLIVEIRA, 2006).

Um dos principais mecanismos de acdo da OTA parece estar relacionado com a
inibicdo da sintese de proteinas. Além disso, esta toxina parece ser capaz de induzir
mecanismos de estresse oxidativo, com a formacdo de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio, responsaveis pela citotoxicidade. A peroxidagdo dos &cidos graxos poli-insaturados
das membranas celulares leva a alteracdo da permeabilidade i6nica da membrana. Este
mecanismo interfere também nas membranas mitocondriais, sendo 0 suposto responsavel
pelos efeitos observados nas mitocondrias. Estudos demonstraram haver atividade mutagénica

por meio da acdo de algum metabolito da OTA ou pela formagdo de radicais livres. A
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exposicdo a micotoxina parece induzir & lesdo e a reparacdo do DNA e a alteracGes
cromossomais em células de mamiferos in vitro e in vivo (NOGUEIRA; OLIVEIRA, 2006).
A presenca deste contaminante quimico na dieta humana, especialmente na dieta de
grupos vulneraveis da populacdo, como os lactentes, é de grande preocupacdo (ALVITO et
al., 2010). De acordo com a International Agency for Research on Cancer (IARC, 1993), a
ocratoxina A esta inserida no grupo 2B como um possivel agente carcinogénico para humanos
(KHOURY et al., 2008). Portanto, abordagens para prevenir a contaminacdo por OTA em
alimentos tornam-se cada vez mais importantes para a inocuidade alimentar e a manutencéo

da saude de animais e seres humanos.

2.3 Ocratoxina A em vinhos
2.3.1 Produgéo de vinho

Os vinhos séo definidos e classificados, no Brasil, de acordo com a Portaria n° 229, de
25 de outubro de 1988 e as Leis n° 7.678, de 8 de novembro de 1988 e n° 10.970, de 12 de
outubro de 2004 (PEDRUCCI; BERTI, 2010; UNIAO BRASILEIRA DE
VITIVINICULTURA - UVIBRA, 2014). O vinho, de acordo com estes instrumentos legais, é
uma bebida proveniente, exclusivamente, da fermentacéo alcodlica de uva madura e fresca ou
de suco de uva fresca, com o contetdo de alcool adquirido minimo de 7% (v/v a 20 °C). Os
vinhos sdo classificados, quanto a classe, como de mesa, leve, fino, espumante, frisante,
gaseificado, licoroso e composto; quanto a cor, em tinto, rosado e branco, e, quanto ao teor de
acucar, em nature, extra-brut, brut, seco, meio doce, suave e doce (BRASIL, 1988, 2004).

O vinho tinto € definido como o produto da fermentagdo alcodlica do mosto simples
de uvas tintas sds, frescas e maduras. Entretanto, hd uma enorme gama de tipos de vinhos
tintos, em funcéo da variedade da uva que lhe deu origem, da origem geogréafica do vinhedo,
da estrutura quimica, da capacidade de envelhecimento, do teor de aclcar e do método
empregado na sua elaboracdo (GUERRA, 2010).

A diferenca entre o vinho tinto e o vinho branco esta no tipo de uva utilizada. O vinho
branco é produzido a partir de uvas brancas, rosadas ou tintas, desde que estejam sem as
cascas, seguindo as mesmas etapas de processamento do vinho tinto (PROCESSO..., 2014).

O vinho é produzido em grande parte do mundo, como pode ser observado na Figura
2. No entanto, a producdo mundial da bebida, em 2016, caiu cerca de 3,2%, quando

comparada aos dados do ano anterior, totalizando 267 milhdes de hectolitros produzidos. Um
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dos fatores apontados para tal redugdo no volume produzido deve-se a fatores climéticos,
principalmente no que diz respeito aos paises latino-americanos, como Brasil e Argentina, que
sofreram o fendmeno climatico ElI Nifio, compromentendo grande parte da producéo
(INTERNATIONAL ORGANISATION OF VINE AND WINE - O1V, 2016).

Figura 2 - Producdo mundial de vinho no ano de 2015.
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Fonte: OIV (2016).

De acordo com a Food and Agriculture Organization of Unites Nations (FAO, 2015),
0 continente que deteve a maior producdo média de vinhos entre os anos de 1993 e 2013 foi a
Europa, com cerca de 67,4% da producéo total, sequida das Américas, com 19,10%; da Asia,
com 5,80%; da Oceania, com 4,10% e da Africa, com 3,60%. No ano de 2015 foram
produzidos cerca de 28 milhdes de litros de vinho em todo 0 mundo. A relacdo dos paises que

mais produziram a bebida encontra-se na Tabela 2.
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Tabela 2 - Producdo mundial de vinhos no ano de 2015.

Pais Producdo mundial (%)
Italia 17,43
Franca 16,73
Espanha 13,10
Estados Unidos 10,48
Argentina 4,72
Chile 4,54
Australia 4,19
Africa do Sul 3,94
China 3,87
Alemanha 3,13
Portugal 2,36
Russia 1,62
Roménia 1,23
Hungria 1,02
Brasil 0,99

Fonte: Wine Institute (2015).

O pais que mais produz vinhos, em a&mbito mundial, € a Italia, representando 17,43%
de toda a producdo da bebida, seguida por Franca (16,73%), Espanha (13,10%) e Estados
Unidos (10,48%), sendo o Brasil o 15° maior produtor, responsavel por 0,99% da producao
mundial (WINE INTITUTE, 2015).

2.3.2 Consumo de vinho

O consumo total de vinho em alguns paises, nos anos de 2013 a 2015, € apresentado
na Tabela 3. O pais que mais consumiu vinho nestes anos foram os Estados Unidos, retendo
13,43% do consumo mundial, seguido por Franca (11%), Italia (8,30%), Alemanha (8,30%) e
China (6,48%). O Brasil consumiu cerca de 1,42%, aproximadamente 1,70 L de vinho per
capita, sendo de 350.000 L o volume total consumido somente no ano de 2015 (WINE
INSTITUTE, 2015).
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Tabela 3 - Consumo mundial de vinhos nos anos de 2013 a 2015.

Pais Consumo Mundial (%)
Estados Unidos 13,43
Franca 11,01
Italia 8,30
Alemanha 8,30
China 6,48
Reino Unido 5,22
Argentina 4,17
Espanha 4,05
Russia 3,60
Australia 2,19
Canada 2,11
Portugal 1,94
Africa do Sul 1,70
Roménia 1,58
Japéo 1,42
Brasil 1,42

Fonte: Wine Institute (2015).

Conforme dados apresentados, existe uma variacdo no consumo de vinho conforme a
classe socioecondmica dos brasileiros, sendo as classes A, B, C, D e E responsaveis pelo
consumo de cerca de 38%, 27%, 25%, 24% e 18%, respectivamente. Além disso, a regido do
Brasil que mais consome vinho é a regido sul (29%), seguida pelo sudeste (27%), 0 norte
(26%), o centro-oeste (24%) e o nordeste (18%) (BRASIL, 2007).

2.3.3 Contaminacgéo de vinhos por OTA

As uvas (Vitis vinifera L.) estdo sujeitas a contaminagdo por microrganismos presentes
no ambiente da lavoura, na colheita e na elaboracdo dos vinhos. Atualmente, dentre o0s
microrganismos contaminantes, h4 uma maior preocupacdo com relacdo aos fungos
produtores de micotoxinas, em especial a OTA, sendo Aspergillus o principal género produtor
desta toxina em uvas (Vitis vinifera L.) (ROUSSEAUX et al., 2014; SERRA et al., 2006).

A OTA foi detectada pela primeira vez, em vinhos, em 1995 (ZIMMERLI; DICK,
1995). Desde entdo também tem sido detectada em outros produtos derivados da uva
(VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006). A contamina¢do do vinho se da quando as uvas
destinadas ao processamento sdo alvo do desenvolvimento de fungos e, assim, a matéria-
prima é a responsavel pela maior fonte de OTA na bebida (NUNEZ et al., 2008).

Durante a maturagdo das uvas ocorre um aumento no teor de agtcar e 0 amolecimento

da pelicula da baga e, até a colheita, as uvas tornam-se mais susceptiveis a infeccdo por
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fungos toxigénicos (BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO, 2006; LEONG et al., 2006, 2007).
Assim, o retardamento da colheita de uvas pode aumentar o risco de contaminagdo por OTA
(GAMBUTI et al., 2005).

Na producéo do vinho tinto, as cascas das uvas ficam em contato com o0 mosto durante
a etapa de esmagamento e fermentacédo, transmitindo a OTA produzida pelos fungos que se
desenvolveram nas cascas para o liquido, que sofrerd outras etapas de processamento. Quando
sdo utilizadas uvas rosadas ou tintas para a producdo do vinho branco, as cascas Sdo
removidas logo no comeco do processamento, reduzindo, assim, a quantidade de OTA que é
transmitida ao mosto (MATEO et al., 2007).

2.3.4 Microbiota das uvas e fungos produtores de micotoxinas

O ecossistema microbiano da uva é composto por uma grande diversidade de
microrganismos capazes de se desenvolver em pH &cido, incluindo leveduras, bactérias e
fungos, saprofiticos, fitopatogénicos e toxigénicos. Os géneros de fungos filamentosos
comumente encontrados em uvas sdo Alternaria, Acremonium, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Penicillium e Rhizopus (ABRUNHOSA et al., 2001; BELLI et al., 2006; MUNDY;
CASONATO; MANNING, 2009; SERRA et al., 2006).

Diversos estudos tém relatado que, na superficie de bagas sadias, a maior parte da
micobiota é formada por leveduras (FLEET; HEARD, 1993; NALLY et al., 2012; PITT,;
HOCKING, 1997), sendo algumas espécies produtoras de compostos antiflngicos, inibindo,
assim, o crescimento de fungos filamentosos na superficie das bagas. J& em bagas injuriadas
ocorre uma maior incidéncia de fungos filamentosos (NALLY et al., 2012).

O principal fungo filamentoso responsavel pela podriddo da uva é Botrytis cinerea, um
patégeno que danifica as bagas e tem efeito prejudicial nas propriedades organolépticas das
uvas e seus derivados. No entanto, a maioria dos estudos sobre fungos filamentosos em uvas
tem se concentrado em dois géneros, Aspergillus e Penicillium, os quais também causam
podriddo nas uvas, tornando-as secas, com aspecto enrugado e tém sido associados a
deterioracdo de uvas e a producgdo de micotoxinas (ROUSSEAUX et al., 2014; SERRA et al.,
2006).

O género Penicillium tem sido relatado como agente causador do mofo verde, uma
doenca secundaria em bagas maduras que resulta em perda de mosto, de cor e diminui¢do na
concentragio de aglcares (KASSEMEYER; BERKELMANN-LOHNERTZ, 2009). Este

género é mais frequentemente encontrado em vinhedos mais frios e secos. Algumas espécies
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tém sido relatadas como produtoras de micotoxinas em uvas, como a patulina e a citrinina,
porém, estas toxinas tendem a ser degradadas no processo de fermentacdo na elaboracéo de
vinhos (ROUSSEAUX et al., 2014). P. chrysogenum foi a espécie mais comumente isolada na
Argentina (MAGNOLLI et al., 2003), enquanto, na Franca e em Portugal, a espécie de maior
incidéncia foi P. brevicompactum (SAGE et al., 2002; SERRA et al., 2006). No entanto, em
outros estudos P. expansum foi identificada como a espécie mais frequentemente isolada de
vinhedos portugueses (ABRUNHOSA et al., 2001) e franceses (BEJAOUI et al., 2006; LA
GUERCHE et al., 2004). Na regido vitivinicola do Vale do Submédio S&o Francisco, Freire
(2016) encontrou uma grande diversidade de espécies pertencentes a este género, entre elas
Penicillium sclerotiorum, P. solitum, P. glabrum, P. decumbens, P. implicatum e P. citrinum,
cuja producéo de citrinina foi observada em todos os isolados.

Estes estudos demonstram que a incidéncia de diferentes espécies do género varia ndo
apenas com a localizacdo geogréafica, mas também com a safra e as condic¢Ges climéticas. Por
isso, é provavel que seja dificil generalizar a gestdo de controle de fungos filamentosos
(ROUSSEAUX et al., 2014).

Aspergillus sdo fungos saprofiticos, presentes na camada superior do solo de cultivo
das videiras, que é levado para os cachos e se desenvolve nas bagas (LEONG et al., 2006).
Estdo presentes nos cachos desde o inicio do ciclo, porém, sua ocorréncia aumenta
significativamente nos estagios posteriores de crescimento das uvas até a colheita, quando a
umidade relativa e a temperatura encontram-se mais elevadas (BATTILANI; GIORNI;
PIETRI, 2003).

Segundo Leong et al. (2006), no periodo ap6s a maturacdo, quando a pelicula da baga
torna-se macia, 0s agucares acumulam-se e ha reducdo da acidez, ocorrendo uma maior
susceptibilidade a infec¢do das bagas por Aspergillus. No entanto, antes que isso ocorra, 0S
fungos precisam sobreviver no vinhedo, muito provavelmente no solo. Fatores como a
atividade de agua e a temperatura afetam a sobrevivéncia dos esporos destes fungos,
influenciando o ino6culo inicial quando as uvas se tornam susceptiveis (BATTILANI;
MAGAN; LOGRIECO, 2006; BELLI et al., 2005; SERRA; BRAGAB; VENANCIO, 2005).

A. carbonarius e A. niger, pertencentes a Secdo Nigri, sdo as espécies mais isoladas,
representando de 50% a 98,5% do género isolado de bagas de uvas (Vitis vinifera L.)
(ROUSSEAUX et al., 2014). Isolados de A. aculeatus, A. awamori, A. flavus, A. foetidus, A.
fumigatus, A. japonicus, A. melleus, A. niveus, A. ochraceus, A. parasiticus, A. tubingensis, A.
uvarum e A. wentii também tém sido encontrados, mas em baixas frequéncias (BAU et al.,
2005; BEJAOUI et al., 2006; LEONG et al., 2007; SAGE; GARON; EIGLE-MURANDI,
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2004; SERRA; BRAGAB; VENANCIO, 2005; SOMMA; PERRONE; LOGRIECO, 2012;
SPADARO et al., 2012).

Aspergillus niger, A. carbonarius, A. aculeatus, A. niger agregado, A. flavus e A. sojae
foram isolados de uvas produzidas no Vale do Submédio Sao Francisco. Todas as espécies de
A. carbonarius produziram OTA, enquanto 60% de A. ochraceus e apenas 14,29% de A. niger
e A. niger agregado foram produtores da toxina. Todos os isolados de A. parasiticus foram
produtores de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, no entanto, apenas 14% de A. flavus produziram
aflatoxina B1, B2 (FREIRE, 2016).

O aumento da temperatura, no més que precede a colheita das uvas, favorece o
desenvolvimento dos Aspergillus Secdo Nigri (BELLI et al., 2005) que, devido aos seus
esporos pretos, sdo altamente resistentes a luz solar e sobrevivem a exposi¢édo ao sol, obtendo
uma vantagem competitiva em climas mais quentes (ROTEM; AUST, 1991). O aumento da
umidade relativa entre 805 e 100% também favorece o desenvolvimento destes fungos, bem
como a produc&o de toxinas (BELLI et al., 2007).

A incidéncia de Aspergillus em uvas aumenta quando ocorre irrigacdo excessiva
durante o estagio de maturacdo, o que provoca o rompimento das bagas. Periodos de chuva
durante a colheita também podem causar o rompimento. Além disso, os danos na superficie
das bagas podem ser causados por insetos, aves e outros fungos, facilitando o
desenvolvimento de espécies produtoras de micotoxinas (LEONG et al., 2006). A presenca de
tracas e insetos também pode dispersar ou carregar esporos para as bagas de uvas, facilitando,
assim, a penetracao rapida dos fungos na fruta (COZZI et al., 2006).

Diferentes condicdes climaticas podem afetar o desenvolvimento dos fungos
(BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO, 2006; BELLI et al., 2005; LEONG et al., 2006).
Temperatura, umidade, aeracdo, periodo de infeccdo e a interacdo entre diferentes fungos sao
fatores que irdo influenciar o desenvolvimento das espécies e, consequentemente, a producéo
de micotoxinas (SCUDAMORE; PATEL; BREEZE, 1999).

Na Tabela 4 estdo apresentadas as principais caracteristicas para o desenvolvimento

dos géneros Aspergillus e Penicillium, principais produtores de OTA em uvas.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002006000062#bib22
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Tabela 4 - Principais carcateristicas dos fungos produtores de OTA.

Género Aspergillus Género Penicillium
Crescimento a temperaturas mais altas: Crescimento a temp. <30 °C (Max. a
A. ochraceus: 8 a 37 °C (Max 31°C); aw até 0,77 20 °C); aw até 0,8; pH entre

A. carbinarius: 32 a 35 °C; aw 0,82 6,0-7,0

A. niger: 8 a 47°C (Max 37 °C); aw até 0,72

Contaminante de café, uvas-passas Contaminante de cereais armazendados e
Regides mais quentes e dos tropicos carne

Norte e centro da Europa e Canada
Fonte: Nogueira e Oliveira (2006).

Tem sido demonstrado em estudos que o fungo responsavel pela maior producdo de
OTA nas uvas € o Aspergillus carbonarius, que se desenvolve em bagas danificadas. Porém,
para que haja o crescimento deste fungo, as condi¢des climaticas e de atividade de agua (aw)
devem ser favoraveis (CLOUVEL et al., 2008). Passamani (2014) avaliou a ocorréncia de
fungos Aspergillus Secao Nigri em uvas cultivadas nos estados de Séo Paulo, Minas Gerais e
no Vale do Submédio S&o Francisco, bem como os principais pardmetros que influenciam o
desenvolvimento das espécies e a consequente producdo de micotoxinas. As condi¢des de
cultivo nas quais A. carbonarius apresentou maior crescimento foram as seguintes:
temperatura entre 20 °C a 33 °C; aw entre 0,95 e 0,98 e pH entre 5 e 6,5. A maior
concentracdo de toxina (10 pg/g) foi a temperatura de 15 °C, pH superior a 6,0 e aw de 0,99.
Para 0 A. niger, a condi¢do de cultivo 6tima para o crescimento foi na temperatura entre 25 °C
e 40 °C, aw superior a 0,96 e pH entre 4,0 e 6,5. A maior sintese de toxina (7 pg/g) ocorreu na
temperatura de 15 °C e niveis superiores a 0,98 de aw.

As principais espécies determinadas como produtoras de OTA em uvas e vinhos em

diversos paises sdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Fungos responsaveis por contaminacdo de OTA em uvas e vinhos, em diferentes

paises.
Pais Espécie responsavel
Argentina Agregado de Aspergillus niger
Austrélia Aspergillus carbonarius
Brasil Aspergillus carbonarius e agregado de Aspergillus niger
Franca Aspergillus carbonarius
Grécia Aspergillus carbonarius e agregado de Aspergillus niger
Hungria Agregado de Aspergillus niger
Israel Aspergillus carbonarius e agregado de Aspergillus niger
Italia Aspergillus carbonarius e agregado de Aspergillus niger
Portugal Aspergillus carbonarius, agregado de Aspergillus niger e A.

ochraceus

Espanha

Aspergillus carbonarius e A. ochraceus

Fonte: Varga e Kozakiewicz (2006).

Terra (2014) avaliou a incidéncia dos fungos Aspergillus Secdo Nigri em diferentes
cultivares de uvas viniferas da regido tropical do Brasil e verificaram o efeito de fungicidas
sobre o crescimento de A. carbonarius e a producdo de OTA. A uva ‘Petit Verdot’ foi a que
apresentou maior incidéncia de contaminacao, demonstrando que a cultivar pode influenciar a
incidéncia dos fungos Aspergillus Secdo Nigri. Todos os isolados de A. carbonarius (103)
foram produtores de OTA, enquanto nas demais espécies nenhum dos isolados foi
ocratoxigénico. Em relacéo aos testes envolvendo a eficacia dos fungicidas, na dose comercial
recomendada, a maioria dos prdutos testados foi efetiva no controle do crescimento de A.
carbonarius, bem como na producgéo de OTA in vitro, sendo este efeito influenciado pelo tipo
de fungicida, pela dose utilizada e pela temperatura. A temperatura foi considerada fator
determinante que influencia a efetividade dos fungicidas sobre o crescimento de A.
carbonarius e a producédo de OTA, tendo a maior reducdo do crescimento e a maior producao
de OTA sido detectados a 15 °C. Ao contrario do que foi observado in vitro, as doses dos
fungicidas testadas ndo foram efetivas no controle de A. carbonarius em uvas. Assim, o efeito
direto dos fungicidas nas uvas deve ser mais estudado, a fim de se obter uma maior

aproximagéo das condig0es que ocorrem no campo.
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2.3.5 Legislacio para o controle de OTA

O dificil controle fungico nos alimentos, a especial estabilidade e a alta toxicidade
apresentada pela OTA sustentam o estabelecimento de niveis maximos desta micotoxina (e
também para outras) nos alimentos.

Vaérios paises tém estabelecido os niveis maximos de OTA em alimentos, incluindo
Brasil, Israel, Suica, Uruguai e Unido Europeia (WU; BUI-KLIMKE; SHIELDS, 2014). No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determina, pela Resolucédo
RDC ne 7, de 18 de fevereiro de 2011 (BRASIL, 2011), os niveis de OTA em alimentos
(Tabela 6). J& na Unido Europeia, os niveis maximos de OTA nos alimentos foram
determinados pela Autoridade de Seguranca Alimentar Europeia (European Food Safety
Authority — EFSA), por meio da Comissdo Reguladora EC n° 1881/2006, de 19 de dezembro
de 2006 (EUROPEAN UNION - UE, 2006). A EFSA também determina o valor de ingestéo
semanal toleravel de OTA, sendo igual a 120 ng kg™ de peso corpéreo.

Tanto a ANVISA quanto a EFSA estabelecem, para o vinho, a concentragdo maxima
permitida de OTA igual a 2 pg kg™. Dessa forma, concentracdes menores que a estabelecida

no produto em questdo séo seguras.

Tabela 6 - Limites maximos tolerados (LMT) para ocratoxina A, segundo RDC n° 7, de 18 de
fevereiro de 2011.

Alimento LMT (pg/kg)
Cereais e produtos de cereais, incluindo cevada malteada 10
Feijdo 10
Cafeé torrado (moido ou em gréo) e café solavel 10
Vinho e seus derivados 2
Suco de uva e polpa de uva 2
Especiarias 30
Alimentos a base de cereais para alimentacao infantil 2
Produtos de cacau e chocolate 5
Améndoa de cacau 10
Frutas secas e desidratadas 10

Fonte: Brasil (2011).

2.3.6 Producéo e importacéo de vinhos no Brasil

A cultura da videira tem grande valor, ndo apenas por representar a maior producao
mundial do setor de horticultura, mas tambem por trazer conexdes historicas com o

desenvolvimento da humanidade. O produto principal, o vinho, foi considerado, pelos povos
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antigos, a bebida dos deuses, estando acessivel apenas aos poderosos da época (THIS;
LACOMBE; THOMAS, 2006).

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

A maior concentracdo da producdo de uvas ocorre na Europa, embora sua area de
cultivo e consequente produgdo estejam sendo reduzidas de forma expressiva. A area média
de viticultura, em 1990/1992, representava 67,31% do total mundial, passando para 56,35%,
no triénio 2005/2007. Nesse mesmo periodo, a producdo de uvas na Europa, que representava
60,12% da mundial, caiu para 43,14%. Em contrapartida, ocorreu aumento na area e na
producdo dos demais continentes. Considerando a média da producéo dos anos 2005/2008,
em relacdo a média 1990/1992, o continente europeu apresentou reducao na producdo de uvas
de 23,35%. A Asia, a América, a Africa e a Oceania aumentaram a producdo em 115,93%,
35,99%, 60,35% e 92,35%, respectivamente, no mesmo periodo (MELLO, 2009).

As primeiras videiras cultivadas no Brasil eram de origem europeia e surgiram com a
chegada dos colonizadores portugueses (1532). Em meados do século XIX, os imigrantes
italianos introduziram a variedade de uva americana ‘Isabel’ , culminando na répida
substituicdo dos vinhedos das variedades europeias, tornando-se a base para o
desenvolvimento da vitivinicultura comercial nos estados do Rio Grande do Sul e Séo Paulo.
A partir do inicio do século XX, a viticultura paulista substituiu as cultivares da variedade
Isabel por ‘Nidgara Branca’ e ‘Seibel I1I’. Neste mesmo periodo, com incentivos
governamentais, o Rio Grande do Sul intensificou a plantacdo de castas viniferas
(BOTELHO; PIRES, 2009). O cultivo da uva, no Brasil, sempre esteve restrito as regides sul
e sudeste, mantendo as caracteristicas de cultura de clima temperado, em que, ap6s o ciclo de
colheita, a videira passava por um periodo de repouso, nas baixas temperaturas do inverno. A
partir da década de 1960, a uva ‘Italia’ passou a ser introduzida com sucesso na regiao
semiarida do Vale do Submédio S&o Francisco, marcando o inicio da viticultura tropical no
Brasil (WENDLER, 2009). Camargo, Tonietto e Hoffmann (2011) destacam que a viticultura
tropical também passou a ser cultivada no noroeste paulista e no norte de Minas Gerais. Nos
ultimos anos, esta expansdo ocorreu pelos estados do Espirito Santo, de Mato Grosso do Sul,

de Mato Grosso, de Goias, de Rondonia, do Ceara e do Piaui.
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Devido a diversidade ambiental é possivel observar diferentes caracteristicas
bioclimaticas entre as regides vitivinicolas do Brasil, sendo possivel encontrar videiras com
um, dois ou trés ciclos anuais (PROTAS et al., 2005).

De acordo com os dados estatisticos disponiveis, observou-se que, em 2014, ocorreu
aumento de 1,64% na produgdo nacional de uvas, principalmente nos estados da Bahia e de
Santa Catarina. Na Bahia, em 2014, o aumento da producdo foi de 46,77%, em relacéo ao ano
de 2013. Nesse estado houve a substituicdo de cultivares tradicionais de baixa produtividade,
cujas areas estavam sendo abandonadas, por cultivares protegidas (importadas) de alta
produtividade, oriundas, principalmente, de grandes empresas americanas, italianas e sul-
africanas. Em Santa Catarina, onde ocorreu aumento de 24,37% na producéo, houve apenas a
reposicdo da producdo perdida em 2013, devido a geada ocorrida em alguns locais de
producdo. Verificou-se, também, aumento de producdo nos estados de Pernambuco, Parana e
Rio Grande do Sul, de 3,52%, 2,35%, e 0,53%, respectivamente. Em Minas Gerais, Sdo Paulo
e Goias ocorreu reducdo de producdo no ano de 2014. Nos estados do Ceara e de Goias, onde
a viticultura esta sendo implantada, era esperado aumento de producdo, no entanto, houve
reducdo de 13,70% e de 27,31%, respectivamente. Em Minas Gerais, a reducdo da producao
foi de 9,24% e, em Séo Paulo, diminuiu 15,09%. Em 2014, a producao de uvas destinadas ao
processamento (vinho, suco e derivados) foi de 673 milhdes de kg de uvas, representando
46,89% da producdo nacional. O restante da producédo (53,11%) foi destinado ao consumo in
natura (MELLO, 2015).

Apesar da producéo significativa de uvas e da elaboracdo de vinhos no pais, observa-
se um aumento nas importa¢fes do produto. No ano de 2014, as importagfes mostraram
aumento de, aproximadamente, 10% (MELLO, 2015).

O Brasil importa vinhos de 30 paises, sendo a maior parte do volume total proveniente
do Chile, Argentina, Italia e Franca. Os vinhos chilenos representam 43,5% das importacdes
brasileiras e os argentinos, 14,5%, ou seja, o brasileiro consome, aproximadamente, 60% de
vinhos provenientes destes paises. Os vinhos do Velho Mundo mais importados sdo os da
Itdlia, Franca e Portugal, representando 9%, 5% e 10,9%, respectivamente (INSTITUTO
BRASILEIRO DO VINHO - IBRAVIN, 2016). Na Figura 4 é possivel observar a evolucéo e
0 aumento das importacdes ao longo dos anos, bem como a representativadade de cada pais

no volume total importado.
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Figura 4 - ImportacGes brasileiras de vinhos por pais de origem.
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Fonte: IBRAVIN (2016).

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

mais baixos.

2.4 Compostos fendlicos dos vinhos

Os compostos fendlicos sdo os metabdlitos secundarios mais abundantes presentes no
reino vegetal (SUN et al., 2016). Nas uvas, tais compostos sdo formados durante o
amadurecimento e estdo relacionados a varias das principais caracteristicas do vinho (MA et
al., 2014), exercendo influéncia significativa nos aspectos sensoriais da bebida, tais como
maciez, cor, palatabilidade, amargura e adstringéncia (ISABELLE et al., 2009; MA et al.,
2014).

Tais compostos sdo formados durante o amadurecimento da uva a partir de
aminoacidos aromaticos pela via do &cido siquimico na seguinte ordem: em primeiro, 0s
acidos fenolicos gque, juntamente com os estilbenos, pertencem ao grupo dos nao flavonoides
e, em segundo, os flavonoides - antocianinas, flavondis e flavandis. Sdo constituintes naturais
que exercem acdo antioxidante devido a sua estrutura quimica (anel benzénico com hidroxilas
associadas) e podem propiciar diversos beneficios bioldgicos (DAUDT; POLENTA, 1999;
MA et al., 2014).

A quantidade de compostos fendlicos gerada no vegetal varia de acordo com as
condicgdes de cultivo e de producdo do alimento. Muitos fatores influenciam o teor destes
compostos em vinhos, entre eles a variedade da uva utilizada na producgéo da bebida, o solo de
cultivo, a localizagdo geografica e as condigbes climaticas (“terroir"), o processo de
vinificacdo e envelhecimento, etc. (GORINSTEIN et al., 1984; MA et al., 2014; SUN et al.,
2015, 2016; ROBINSON; WINGE, 2010).
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As uvas e 0s vinhos sdo considerados grandes fontes dietéticas de compostos fendlicos
(ALEN-RUIZ et al., 2009; SANTOS, 2006). Como consequéncia, 0 vinho tinto é uma das
bebidas mais citadas quanto aos beneficios promovidos pela sua acdo antioxidante,
contribuindo para a prevencdo de neoplasias e distdrbios cardiovasculares, dentre outros
(DUDLEY etal., 2008; MINUTI; PELLEGRINO; TESEI, 2006; NETZEL et al., 2003).

A estrutura base dos flavonoides € constituida por dois anéis aromaticos ligados por
um anel pirano. A classificacdo deste grupo de fenolicos encontra-se associada ao nivel de
hidroxilacdo, metilacdo, acilacdo ou glicosilagdo da estrutura fundamental, resultando em
consideravel quantidade de classes (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007,
PETERSON; DWYER, 1998). Dos flavonoides, as antocianinas e os taninos despertam maior
interesse por serem responsaveis pela coloracdo tinta e a estrutura dos vinhos,
respectivamente, exercendo, ainda, fundamental papel no seu equilibrio gustativo (LIMA,
2010; USSEGLIO-TOMASSETTI, 1995). A excecdo das variedades tintureiras, a producio
das antocianinas em uvas € restrita a casca, em concentra¢cbes que variam 300 a 750 g,
predominando as formas glicosiladas de delfinidina, petunidina, peonidina e cianidina.

O vinho tinto apresenta maiores quantidades de substancias fendlicas que o vinho
branco (GUERRA; BARNABE, 2005) devido & composicio das uvas, ao maior contato das
cascas, sementes e engacos durante o processamento, sendo a catequina e o acido galico os
compostos de maior ocorréncia.

Em uma pesquisa realizada com quatro vitiviniferas cultivadas no Vale do Submédio
Sdo Francisco, Lima (2010) encontrou que o maior teor de antocianinas na data da vindima
foi exibido pela Cabernet Sauvignon (1.067,3 mg.L-1 ), tendo as variedades Tempranillo e
Syrah alcangado 944,4 mg.L-1 e 939,6 mg.L-1 e a Grenache, apenas 271,08 mg.L-1 . Esta
variabilidade pode ser decorrente das caracteristicas genéticas das variedades, a exemplo das
bagas da Cabernet Sauvignon, com menor tamanho, propiciando maior acumulo de
antocianinas (PEYNAUD, 1997; USSEGLIO-TOMASSETTI, 1995) e da temperatura, por
mecanismos ainda ndo estabelecidos de reducdo e degradacdo e da associacdo de ambos.
Convém ressaltar que, embora temperaturas acima de 35 °C, durante o periodo de
amadurecimento das uvas, exer¢cam pouca influéncia sobre a concentracdo dos compostos
fenolicos, a luz solar exerce efeito significativo sobre a biossintese das antocianinas, assim
sendo o bindbmino luz/calor indispensavel a sintese de fenolicos, aumentando, principalmente,
0 acumulo de flavondis (GUERRERO et al., 2009; PEREIRA et al., 2005). Ademais, Berli et

al. (2008), investigando os efeitos da incidéncia da luz solar sobre a biossintese de
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antocianinas em Vitis viniferas em relacdo a altitude (500, 1.000 e 1,500 m acima do nivel do
mar), constataram que quanto maior a incidéncia solar maior o teor de antocianinas.

Com relacdo aos flavanois (catequina, epicatequinas e epigalocatequinas),
encontrados, principalmente, nas sementes e no engaco das uvas, suas fragdes oligoméricas e
poliméricas contribuem para uma maior maciez do vinho, menor adstringéncia e amargor e
maior permanéncia gustativa, assim como melhor corpo e estrutura para envelhecimento
(WATERHOUSE; IGNELZI; SHIRLEY, 2002).

Além destes flavonoides, o vinho tinto contém quantidades apreciaveis de flavondis —
quercetina, miricetina e caempferol — e de ndo flavonoides - estilbenos e &cidos fendlicos
(CIMINO et al., 2007; PATAKI et al., 2002).

Dos integrantes dos flavonois, a quercetina, quantitativamente majoritaria, atua
indiretamente no perfil gustativo (RISTIC et al., 2007). No que diz respeito aos nao
flavonoides, os acidos fenolicos caracterizam-se por apresentarem um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e uma ou mais hidroxila e/ou metoxila. Encontram-se agrupados
como acidos benzoicos, com sete atomos de carbono que compdem o grupo mais simples
encontrado na natureza, do qual faz parte o acido galico. Também fazem parte deste grupo os
acidos cinamicos, que apresentam nove atomos de carbono, como o &cido cafeico, 0 p-
cumarico e as cumarinas, derivadas dos &cidos cindmicos por ciclizacdo da cadeia lateral do
acido p-cumarico (DIMITRIOS, 2006; SOARES, 2002). Analisando a composicdo fenodlica
de Vitis viniferas cultivadas em Minas Gerais na safra 2006, Abe et al. (2007) obtiveram
resultados equivalentes a 1,92 e 6,8 mg.L™ de 4cidos hidroxinamicos para Syrah e Merlot,
respectivamente. No que diz respeito ao contetdo de fendlicos em vinhos comerciais, Minussi
et al. (2003) observaram que, dos acidos fendlicos, o galico encontrava-se presente em maior
guantidade, enquanto, dos flavonoides, a catequina apresentou o teor mais elevado. Fracassetti
et al. (2011) encontraram teores de &cido cafeico entre 0,16 e 19,4 g.ml™, em vinhos brancos
da variedade Sauvignon Blanc, safra de 2010, elaborados na Africa do Sul. Estes resultados
sugerem a importancia destes compostos no desempenho da atividade antioxidante em vinhos
comerciais. Quanto aos estilbenos oriundos das cascas das uvas, seu principal representante, o
resveratrol, nas formas isoméricas cis e trans, tem sido objeto de inUmeras pesquisas, em
razdo da sua comprovada atividade bioldgica (GRESELE et al., 2011). Conhecidos como
substancias que apresentam um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos,
incluindo seus grupos funcionais, o potencial antioxidante dos compostos fenélicos depende
do nimero e do arranjo dos grupos hidroxila, da extensdo da conjugagdo, bem como da
presenca de doadores de elétrons na estrutura do anel (BERTAGNOLLI et al., 2007;



35

GRESELE et al., 2011). Esta atividade protetora deve ser atribuida a sua habilidade em quelar
metais, inibir a peroxidacéo lipidica e sequestrar radicais livres (CHEUNG; CHEUNG; OOl,
2003; OLIVEIRA et al., 2006). Denota-se, portanto, que as uvas, e por extensdo seus vinhos,
constituem uma das maiores fontes de compostos fendlicos, dos quais se destacam 0s
flavonoides (antocianinas, flavanodis e flavondis) e os acidos fendlicos (acidos cinamicos e
benzdicos). No que diz respeito as suas propriedades funcionais, conforme Abe et al. (2007) e
Garcia-Alonso et al. (2006), quanto mais intensa for a coloracdo da uva, maior serd o seu
potencial antioxidante e, consequentemente, de seus vinhos. Dessa forma, estes metabdlitos
secundarios integram a dieta humana na qualidade de compostos antioxidantes, contribuindo
para a reducdo do risco de doencgas cardiovasculares, a inibicdo da agregacao plaquetéria e da
oxidacdo de LDL-colesterol e a reducdo do estresse oxidativo, sendo também relacionados a
melhora do perfil lipidico sanguineo e de processos inflamatorios (RASINES-PEREA,
TEISSEDRE, 2017).

2.4.1 Propriedades antioxidantes dos compostos fenolicos

O debate sobre a relagdo do consumo de vinho e a salde teve seu inicio marcado por
uma pesquisa epidemioldgica patrocinada pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS),
realizada na Franca, que demonstrou que, apesar do elevado consumo de gorduras saturadas, a
mortalidade por cardiopatias era mais baixa que as registradas para os Estados Unidos e a
Gré-Bretanha. De Lorgeril et al. (1996) comprovaram que esta relacdo inversa era devido ao
alto consumo de vinho pelos franceses, estabelecendo o conhecido “paradoxo francés” que,
nas Ultimas décadas, tem motivado a realizacdo de pesquisas cientificas para identificar e
avaliar a atividade bioldgica dos constituintes do vinho (CIMINO et al., 2007; FEHER;
LENGYEL,; LUGASI, 2007).

Dessa forma, os componentes do vinho passaram a ser reconhecidos como
antioxidantes alimentares, sendo “capazes de reduzir significativamente os efeitos adversos
produzidos por espécies reativas, de oxigénio e nitrogénio, e que possuem funcdo normal no
organismo”, conforme descrito pela United States National Academy of Sciences (2000).

Como agentes antioxidantes, os compostos fenolicos do vinho atuam no controle do
estresse oxidativo, inibindo a oxidagdo da LDL, que leva ao acimulo de colesterol na leséo
aterosclerotica, exercendo, portanto, efeitos antiescleréticos e antitromboticos (HOLLMAN,
2001; TIWARI, 2004).
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As propriedades biologicas e antioxidantes, bem como a biodisponibilidade dos
polifendis das uvas, foram revisadas por Xia et al. (2010), que ressaltaram a importancia das
antocianinas no relaxamento dos vasos por inibicdo de algumas enzimas, sugerindo
propriedade cardioprotetora. Complementando estes achados, Sun et al. (2012) verificaram a
correlagédo entre a classe de antocianinas e a atividade antioxidante determinada por DPPH 19
por meio de dois métodos diferentes. Em ambos, encontrou-se que a delfinidina se caracteriza
por sua maior correlacdo com o potencial antioxidante. Em estudos in vivo ja foram
identificadas, por meio da suplementacdo de antocianinas, a reducdo dos niveis de
triglicerideos e a rapida perda de peso em ratos dislipidémicos, além do aumento da
capacidade do relaxamento endotelial em suinos, sugerindo a participacéo das antocianinas na
reducdo da aterosclerose, como ja afirmado por alguns autores (BELL; GOCHENAUR, 2006;
PASCUAL-TERESA; MORENO; GARCIA-VIGUERA, 2010; YANG et al., 2011).

Porém, estes efeitos ndo sdo atribuidos de maneira isolada para um composto, ja que o
vinho apresenta teor de polifenois totais muito significativo, se comparado ao de outras fontes
alimentares. Dessa forma, a catequina, representante dos flavanois, também se apresenta
como um biomarcador de estresse oxidativo e dano ao DNA, em modelos animais.

Analisando a atividade antioxidante de vinhos enriquecidos com extratos de catequina
e comparando-os com vinhos tintos australianos, Yoo et al. (2011, 2012) encontraram um
maior potencial antioxidante nos vinhos enriquecidos, apesar de ndo terem encontrado
correlacdo significativa entre o teor de catequina e a atividade antioxidante.

Quanto aos flavonois, a suplementacdo com quercetina em humanos reduziu
significativamente a pressdo arterial em individuos com alto risco cardiometabdlico
estabelecido por biomarcadores de DC, comprovando que o vinho também pode atuar na
regulacdo da vascularidade (EGERT et al., 2010). Corroborando os dados deste trabalho,
Radovanovi et al. (2012) avaliaram vinhos tintos da Sérvia e encontraram na quercetina o
composto de maior correlagdo com atividade antioxidante estabelecida pelo método DPPH.
Em hamsters alimentados com dieta suplementada com vinhos, Tsanga et al. (2005)
observaram aumento do colesterol HDL e redugdo do colesterol plasmatico. Kaga et al.
(2005), avaliando a atividade do resveratrol na inducdo de fatores de crescimento vascular em
ratos, verificaram que este fendlico estimulou, significativamente, a formacéo de novos vasos
sanguineos a partir dos ja existentes, minimizando, dessa forma, o risco de isquemia.
Ademais, o resveratrol é o principal responsavel pelos efeitos anticancerigenos do vinho
(RODRIGO; MIRANDA; VERGARA, 2011). Do exposto, depreende-se que, nos Gltimos

anos, houve um progresso significativo em relacdo ao conhecimento do possivel papel dos
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polifendis do vinho na promogdo da salde em humanos e de seus possiveis mecanismos de
acdo na prevencao de doencas. Entretanto, € importante ressaltar que estes efeitos benéficos a
salude dependem da composicdo fenodlica das variedades de uvas, da localizacdo do plantio e
do processo de vinificacdo (GIADA; MANCINI FILHO, 2006; RATHEL et al, 2007).

2.4.2 Origem e presenca de compostos fendlicos na uva e no vinho

Os compostos fenolicos sdo largamente distribuidos no reino vegetal, fazendo parte da
composicdo da dieta de forma significativa e sdo particularmente importantes atrativos como
agentes profilaticos e também pelo seu efeito plurifarmacologico (BAHORUN et al., 2004;
SOOBRATTEE et al., 2005).

Os compostos fendlicos sdo classificados em dois grandes grupos, os flavonoides e 0s
ndo flavonoides. Os flavonoides representam o maior grupo de polifendis encontrados em
alimentos (SCALBERT; WILLIANSON, 2000), além de serem considerados 0s mais
potentes  antioxidantes entre o0s compostos fendlicos (SHAHID; JANITHA,
WANASUNDARA, 1992; SOOBRATTEE et al., 2005). Os principais flavonoides presentes
no vinho abrangem os flavondis (quercetina, kaempferol e miricetina), os flavandis ((+)-
catequina, (-)-epicatequina, galocatequina, procianidinas, taninos condensados) e as
antocianinas (cianina e, principalmente, a malvidina-3-glicosidio). Dentre os fendlicos nédo
flavonoides destacam-se os derivados do acido hidroxibenzoico, acido galico e elagico; os
derivados do hidroxicindmico (&cido cafeico, caftarico e p-coumérico) e o estilbeno
(resvereatrol cis e trans) (JACKSON, 1994).

As antocianinas sdo flavonoides que se encontram largamente distribuidos na natureza
e sdo responsaveis pela maioria das cores azul, violeta e todas as tonalidades de vermelho que
aparecem em flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas (MARKAKIS, 1982).
Nas videiras, elas acumulam-se nas folhas durante a senescéncia e sdo responsaveis pela
coloracdo das cascas das uvas tintas, sendo encontradas também na polpa de algumas
variedades de uvas (RENAUD; LORGEHIL, 1992). S& compostos que, com o0
envelhecimento do vinho, tendem a formar complexos com outros compostos fendlicos,
dando a estabilidade de cor desejavel ao vinho, e também estdo associadas aos efeitos
benéficos a salde (TEDESCO et al., 2000).

Os flavondis se acumulam nas cascas e nas folhas das plantas porque a sua sintese é
estimulada pela luz. Isso pode explicar a possivel diferenca de composicéo entre frutos de

uma mesma planta, ou seja, os frutos que recebem uma maior quantidade de luz tendem a ter
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uma sintese pronunciada desses compostos (PRICE et al., 1995). Os flavonois sdo o0s
pigmentos amarelos da uva e sdo encontrados, principalmente, na pelicula e, geralmente,
ligados a agUcares, como a glicose, a rafinose e o acido glucordnico. O flavonol predominante
nas cultivares de Vitis vinifera é o kaempferol, enquanto, nas cultivares de Vitis labrusca, é a
quercetina (JACKSON, 1994).

A (+)-catequina e a (-)-epicatequina sdo as unidades basicas do grupo dos flavanais.
As procianidinas (também conhecidas como taninos condensados) sdo formadas pela
associacdo de varias unidades monoméricas (2 a 5 unidades) de catequinas oligoméricas, além
de cinco unidades de catequinas poliméricas. As procianidinas diferem, em posicdo e em
configuracdo, de outras ligages monomeéricas. A estrutura das procianidinas dimeras B, B,
B; e B, lhes confere propriedades antioxidantes, as quais podem inibir os processos de
trombose arterial (TEISSEDRE; LANDRAULT, 2000). A catequina e a epicatequina sao,
normalmente, encontradas em frutas, enquanto a galocatequina e a epigalocatequina séo
encontradas em sementes (YILMAZ; TOLEDO, 2004) e, principalmente, em chéas
(LUXIMON-RAMMA et al., 2005).

A quantidade de catequinas, proantocianinas e seus derivados com carecteristicas
técnicas é baixa em vinhos brancos e em extratos de uva tinta (JACKSON, 1994). Os
resultados encontrados na literatura para a (+)-catequina e para a (-)-epicatequina, em vinhos,
variam muito, abrangendo, de forma geral, valores que véo de 7 mgL™? (RODRIGUEZ-
DELAGADO et al., 2002) a 81,7 mgL™ (FRANKEL; WATERHOUSE; TEISSEDRE, 1995),
para a epicatequina e de 10,6 mgL™ (RODRIGUEZ-DELAGADO et al., 2001) até 169 mgL™
(RODRIGUEZ-DELAGADO et al., 2001), para a (-)-epicatequina (FRANKEL et al., 1995).

Os 4cidos fendlicos sdo os componentes derivados do &cido benzoico e do acido
cindmico geralmente encontrados na forma de ésteres do &cido caftarico, localizados,
principalmente, na pelicula das uvas (JACKSON, 1994). Os acidos cinamicos, principalmente
0 &cido p-coumarico, o &cido cafeico, o acido ferrilico e o &cido sinapico sdo mais
comumente encontrados que os acidos hidroxibenzoicos. Esses &cidos sdo, raramente,
encontrados na forma livre, exceto em alimentos que passam por processo de congelamento,
esterilizacdo e fermentacdo (MANACH et al., 2003). Para &cido fendlicos em vinhos, 0s
valores médios encontrados por esses autores foram de 31,42 mgL™, para o 4cido caftéarico; de
7,07 mgL™, para o 4cido cafeico e de 7,5 mgL™, para o 4cido coumérico. Esses dados
dependem muito do processo continuo de hidrdlise dos ésteres, em que eles sdo hidrolizados a
acidos. Dessa forma, vinhos envelhecidos tendem a ter mais &cidos livres (RITCHEY;

WATERHOUSE, 1999). Os autores ainda comentam que o nivel de fendlicos foi, geralmente,
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mais elevado em vinhos como Cabernet Sauvignon, quando comparados com vinhos de mesa
produzidos em grande escala.

Os estilbenos sdo representados, principalmente, pelo resveratrol (3,5,4° — tri-
hidroxiestilbeno). A sintese inicia-se na condensacdo de 3 malonil-CoA com o p-coumaril
CoA, formando tanto o cis como o trans-resveratrol (DEY; HARBONE, 1997). As uvas e 0S
produtos relacionados, como o vinho, sdo, provavelmente, os produtos alimenticios que
contém os maiores teores de resveratrol. Primeiramente, foi demonstrado que o resveratrol
atua como fitoalexina, uma classe de antibidtico da planta, e que é sintetizado quando a planta
é submetida a um estresse, como ataque de patégenos, radiagdo UV ou lesdo (BRAVO,
1996). A segunda razdo do grande interesse dos pesquisadores sobre o resveratrol sdo 0s
possiveis beneficios para a salde humana, principalmente pelas suas propriedades
antioxidantes e a diminuicdo da incidéncia de disturbios cardiovasculares (BRAVO, 1996;
FRANKEL; WATERHOUSE; TEISSEDRE, 1995; STIVALA et al., 2001). Em vinhos tintos,
a quantidade de cis e trans-resveratrol varia de valores ndo detectados a 2 mg/L
(DOMINGUEZ; GUILLEN; BARROSO, 2001; LOPEZ et al., 2001).

Até pouco tempo atras, praticamente ndo se comentava muito sobre a importancia dos
compostos fendlicos na alimentacdo. No entanto, nos dltimos anos, em funcdo da
popularizacdo do conceito de alimentos funcionais e da sua associacdo a essa classe, 0S
compostos fendlicos passaram a ter grande importancia na alimentacdo. A busca por novas
fontes e 0 avanco nas hipdteses formuladas para os mecanismos de a¢do na prevencdo de

doencas tém impulsionado as pesquisas na area.

2.4.3 Fatores que afetam a presenca de compostos fenélicos na uva e no vinho

A sintese dos polifendis tem inicio durante o desenvolvimento do grdo da uva.
Algumas antocianinas sdo sintetizadas nas primeiras etapas, mas a maior produgéo, nesta fase,
¢ mesmo de outros fendis flavonoides e ndo flavonoides (JACKSON, 1994). A sintese
pronunciada de compostos fenolicos somente comega depois do “veraison”, mas 0 tempo
especifico da producdo desses pigmentos carcteristicos da uva e do vinho depende de diversos
fatores. “Veraison” é o periodo do comego da maturagdo das bagas, quando elas se tornam
macias e adquirem a cor caracteristica da sua variedade especifica. Do comec¢o do veraison a
colheita, as bagas aumentam no volume, no peso e no indice de aglcar (MULLINS;
BOUQUET; WILLIANS, 2002).
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A presenca desses compostos em uvas e seus derivados esta sendo muito estudada nos
ultimos anos. Os taninos situam-se no envelope das sementes e um pouco nas camadas
internas. Encontram-se, basicamente, taninos oligoméricos, que sdo bastante agressivos e
asperos ao paladar, mas importantes durante a estabilizacdo do vinho, pois participam das
reacOes de condensacdo com as antocianinas (DAUDT, 1998).

O longo contato com a casca durante a vinificacdo, a temperatura e a presenca das
sementes e, as vezes, do engace e de enzimas sdo fatores de grande influéncia na extracdo dos
fenolicos (catequeinas e procianidinas) durante a fermentacdo do suco da uva (KOVAC et al.,
1992).

Conforme ja citado, o efeito do potencial de protecdo a satde dos vinhos tintos pode
ser realcado pelo aumento da quantidade de compostos fenolicos. Esse aumento pode ser
obtido por meio de uma combinacao no processamento da uva destinada a producao do vinho.
Uma combinagdo de aquecimento da mistura e fermentagdo na casca aumenta a razio de
transferéncia de polifendis bioativos (especialmente antocianinas, flana-3-ols, flavanois e
resveratrol) da uva para o produto final (NETZEL et al., 2003).

O conteudo reativo de compostos fenélicos varia de cultivar para cultivar e, mesmo
dentro de uma mesma cultivar, podem ocorrer diferencas, deviado a variacao de temperatura,
irrigacdo, intensidade de luz e composicao do solo, entre outros (AMERINE; JOSLYN, 1987;
CANTOS; ESPIN; TOMAS-BARBERAN, 2002; SINGLETON, 1987). A variacdo da
ocorréncia de substancias fendlicas em vinhos tintos ndo é somente em funcdo das
caracteristicas da viticultura, mas também, e ndo menos importante, das técnicas enoldgicas
(NETZEL et al., 2003; SAUCIER; LITTLE; GLORIES, 1997). Fatores de importante
influéncia sdo a vindima, o tempo de colheita da uva e o tempo de armazenamento do vinho
na garrafa, pelas reacbes que ocorrem durante o processo de maturacdo da bebida. Essas
reacOes de condensacdo que tém efeito em antocianinas, catequinas e procianidinas
proporcionam uma longa vida de prateleira para os vinhos tintos, resultando na diminuicao
dessas substancias em prol da formacao de novos pigmentos poliméricos (ECHEVERRY et
al., 2005; NETZEL et al., 2003; SAUCIER; LITTLE; GLORIES, 1997).

Em vinhos brancos ocorrem alteragcdes qualitativas e quantitativas no conteudo de
compostos fenolicos. Essa varia¢do ocorre em funcdo da variedade da uva utilizada, do estado
de maturacdo, dos fatores ambientais, bem como variacbes nas técnicas de extracdo e
elaboracgdo dos vinhos. As operacgdes de desengace, eliminacdo de sementes e o tempo que o

suco permanece em contato com a casca também sdo fatores que se somam na varia¢do do
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contetdo de compostos fendlicos em vinhos (FRANKEL; WATERHOUSE; TEISSEDRE,
1995; SINGLETON, 1987).

Em funcédo da grande quantidade e da diversidade dos compostos fendlicos em uvas e
vinhos, eles, mais recentemente, vém sendo utilizados como um pardmetro a mais na
classificacdo de vinhos. A similaridade de alguns compostos e a diferenca de outros servem
como base de dados para a analise de variaveis e aclassificacdo dos vinhos (VILLERS et al.,
2005).

Os compostos fenolicos interagem entre si e com outras moléculas para formar novos
compostos que sao responsaveis pela estabilidade e a maturacdo dos vinhos e sdo formados,
principalmente, durante a estocagem e o envelhecimento. Algumas pesquisas (DUENAS;
FULCRAND; CHEYNIER, 2006; ES-SAFI; CHEYNIER; MOUTOUNET, 2003) foram
realizadas com o objetivo de elucidar essas moléculas e também relatar a importancia da
presenca desses compostos na qualidade do vinho, sugerindo que a sequéncia de diversas
reacOes enzimaticas e ndo enzimaticas que ocorrem em derivados de frutas pode alterar a
coloracdo e a estabilidade durante a estocagem e o envelhecimento (ES-SAFI et al., 2003;
SINGLETON et al., 1987). Geralmente, as reacdes enzimaticas ocorrem durante as operacoes
tecnoldgicas iniciais, como o esmagamento (SINGLETON et al., 1987) e as interacfes ndo
enzimaticas, nos Ultimos estagios do processamento, na estocagem e no envelhecimento (ES-
SAFI et al., 2003; SINGLETON et al., 1987). Na etapa de envelhecimento de vinhos foi
demonstrada a formacdo de novos pigmentos por copigmentacdo (DUENAS; FULCRAND;
CHEYNIER, 2006), uma condensacao direta entre aldeidos, antocianinas e flavondis e pela
influéncia de derivados de aldeidos (ALCALDE-EON et al.,, 2006; MONAGAS;
BARTOLOME; GOMEZ-CORDOVEZ, 2005).

Vinhos tintos brasileiros analisados apresentaram maiores teores de compostos
fenolicos e melhores resultados de avaliacdo de atividade antioxidante que os vinhos rosés e
brancos. Observou-se também que os vinhos produzidos por diferentes variedades de uva,
como Merlot, Cabernet Sauvignon e Pinot Noir, apresentaram diferentes teores de compostos
fendlicos, cuja concentragdo também variou entre os produtos, o que, provavelmente, esta
relacionado com as condi¢Oes empregadas na vinificagéo e a qualidade da uva (ISHIMOTO et
al., 2006).
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2.4.4 Resveratrol

O resveratrol é uma fitoalexina que foi isolada pela primeira vez, em 1940, de raizes
de Veratrum grandiflorume, posteriormente, em 1963, de raizes de Polygonum
cuspidatum (BAUR; SINCLAIR, 2006), atraindo pouco interesse dos pesquisadores. Siemann
e Creasy (1992) reportaram que o resveratrol seria o responsavel pelos efeitos
cardioprotetores do vinho tinto. Desde entdo, em inimeros trabalhos tem sido reportado que o
resveratrol pode prevenir ou diminuir a progressdo da hipertensdo, alem da aterosclerose, da
obesidade, do diabetes, do cancer e da doenca de Alzheimer, entre outras (XU; CHANG,
2007).

Este polifenol natural pode ser encontrado em, pelo menos, 72 espécies diferentes de
plantas (distribuidos em 32 géneros e 12 familias), incluindo aquelas que séo frequentemente
consumidas por seres humanos, tais como amendoins, cranberries, mirtilos e, sobretudo, nas
uvas e no vinho tinto (DERCKS; CREASY, 1989; STERVBO; VANG; BONNESEN, 2007).
Sua quantidade € relativamente mais alta na uva, em que a concentracao na casca atinge de 50
a 100 pg por grama de uva fresca, e a concentracdo no vinho tinto chega a 1,5 a 3 mg/litro.
Sua sintese € regulada pela presenca de fatores estressores, como dano mecanico,
contaminacdo por fungos e radiacdo ultravioleta (360 nm). Nas plantas ele atua como
fitoalexinas, mostrando capacidade de inibir o desenvolvimento de certas infec¢bes por
fungos (JEANDET et al., 2012).

A estrutura quimica do revesratrol consiste na unido de dois anéis fenélicos unidos por
uma liga¢do dupla de estireno, formando o 3,5,4’-tri-hidroxiestilbeno. Essa ligacdo dupla é a
responsavel pelas formas isoméricas cis e trans do resveratrol (Figura 5), sendo o isdmero
trans 0 mais abundante e considerado a forma mais ativa, biologicamente (AGGARWAL;
TAKADA; OOMMEN, 2004).

Figura 5 - Estrutura quimica de cis e trans-resveratrol.

trans-ragvaratrol cis-resvaratrol

Fonte: Gambini et al. (2013).
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A acdo do resveratrol tem sido associada a efeitos antioxidantes, antimicrobianos, anti-
inflamatorios e anticancerigenos, além de estar associada a protecdo cardiovascular
(TEIXEIRA et al., 2014), possivelmente pela habilidade em reduzir o colesterol total e LDL-
c, inibir a agregacdo plaquetaria, estimular a vasodilatacdo e as enzimas antioxidantes, bem
como inibir vias pro-inflamatérias (RAHMAN, 2008).

Estudos com resveratrol em modelos experimentais tém mostrado efeitos benéficos no
controle de alguns tipos de cancer (hepatico, de mama e de prostata), suprimindo as fases de
iniciacdo, promocdo e progressao de tumores e ativacdo da via apoptdtica e modulacdo de
expressdao génica (AGGARWAL; TAKADA; OOMMEN, 2004; ALUYEN et al., 2012;
GOLLUCKE et al., 2013; WHITLOCK; BAEK, 2012).

Sintetizada por plantas superiores, a molécula de resveratrol (trans-3,5,4-
trihydroxystilbene) é um polifenol antioxidante (NIKFARDJAM: LASZLO; DIETRICH,
2006; WANG et al., 2002). Esse elemento quimico encontrado na videira é acumulado nos
tecidos das folhas, atuando como agente protetor da planta contra os raios ultravioleta, as
injarias mecanicas e o ataque fungico causado, principalmente, por Botrytis cinerea e
Plasmospora viticola. O resveratrol atua na inibicdo do progresso da infeccao, o que o inclui
numa classe de antibioticos naturais chamados fitoalexinas (KOLOUCHOVA-
HANZLIKOVA et al., 2004).

No grdo de uva, a sintese de resveratrol é, principalmente, iniciada na casca e é
ausente ou se apresenta em baixissima concentracdo na polpa da fruta (JEANDET; BESSIS;
GAUTHERON, 1991; KALLITHRAKA et al., 2001). Na vinificacdo de uvas tintas, a
maceragdo com cascas e sementes durante a fermentacdo é o principal fator pelos altos niveis
de resveratrol nos vinhos tintos, quando comparados a vinhos brancos (KALLITHRAKA et
al., 2001; LAMUELA RAVENTOS et al., 1995; SOLEAS et al., 1995). A concentracdo de
resveratrol aumenta durante a fermentacdo em presenca da casca, mas esta quantidade é
dependente da variedade de uva e das condi¢des enoldgicas (KALLITHRAKA et al., 2001;
LAMUELA-RAVENTOS et al.,, 1997, OKUDA; YOKOTSUKA, 1996; SOLEAS et al.,
1995), podendo a extragcdo do resveratrol da casca ser facilitada com o etanol produzido
durante o processo de fermentacdo (THRELFALL; MORRIS; MAUROMOUSTAKOQOS,
1999). Uma das condig¢Oes da viticultura que influenciam o contetdo de resveratrol é a
radiacdo ultravioleta (UV) emitida pelo sol. A incidéncia desta radiagdo nos tecidos de plantas
apresenta efeito importante sobre o metabolismo fendlico. A luz UV do tipo B esta associada
com o aumento das enzimas responsaveis pela biossintese de flavonoides, 0s quais podem

proteger a uva da injuria causada por raios UV, prevenindo o dano ao material genético da
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planta (CANTOS et al., 2000, 2003). A luz UV do tipo C também produz um estresse abi6tico
nos tecidos da planta, afetando o metabolismo fendlico em diferentes vias, tanto na sintese de
resveratrol como na sintese de chalcona e seus derivados, sendo eles flavonoides, antocianinas
e compostos aromaticos (SAUTTER, 2003).
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RESUMO

Algumas espécies de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium sintetizam,
como metabdlito secundario toxico, uma toxina natural denominada ocratoxina A. Essa
micotoxina apresenta propriedades nefrotdxicas para os animais e efeitos imunodepressivo,
tetrogénico e genotoxico para humanos, tendo sido incluida no Grupo 2B (potencialmente
carcinogénica para humanos), pela Agéncia de Pesquisa do Cancer. A frequente detecgédo de
OTA no soro sanguineo de humanos saudaveis sugere a continua exposi¢do dos consumidores
a micotoxina, por meio do consumo de alimento contaminado. Na Europa, tem sido estimado
que o vinho ¢é a segunda mais importante fonte de ocratoxina A na dieta, depois dos cereais.
Por outro lado, o consumo moderado de vinho tem sido estimulado pelos seus comprovados
efeitos benéficos a salde. Tais beneficios sdo atribuidos aos componentes fendlicos presentes
nos vinhos, cujo principal é o resveratrol. Com a finalidade de se obter maiores informacoes
sobre 0os componentes presentes no vinho, este trabalho foi realizado com oobjetivo de avaliar
a incidéncia de ocratoxina A em vinhos tintos Cabernet Sauvignon, bem como quantificar o
contetido de resveratrol total, trans e cis resveratrol. Foram analisadas 40 amostras de vinhos
de diferentes paises, os quais sdo Chile (16), Agentina (9), Brasil (7), Franca (3), Italia (1),
Canada (1), Australia (1), Africa do Sul (1) e Estados Unidos (1). As amostras foraram
adquiridas considerando a disponibilidade no mercado. As andlises de OTA e resveratrol
foram realizadas por HPLC. Somente duas amostras (5%) apresentaram niveis de
contaminacdo por ocratoxina A, sendo inferiores a 2 pg/L, limite maximo em vinho
estabelecido pelo Ministério da Saude do Brasil e pela Unido Europeia. A presenca de trans-
resveratrol foi observada em 82,5% das amostras; ja 0 seu isdmero cis estava presente em
apenas 15%. Como o resveratrol total é soma das fracGes cis e trans, a sua presenca foi
verificada em 87,5%, com valor médio de 0,75 mg/L. Né&o foi verificada nenhuma correlaco
entre os niveis de OTA e resveratrol. Os resultados demonstram que 0s vinhos analisados ndo
sdo fontes significativas de ocratoxina A e que 0 seu consumo moderado pode trazer
beneficios & saude.

Palavras-chave: Micotoxinas, Resveratrol, Uva.
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ABSTRACT

Some species of fungi of the genera Aspergillus and Penicillium synthesize as toxic secondary
metabolite, a natural toxin called Ochratoxin A (OTA). This mycotoxin has nephrotoxic
properties for animals and immunodepressive, tetrogenic and genotoxic effects to humans and
has been included in Group 2B (potentially carcinogenic to humans) by the International
Agency on Research Cancer (IARC). The frequent detection of OTA in the blood serum of
healthy humans suggests the continued consumers exposure to mycotoxin through
consumption of contaminated food. In Europe, it has been estimated that wine is the second
most important source of Ochratoxin A in the diet, after cereals. On the other hand, moderate
wine consumption has been stimulated to proven beneficial health effects. These benefits are
attributed to phenolic compounds present in wines, the main one of which is resveratrol. In
order to obtain more information about the incidence of Ochratoxin A in Cabernet Sauvignon
red wines, as well as to quantify the total resveratrol, trans and cis resveratrol contents, this
study was carried out. A total of 40 wines samples from different countries were analyzed,
Chile (16) Argentina (9), Brazil (7), France (3), Italy (1), Canada (1), Australia (1), South of
Africa (1) and United States (1). The samples were purchased considering availability in the
market. OTA and resveratrol analyzes were performed by HPLC. Only two samples (5%)
presented Ochratoxin A levels contamination, being lower than 2 pg / L, maximum limit in
wine established by the Brazilian Ministry of Health and the European Union. Trans-
resveratrol was observed in 82.5% of the samples, whereas its cis isomer was present in only
15%. As total resveratrol is the amount of cis and trans fractions, its presence was verified in
87.5%, with an average value of 0.75 mg / L. No correlation was found between OTA and
resveratrol levels. The results demonstrate that the wines analyzed are not significant sources
of Ochratoxin A and that their moderate consumption can bring health benefits

Keywords: Mycotoxins. Resveratrol. Grape.
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1 INTRODUCAO

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

O vinho tem sido reconhecido por trazer beneficios fisiologicos para a satde humana,
sendo o seu consumo moderado recomendado regularmente. Dentre as substancias presentes
nos vinhos responsaveis por esses efeitos benéficos, tem-se o resveratrol, que atua como
agente antioxidante, reduzindo a incidéncia de diversas doencas. A ingestdo da bebida tem
sido associada com a reducdo do risco de doencas cardiovasculares, a inibicdo da agregacédo
plaquetaria e da oxidacdo de LDL-colesterol e a reducdo do estresse oxidativo, estando
também relacionada com a melhora do perfil lipidico sanguineo e de processos inflamatérios
(RASINES-PEREA; TEISSEDRE, 2017). Apesar de outros alimentos apresentarem esta
substancia em sua composicao, o que se vé é um efeito benéfico mais pronunciado quando ela
¢ ingerida através do vinho. Uma das explicacdes para tal fato seria uma maior
biodisponibilidade do antioxidante, quando na presenca do alcool.

Entretanto, toda esta atencdo voltada para o vinho e o atual incentivo para o seu
consumo tornam-se também motivos de preocupacao, pois a presenca de substancias toxicas,
como a ocratoxina A, compromete 0 aspecto de segurancga do produto.

Em um estudo realizado em 2007, na Italia, foi demonstrada correlacdo positiva entre
elevados niveis de ocratoxina A e resveratrol em vinhos tintos produzidos no pais, sugerindo
uma possivel protecdo contra os danos causados pela micotoxina por meio dos efeitos
benéficos do resveratrol (PERRONE et al., 2007).
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Considerando a importancia da ingestdo de compostostos fendlicos como o resveratrol
para a saiude, bem como o risco de contaminacdo por OTA em vinhos, este estudo foi
realizado com o objetivo de avaliar o conteddo desses compostos na bebida, além de verificar

a existéncia de uma possivel correlacdo entre essas duas substancias.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

As amostras de vinhos foram coletadas ao acaso, em diferentes estabelecimentos
comerciais de Lavras, MG, no periodo de 2014-2015. Posteriormente, foram encaminhadas a
Embrapa Semiarido (Petrolina, PE) onde foram realizadas as analises de trans e cis-
resveratrol e a Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED) (Belo Horizonte, MG). para a realizacao
das analises de OTA.

Foram analisadas, no total, 40 amostras de vinhos tintos da variedade Cabernet
Sauvignon provenientes do Brasil, Chile, Argentina, Italia, Franca, Austrélia, Africa do Sul,
Estados Unidos e Canada, de acordo com a disponibilidade dos mesmos nos mercados onde
foram adquiridos (Tabela 6). A maior parte das amostras analisadas era proveniente do Chile
(16), seguida pelos vinhos argentinos (9), brasileiros (7), franceses (3), italiano (1), canadense

(1), australiano (1), sul-africano (1) e americano (1).
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Tabela 7 - Amostras de vinhos tintos finos cv. Cabernet Sauvignon e respectivos paises e anos

de produgéo.

Amostras de vinhos Safra Pais de produgdo

1 CH/CSs/1 2013

2 CHICS/2 2013

3 CH/CS/3 2013

4 CH/CS/4 2013

5 CH/CS/5 2013 Chile

6 CHI/CS/6 2012

7 CH/CSI7 2014

8 CH/CS/8 2014

9 CH/CS/9 2013

10 CH/CS/10 2013

11 CH/CS/11 2013

12 CH/CS/12 2014

13 CH/CS/13 2014

14 CH/CS/14 2014

15 CH/CS/15 2014

16 CH/CS/15 2014

17 AUS/CS/1 2013 Australia
2011

18 AFR/CS/1 2012 Africa do Sul

19 BRA/CS/1 2013 Brasil

20 BRA/CS/2 2014

21 BRA/CS/3 2014

22 BRA/CS/4 2007

23 BRA/CS/5 2013

24 BRA/CS/6 2012

25 BRA/CS/7 2010

26 ARG/CS/1 2011

27 ARG/CS/2 2011

28 ARG/CS/3 2012 Argentina

29 ARG/CS/4 2011

30 ARG/CS/5 2014

31 ARG/CS/6 2014

32 ARG/CS/7 2014

33 ARG/CS/8 2012

34 ARG/CS/9 2014

35 CAN/CS/1 2011 Canada

36 EUA/CS/1 2014 Estados Unidos

37 ITA/CS/1 2011 Italia

38 FRA/CS/1 2012 Franca

39 FRA/CS/2 2013

40 FRA/CS/3 2013

Fonte: Da Autora (2017).
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2.2 Andlise de ocratoxina A

A quantificacdo de ocratoxina A (OTA) nas amostras de vinhos foi realizada pelo
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detec¢do por fluorescéncia,
conforme descrito em EN  14133/2003 (EUROPEAN COMMITTEE FOR
STANDARDIZATION, 2003). As analises foram realizadas na Fundagdo Ezequiel Dias
(FUNED), em Belo Horizonte, Minas Gerais.

2.3 Solucdes e reagentes

A solucdo de diluicdo foi preparada com a dissolucéo de 10 g de polietilenoglicol 8000
e 50 g de bicarbonato de s6dio (NaHCO3), em 1.000 mL de agua purificada (q.s.p.). Para a
obtencdo da solucdo de lavagem, dissolveram-se 25 g de cloreto de sodio (NaCl) e 5 g de
bicarbonato de so6dio em 1.000 mL de agua purificada (q.s.p.). Solucdo estoque de OTA
Sigma (St. Louis, MO, USA) foi preparada em tolueno:acido acético (99:1, viv). A
concentracdo foi determinada de acordo com a Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 1997), sendo verificada em espectrofotobmetro UV a 333 nm, com e = 5.440 cm-1
mol™. L. Solugéo de trabalho foi preparada por diluicdo apropriada em tolueno:acido acético
(99:1, v/v), para os testes de recuperacdo e curva de calibracdo. Para a fase movel, foram
utilizados acetonitrila:metanol:acido acético aquoso (35:35:30), seguindo-se a filtracdo a
vacuo em membrana de celulose regenerada PTFE de 0,45 um. Acido acético aquoso foi
preparado com uma solucdo de acido acético glacial em &gua purificada (1:29, v/v). As
solucBes foram armazenadas a temperatura de -15 °C a -20 °C, no escuro.

2.4 Preparo das amostras e purificagdo em coluna de imunoafinidade

Inicialmente, as amostras foram resfriadas a 4 °C. De cada amostra, 40 mL foram
adicionados a 40 mL da solucdo de diluicdo e homogeneizados sob agitacdo mecéanica em
shaker, em velocidade média, por 30 minutos. Esta solucdo foi submetida a filtragdo a vacuo
(2 mL/min) em membrana GFA e 40 mL do filtrado foram passados por uma coluna de
imunoafinidade (Ochraprep, R-Biopharm Rhoéne Ltd) adaptada ao sistema VisiprepTM SPE
Vacuum Manifold. A coluna foi lavada com 10 mL da solucéo de lavagem e, em seguida, com
10 mL de &gua purificada, para a remogdo dos residuos ndo especificos. Posteriormente,

adicionaram-se 2 mL de metanol a coluna para liberagdo da OTA vinculada ao anticorpo, com
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repeticdo do procedimento por trés vezes. O eluato obtido foi evaporado com aquecimento
(50 °C) da amostra sob atmosfera de nitrogénio. Este extrato seco foi reconstituido em 250
uL de fase movel. Injetaram-se, entdo, 50 puL das solugdes padrdo de OTA e dos extratos das

amostras no cromatografo liquido.

2.5 Quantificacao de ocratoxina A por cromatografia liquida

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

Foram seguidas as condi¢fes cromatograficas de comprimentos de onda excitacdo de
332 nm e emissdo de 476 nm. O fluxo utilizado em toda a analise foi de 0,8 mL min™ e o
volume injetado das amostras e do padrdo foi de 20 pL. A eluicdo foi realizada em sistema
isocratico de 35:35:29:1 (metanol:acetonitrila:dgua:acido acético). A quantificacdo da OTA
nas amostras foi feita por meio da construcdo de uma curva analitica obtida por regressdo
linear (y = 1,11756x10'x — 2592,1485; em que y = rea do pico e x = concentracio de OTA),
correlacionando a area do pico versus a concentracdo da respectiva solu¢do padrdo, tendo o
coeficiente de determinagdo (r?) obtido sido de 0,9999. Os limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ) foram estimados por meio dos parametros obtidos para a curva analitica
construida, sendo calculados pelas respectivas relagdes matematicas, LD = 3DP/m e LQ =
10DP/m (em que DP = estimativa do desvio padrdo da linha de regressdo e m = coeficiente
angular da linha de calibracdo) (HARRIS, 2008). Para estes, foram encontrados os valores de
0,0004 e 0,0016 pg/g, respectivamente. Todas as amostras foram analisadas em duplicata,
enquanto as solucGes padrédo de OTA foram injetadas em triplicata.

A confirmacdo da presenca de OTA foi determinada pela formacdo de ésteres
metilicos, sendo observado um aumento no tempo de retencdo das amostras devido a
derivatizacdo da OTA. A partir do célculo da area dos picos de OTA dos extratos das
amostras e das solucGes padrdes foi quantificado o teor de OTA das amostras. Nas condic¢des
de andlise, o tempo de retencdo foi de, aproximadamente, 9,99+0,15 minutos. Os limites de

deteccdo (LD) e de quantifica¢ao (LQ) foram 0,01 pg/L e 0,03 pg/L, respectivamente.



70

2.6 Preparo da curva padréo

A curva padrdo foi preparada baseando-se no metodo descrito pelo Comité de
Normalizacdo para a Andlise de OTA em Vinho e Cerveja. Para o preparo da curva, utilizou-
se uma solucéo estoque previamente preparada, dissolvendo-se o padrdo comercial de OTA
(01877, Sigma) em tolueno/acido acético (99:1, v/v). A concentracdo da solucdo estoque foi
determinada por medicédo da absorbancia UV a 333 nm e calculada, segundo AOAC (2002),
em 136% de OTA. Apds a determinagdo da concentracdo da solugdo estoque, foram
preparadas, por diluicdo, solucbes padrdo com concentragdes de 0,001; 0,01; 0,025; 0,1 e 0,15
pg/g. Regularmente, novos padrdes foram preparados e injetados, de forma a verificar e

ajustar a curva de calibracdo.

2.7 Andlise de Resveratrol

A determinacdo de resveratrol foi efetuada em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
(CLAE), com coluna analitica Acclaim® 120 Dionex C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), fluxo
da fase movel de 0,7 mL.min™, temperatura do forno de 36 °C e volume de injecdo de 20 L.
A fase movel foi preparada com &cido ortofosférico, 0,5% em agua ultrapura (Milli-Q,
Millipore®) e metanol grau CLAE, sendo o solvente A formado por 10% de metanol e 90%
da solucdo de acido ortofosférico e o solvente B, por 90% de metanol e 10% da solucéo de
acido orto-fosférico, com gradiente de solventes de 0-25min de 100%-15% solvente A; 25-
50min de 15%-5% solvente A e 50-052min de 5%-100% solvente A. As amostras foram
diluidas a 10% com metanol grau CLAE e filtradas a 0,45 um. Para identificacdo e
quantificacdo foi utilizado o comprimento de onda de 306 nm. O composto resveratrol (cis- e
trans- isdbmeros) foi identificado mediante compara¢do com os tempos de retengédo de padrdes
puros 30 (Sigma-Aldrich®) e quantificado na curva analitica com padronizacdo externa, em
método validado por Padilha et al. (2017).

2.8 Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Foi empregado o delineamento inteiramente casualizado nos ensaios, utilizando-se trés
repeticGes por tratamento. A andlise de variancia e as medias de cada tratamento foram
agrupadas pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. As analises foram efetuadas no
programa Erre.
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3 RESULTADOS E DUSCUSSAO

3.1 Ocorréncia e niveis de ocratoxina A em vinhos

A incidéncia e os valores de OTA encontrados nas amostras de vinhos estdo descritos
na Tabela 8, na qual se observa que somente duas amostras apresentaram contaminacao,
sendo provenientes da Franca e do Chile. No entanto, os valores apresentados estdo abaixo do
limite estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da
Resolucdo RDC ne 7, de 18 de fevereiro de 2011 (BRASIL, 2011), de até 2 ug/L de OTA em
vinhos.

A contaminacdo mais elevada foi observada na amostrada proveniente da Franca, cujo
valor foi de 0,44 pg/L. J& a amostra chilena obteve um valor de OTA, de 0,161 pg/L. O
restante das amostras ndo apresentou contaminagao ou os valores estavam abaixo do limite de

quantificacdo do aparelho.
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Tabela 8 - VValores médios de OTA encontrados nas amostras analisadas.

Amostras de vinho Ocratoxina A (ug/L)
CHICS/1 0,00 a
CHICS/2 0,00 a
CHICS/3 0,00 a
CH/CS/4 0,00 a
CH/CS/5 0,00 a
CH/CS/6 0,00 a
CH/CS/7 0,00a
CHICS/8 0,00a
CH/CS/9 888 2
CH/CS/10 0002
CH/CS/11 0,161b
CH/CS/12 0,00 a
CH/CS/13 0,00 a
CH/CS/14 0,00 a
CHICS/15 0,00a
AUS/CS/1

AFR/CS/1 0,00 a
BRA/CS/1 0,00 a
BRA/CS/2 0,00 a
BRA/CS/3 0,00a
BRA/CS/4 0,00a
BRA/CS/5 8’88 2
BRA/CS/6 000a
BRA/CS/7

ARG/CS/1 0,00 a
ARG/CS/2 0,00 a
ARG/CS/3 0,00 a
ARG/CS/4 0,00 a
ARG/CS/5 0,00a
ARG/CS/6 0,00a
ARG/CS/7 8’88 2
ARG/CS/8 000a
ARG/CS/9

CAN/CS/1 0,00 a
EUA/CS/1 0,00 a
ITA/CS/1 0,00 a
FRA/CS/1 0,44 ¢
FRA/CS/2 0,00a
FRA/CS/3 0,00a

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da Autora (2017).
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De acordo com os dados da Tabela 8, observa-se que apenas 5% das 40 amostras
analisadas apresentaram contaminacgdo por ocratoxina A e estes valores foram relativamente
baixos, variando de 0,161 pg/L a 0,44 pg/L.

Tais resultados demonstram que, embora os fatores climéaticos, bem como a
composicdo do solo e o processo de vinificagdo, sejam de extrema importancia para a
producdo da toxina, vinhos de diferentes paises e regides apresentaram valores semelhantes de
OTA.

Gréfico 1 - Cromatograma da amostra de vinho tinto FRA/CS/1, com teor de ocratoxina A de
0,44 ug/L.
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Fonte: Da Autora (2017).

Os resultados deste estudo estdo de acordo com os obtidos por Freire et al. (2017) que,
ao avaliarem a presenca de OTA em vinhos experimentais produzidos no Vale do Submédio
Sdo Francisco (PE), encontraram valores bem abaixo dos encontrados na literatura, sendo
0,29 pg/L o maior valor observado.

Terra et al. (2012), ao estudarem amostras de vinhos e sucos de uva elaborados na
regido vitivinicola tropical do Brasil, observaram a presenca de OTA em 75% dos vinhos
analisados, porém, os niveis de contaminacdo foram considerados baixos (0,03-0,62 ug/L),
sendo inferiores ao limite méximo toleravel.

Em um trabalho realizado com vinhos tintos argentinos avaliaram-se 136 amostras
das variedades Malbec e Cabernet Sauvignon de dez diferentes regiGes produtoras de uvas.
Embora todas as amostras investigadas estivessem contaminadas por OTA, as concentrac0es
foram baixas, variando de 0,02 a 0,98 pg/L (MARINO-REPIZO et al., 2017).

Em outro estudo no qual foram analisados vinhos nacionais e importados

provenientes da Argentina e do Chile, encontrou-se um percentual de contaminagéo de 31,3%,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mari%C3%B1o-Repizo%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27701739
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no entanto, todos os valores eram inferiores a 2 pg/L (KRUGER; FERNANDES; ROSA,
2012).

Diferente destes resultados, Abreu et al. (2016), ao avaliarem vinhos nacionais e
importados, encontraram concentra¢des de 0,10 a 2,77 pg/L em 36,84% das amostras. Duas
amostras, provenientes da Argentina e da Francga, apresentaram valores de OTA acima do

permitido, representando, assim, um risco aos consumidores.

3.2 Ocorréncia e niveis de resveratrol total, cis e trans, em vinhos

A presenca de trans-resveratrol foi observada em 82,5% das amostras; jA o seu
isbmero cis estava presente em apenas 15%. Como o resveratrol total € a soma das fragdes cis
e trans, a sua presenca foi verificada em 97,5% dos vinhos analisados. As concentracdes

médias dos estilbenos estdo apresentadas na tabela 9.
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Tabela 9 - Valores meédios de resveratrol (trans, cis e total) encontrados nas amostras

analisadas.

Amostras de vinho

Trans-resveratrol

Cis-resveratrol

Resveratrol total

(mg/L) (mg/L) (mg/L)

CH/CS/1 1,08 ND 1,08
CH/CS/2 0,72 ND 0,72
CH/CS/3 0,76 ND 0,76
CH/CS/4 0,92 ND 0,92
CH/CS/5 1,08 ND 1,08
CH/CS/6 0,96 0,98 1,64
CH/CS/7 1,00 ND 1,00
CH/CS/8 1,24 ND 1,24
CH/CS/9 0,72 ND 0,72

1,36 0,72 2,08
CH/CS/10 1,16 0,72 1,88
CH/Cs/11 0,96 ND 0,96
CH/CS/12 0,60 ND 0,60
CH/CS/13 0,36 ND 0,36
CH/CS/14 0,52 ND 0,52
CH/CS/15 0,68 ND 0,68
CH/CS/16
AFR/CS/1 0,6 0,6 0,12
BRA/CS/1 3,16 ND 3,16
BRAJ/CS/2 1,40 ND 1,40
BRAJ/CS/3 1,76 ND 1,76
BRA/CS/4 0,72 ND 0,72
s oz 2 o
BRA/CS/6 0.48 ND 0,48
BRA/CS/7
ARG/CS/1 ND 0,72 0,72
ARG/CS/2 ND 0,60 0,60
ARG/CS/3 ND ND ND
ARG/CS/4 ND ND ND
ARG/CS/5 ND ND ND
ARG/CS/6 ND ND ND
o 2 o
ARG/CS/8 0,72 ND 0.72
ARG/CS/9
CAN/CS/1 0,64 ND 0,64
EUA/CS/1 1,04 ND 1,04
ITA/CS/1 ND ND ND
FRA/CS/1 0,64 ND 0,64
FRA/CS/2 1,04 ND 1,04
FRA/CS/3 0,64 ND 0,64

Média 0,75+0,57 0,13+0,22 0,82+0,45

*ND — ndo detectado (limite de dectecgdo: 0,01 pg/L)

Fonte: Da Autora (2017).
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Observa-se que a maior concentragdo de trans-resveratrol foi encontrada em uma
amostra proveniente do Brasil, cujo valor médio foi de 3,16 mg/L. Somente seis vinhos
apresentaram valores de cis-resveratrol, sendo 50% provenientes do Chile, com concentragédo
média de 0,71 mg/L. Em relacdo ao resveratrol total, as amostras apresentaram conteudo
médio de 0,44 a 3,16 mg/L. O maior valor (3,16 mg/L) foi observado na amostra brasileira ja
citada, cuja concentragdo foi influenciada integralmente pelo isémero trans, ja que este ndo
apresentou valores de cis-resveratrol.

O fato de a grande maioria das amostras analisadas nao ter apresentado valores de cis-
resveratrol em sua composicdo pode ser devido ao fato de esta molécula ser muito instavel,
enquanto o trans-resveratrol consiste na forma mais estavel do estilbeno, permanecendo
presente por longos periodos, quando protegido da luz e em uma faixa de pH entre 1 e 7
(BASTOS et al., 2009; TRELA; WATERHOUSE, 1996).

Muitos artigos tém sido publicados descrevendo algumas estimativas para avaliar o
contetdo de cis e trans-resveratrol em vinhos produzidos por diferentes variedades de uvas
(GOLDBERG et al., 1995; RODRIGUEZ-DELGADO et al., 2002). Segundo Souto et al.
(2001), vinhos de diversos paises apresentaram 0s seguintes valores médios de resveratrol:
Canada, 0,77 mg.L™"; EUA, 0,998 mg.L™"; Grécia, 0,873 mg.L™"; Japdo, 0,157 mg.L™;
Portugal, 1,00 mg.L™ e Chile e Argentina, 1,21 mg.L™. No Brasil, os autores apresentaram
valores para resveratrol em vinhos produzidos na regido sul do pais, tendo, em vinhos de uva

Cabernet Sauvignon, a média dos valores sido de 1,78 mg.L1 de trans-resveratrol.
3.3 Correlacao entre niveis de resveratrol total, trans, cis e ocratoxina A em vinhos
Para correlacionar os niveis de resveratrol (total, cis e trans) com os valores de
ocratoxina A, foram consideradas apenas as variaveis presenca ou auséncia das substancias.
Como pode ser observado nas tabelas de variancia ndo foi verificada correlagdo entre

niveis de ocratoxina A e trans-resveratrol.

Tabela 10 - Analise de variancia entre niveis de ocratoxina A e trans-resveratrol.

FV GL SQ QM Teste F Valor p
Tratamentos 1 0,0615 0,06147 0,18315 0,67109
Residuo 38 12,7529 0,33560

TOTAL 39 12,8144 -

Fonte: Da Autora (2017).
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O mesmo aconteceu quando correlacionamos 0s niveis de ocratoxina A e cCis-
resveratrol (Tabela 11) e ocratoxina A e resveratrol total (Tabela 12), ou seja, as
concentracdes de ocratoxina A ndo foram influenciadas pelo contetdo de resveratrol presente

nos vinhos, ja que p>0,05 indica uma ndo significancia entre os resultados.

Tabela 11 - Analise de variancia entre niveis de ocratoxina A e cis-resveratrol.

FV GL SQ QM Teste F Valor p
Tratamentos 1 0,05623 0,056225 1,0647 0,30867
Residuo 38 2,00677 0,052810

TOTAL 39 2,06300 -

Fonte: Da Autora (2017).

Tabela 12 - Andlise de variancia entre niveis de ocratoxina A e resveratrol total.

FV GL SQ QM Teste F Valor p
Tratamentos 1 0,0001 0,00012 0,00030395 0,98618
Residuo 38 14,5968 0,38413

TOTAL 39 14,5970 -

Fonte: Da Autora (2017).

As medias das variaveis em estudo foram submetidas ao Teste Tukey, a 5% de
probabilidade. Conforme pode ser observado nas Figuras 6, 7 e 8, a diferenca entre elas ndo

foi significativa.

Figura 6 - Correlacdo entre niveis de trans-resveratrol e OTA.

Teste Tukey

Trans-resveratrol - _|
{mg/L)

Presenca Auséncia

Ocratoxina A
(ne/L)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da Autora (2017).
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Figura 7 - Correlacdo entre niveis de cis-resveratrol e OTA.

Teste Tukey

04

Cis-resveratrol -
(mg/L)

Presenca Auséncia

Ocratoxina A
(ne/L)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da Autora (2017).

Figura 8 - Correlacao entre niveis de resveratrol total e OTA.

Teste Tukey

Resveratrol Total = o
{mg/L)

Prescnga Auséncia

Ocratoxina A
(ne/L)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
Fonte: Da Autora (2017).

Tais resultados nao estdo de acordo com os encontrados por Perrone et al. (2007) que,
ao avaliarem 112 amostras de vinhos tintos italianos, encontraram correlacao inversa entre 0s
niveis de ocratoxina A e resveratrol, ja& que 0s vinhos apresentaram valores expressivos de

resveratrol total (entre 3,14 e 5,80 mg/L) e niveis médios de ocratoxina A de apenas 0,64

ug/L.
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Sabe-se que diversos fatores estdo envolvidos tanto na producdo de ocratoxina A
quanto na de resveratrol. Dentre eles, varios sdo comuns as duas substancias, ja que ambas
sdo produzidas como metabdlitos secundarios. Alteracdes na temperatura, na radiacdo
ultravioleta e na irrigacdo excessiva, bem como a presenca de micro-organismos
contaminantes e a composic¢ao do substrato, levam a uma maior concentragdo da toxina e do
estilbeno (BELLI et al., 2005; KALLITHRAKA et al., 2001; LAMUELA-RAVENTOS et al.,
1995; OKUDA; YOKOTSUKA, 1996; PATERAKI et al., 2007; QUINTELA et al., 2011;
SELOUANE et al., 2009; SOLEAS et al., 1995), o que contribui para os resultados
observados neste estudo, em que tanto os niveis de ocratoxina A quanto de resveratrol foram
baixos.

Por outro lado, uma caracteristica bem importante do resveratrol é a sua capacidade
antifangica. Essa atividade tem sido associada como um fator de protecdo da planta contra
ataques de espécies oportunistas, como Botrytis cinerea (SCHOUTEN et al., 2002). Este
fungo é o principal responsavel pela podridao da uva, causando danos a superficie das bagas,
favorecendo, assim, a incidéncia de fungos toxigénicos (NALLY et al., 2012; ROUSSEAUX
et al.,, 2014; SERRA et al., 2006), podendo ser um dos fatores que explicam a correlagdo
inversa observada em outros trabalhos.

O crescimento de fungos ocratoxigénicos e a presenca de ocratoxina A (OTA) em
uvas e seus derivados podem ser causados por uma ampla gama de fatores fisicos, quimicos e
bioldgicos. Passamani et al. (2014) avaliaram a influéncia da temperatura, da atividade de
agua (aw) e do pH no desenvolvimento e na producdo de OTA por cepas de Aspergillus
carbonarius e Aspergillus niger. A. carbonarius apresentou 0 maior crescimento a
temperaturas de 20 a 33 °C, aw entre 0,95 e 0,98, e niveis de pH entre 5 e 6,5. Da mesma
forma, para A. niger, temperaturas entre 24 e 37 °C, aw maior que 0,95 e os niveis de pH
entre 4 e 6,5 foram 6timos. As maiores concentraces de toxina para A. carbonarius e A.
niger foram encontradas a 15 °C, aw 0,99 e pH 5,35. Verificou-se que o pH mais baixo
contribuiu para uma maior producdo de OTA. Estes resultados mostram que os fungos
avaliados sdo capazes de crescer e produzir OTA em uma ampla gama de temperatura, aw e
pH. No entanto, as condigdes ideais para a produgdo de toxinas sdo, geralmente, diferentes
das melhores para o crescimento de fungos.
As diferentes caracteristicas climaticas, bem como o processo de vinificagdo
pelo qual as uvas sdo submetidas em diferentes paises ou regides, também interferem na
variedade e quantidade de compostos fendlicos, dentre eles o resveratrol, e de micotoxinas,

como a ocratoxina A. Outros estudos sobre a incidéncia de OTA e resveratrol, hem como a
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correlacdo destes dois compostos, sdo necessarios para permitir uma melhor compreensdo dos
fatores que contribuem significativamente para a sua incidéncia em vinhos, a fim de
minimizar o potencial risco da presenca da toxina e potencializar os efeitos benéficos do

resveratrol.
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ABSTRACT

Polyphenols are the most abundant secondary metabolites present in the plant kingdom and
they are related to several of the main characteristics of wine. These compounds have been
shown to significantly influence the sensory characteristics of wines, such as mouthfeel,
color, palatability, bitterness, and astringency. Similar to other foods, these compounds are
the main contributors to the antioxidant capacity of wine, producing positive effects on
antioxidant capacity, lipid profile and the coagulation system. The objective of this work
was evaluating and quantifying phenolic compounds presents in red wines from different
countries by RP-HPLC/DAD. It was found twenty two diferentes compounds, belonging to
four classes: flavonols (Catechin, Epicatechin gallate, Epigallocatechin, Quercetin,
Procyanidin A2, Procyanidin B1, Procyanidin B2, Rutin, Hesperidin, Kaempferol);
anthocyanins (Malvidin 3-glucoside, Delphinidin 3-glucoside, Peonidin 3-glucoside,
Pelargonidin  3-glucoside); phenolic acids (Gallic acid, Caftaric acid, Caffeic acid,
Chlorogenic acid, p-Coumaric acid, Syringic acid) and stilbenes (Cis and trans-resveratrol).
The content of flavonols is relatively low, however these results have enological and
viticultural interest for grape growers as vineyard site selection for this cultivar can confer
differentiable attributes in terms of grape composition and quality.

Keywords: Wine; Antioxidant, Red wines.
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1 INTRODUCTION

Since ancient times wine has been closely associated with the diet, particularly in
Mediterranean countries (WILLETT et al., 1995) and for many years, moderate and regular
consumption of wine has been associated with health benefits, with no scientific basis.
Over the last two decades, several epidemiological and clinical studies around the world
have pointed out that the moderate intake of alcoholic beverages produces positive effects
on antioxidant capacity, lipid profile and the coagulation system (LINDBERG;
AMSTERDAM, 2008), that may be associated with the decreased incidence of
cardiovascular disease (FRIEDMAN; KIMBALL, 1986; MUNTWYLER et al., 1998),
overall mortality (GRONBAEK et al., 1995) and other diseases observed in such moderate
drinkers.

Several studies have focused their attention on the components of red wine (mainly
polyphenols and especially resveratrol) since the so-called “French paradox” was first
described (RENAUD; LORGERIL, 1992) in order to explain the relationship observed
between wine consumption and the incidence of cardiovascular disease. Although the
chemical constituents of grapes and wine may vary, similar beneficial effects have been
observed in different varieties of red wine related to their higher polyphenolic content.

Polyphenols are the most abundant secondary metabolites present in the plant
kingdom. These constituents represents a large and diverse group of molecules and they are
divided into the following two groups based on their chemical formulae: flavonoid
compounds and non-flavonoid compounds (MA et al., 2014).

Phenolic compounds are related to several of the main characteristics of wine (MA
et al., 2014). These compounds have been shown to significantly influence the sensory
characteristics of wines, such as mouthfeel, color, palatability, bitterness, and astringency.
Similar to other foods, these compounds are the main contributors to the antioxidant
capacity of wine (ISABELLE et al., 2009; MA et al., 2014). Many factors influence the
phenolic compound contents in wines, such as sulfur dioxide (SO,), grape variety, vineyard
soil, geographical location, and climate conditions (referred to as “terroir”), vinification
technology, grape qualities, such as pesticide residues and metal contents in grape must,
and the aging process, including in-barrel and in-bottle, etc. (GORINSTEIN et al., 1984;
MA et al., 2014; ROBINSON; WINGE, 2010; SUN et al., 2015, 2016).

Aromatic and phenolic compounds are the crucial compounds that determine the
quality of wine, and their evolution during the wine-making process affects both wine
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feature and maturation (GORDILLO et al., 2012; IVANOVA et al., 2012). Wine aroma is
extremely complex. Some of the aromatic compounds are derived from grape berries, and
they exhibit fruity notes (PISARNITSKII, 2001). The fermentation process results in the
formation of fermented aromatic compounds in wine (SANCHEZ-PALOMO et al., 2010).
Moreover, the aromatic compounds with aging aroma notes are normally synthesized in
wine during the aging process, which further helps wine maturation (UGLIANO, 2013),
Aroma is usually the first choice for consumers (WANG et al., 2016). It is reported that the
consumer acceptability of a wine is generally determined by whether or not it contains a
complex but well-balanced aroma profile (VILLAMOR; ROSS, 2013). Phenolic
compounds are mainly extracted from grape berries into wine during the fermentation
process, and their evolution alters the color, mouthfeel, and palatability of the wine
(ZHANG et al., 2015). Anthocyanins play an important role in the wine color attributes,
whereas non-anthocyanin phenolic compounds determine the astringency and bitterness of
wine (GAO et al., 2015).

Considering the importance of phenolic compounds in wine composition,
contributing to the beverage’s quality and presenting beneficial effects to the consumers'
health, the objective of this work was evaluating and quantifying phenolic compounds

presents in red wines from different countries.
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2 MATERIAL AND METHODS
2.1 Chemicals

Ethyl alcohol, potassium persulfate and Folin—Ciocalteu reagent were obtained from
Merck (Darmstadt, Germany). Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid), 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS) were purchased from Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA). Methanol,
acetonitrile and 85% phosphoric acid were obtained from Vetec Chemistry Ltda (Rio de
Janeiro, Brazil), J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA) and Fluka (Switzerland), respectively.
Tartaric, malic, citric, succinic, lactic, acetic and ascorbic acids were purchased from Vetec
chemistry Ltda (Rio de Janeiro, Brazil). Ultra-pure water was obtained by purification using a
Purelab Option Q Elga System (USA). Malvidin 3,5-diglucoside, cyanidin 3,5-diglucoside,
malvidin 3-glucoside, cyanidin 3-glucoside, peonidin 3-glucoside, delphinidin 3-glucoside
and pelargonidin 3-glucoside, kaempferol 3-glucoside, myricetin, quercetin, rutin (quercetin
3-rutinoside), isorhamnetin 3-glucoside, (+)-catechin, ()-epicatechin, ()-epicatechin gallate, ()-
epigalocatechin, procyanidins A2, B1 and B2, and trans-resveratrol were purchased from
Extrasynthese (Genay, Franca). Gallic acid, cinnamic acid and caffeic acid were purchased
from Chem Service (West Chester, USA). p-Coumaric and chlorogenic acid were obtained
from Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.2 Wine Samples

Forty wine samples were randomly obtained, according to availability, in different
commercial establishments of Lavras, State of Minas Gerais, Brazil. The samples consisted of
wines from Chile, Argentina, Brazil, France, Italy, South Africa, Canada, Australia and

United States. All wine samples were the Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera L.) variety.

2.3 Phenolic compounds by RP-HPLC/DAD

Analyses were performed on a high performance liquid chromatograph (HPLC),
Agilent 1260 Infinity LC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) equipped with
solvent quaternary pump (model G1311C), degasser, autosampler (model G1329B),
thermostated column compartment (model G1316A) and Diodes Array Detector (DAD)
(model G1315D). Chromatographic separation for phenolic compounds was performed in a
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Zorbax Eclipse Plus RP-C18 column (100 x 4.6 mm, 3.5 pum) and the Zorbax C18 pre-column
(12.6 x 4.6mm, 5 pm). The column temperature was set at 35 °C. Data acquisitions were
performed using OpenLAB CDS ChemStation EditionTM software (Agilent Technologies).
The method of Padilha et al. (2017) was used with adaptations for characterization of
phenolic compounds. The grape extracts were filtered on 0.45 pum polypropylene filters
(Chromafil® Xtra, Macherey-Nagel - Germany) and then injected (20 pL). The mobile phases
was composed of water acidified with 0.1 M phosphoric acid (pH = 2.0, phase A) and
acidified methanol with 0.5% phosphoric acid (phase B); a flow rate of 0.8 mL.min™ was
used. Elution was complete in 33 minutes using a gradient: 0-5 min: 5% B; 5-14 min: 23% B;
14-30 min: 50% B; 30-33 min: 80% B (return of the initial conditions). The detection of the
compounds was at 220 nm for (+) - catechin, (-) - epicatechin, (-) - epigallocatechin gallate, (-
) - epicatechin gallate, procyanidin B1 and procyanidin B2; 280 nm for gallic and syringic
acids, hesperidin, cis-resveratrol and naringenin; 320 nm for caftaric acid, caffeic acid,
chlorogenic acid, p-coumaric acid and trans-resveratrol; 360 nm for quercetin 3-glucoside,
rutin and caempferol; and 520 nm for malvidin 3,5-diglucoside; malvidin 3-O-glucoside,
cyanidin 3,5-diglucoside, cyanidin 3-O-glucoside, pelargonidin 3,5-diglucoside, pelargonidin

3-O-glucoside, peonidin 3-O-glucoside and delphinidin 3-O-glucoside.

2.4 Statistical analysis

The results obtained for the variables studied were subjected to analysis of variance
(ANOVA) and followed by comparisons performed using the Tukey test with a probability of
error of 5%. The correlation analysis was also conducted (with 5% and 1% probability) to
investigate the relation between the phenolic compounds content and antioxidant activity,

with the aid of the SPSS version 17.0 statistical package for Windows (SPSS, Chicago, USA).
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3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Phenolics and flavanols compounds

The mean values and standard deviations for the contents of total phenolic compounds
and flavanols of the wines are shown in Table 13. It was found twenty two diferentes
compounds, belonging to four classes: flavonols (Catechin, Epicatechin gallate,
Epigallocatechin, Quercetin, Procyanidin A2, Procyanidin B1, Procyanidin B2, Rutin,
Hesperidin, Kaempferol); anthocyanins (Malvidin 3-glucoside, Delphinidin 3-glucoside,
Peonidin 3-glucoside, Pelargonidin 3-glucoside); phenolic acids (Gallic acid, Caftaric acid,
Caffeic acid, Chlorogenic acid, p-Coumaric acid, Syringic acid) and stilbenes (Cis and trans-

resveratrol).

Table 13 - Phenolic compounds of wines from different countries of Cabernet Sauvignon

variety.
Flavonols Mean (mg.L™?)
(+)-Catechin 11.39+2.96
(-)-Epicatechin gallate 0.10£0.18
(-)-Epigallocatechin 0.04+0.01
Quercetin 3.99+2.03
Procyanidin A2 8.48+13.65
Procyanidin B1 3.89+£1.35
Procyanidin B2 9.40+2.58
Rutin 0.45+0.88
Hesperidin 4.01+2.62
Kaempferol 0.22+0.07
Anthocyanins
Malvidin 3-glucoside 3.26+4.50
Delphinidin 3-glucoside 0.06+0.10
Phenolic acids
Gallic acid 44.79+12.08
Caftaric acid 67.82+£33.15
Caffeic acid 4.74+1.53
Chlorogenic acid 9.79+3.79
p-Coumaric acid 2.90£1.07
Syringic acid 3.17+0.81
Stilbenes
Trans-resveratrol 0.75+0.57
Cis-resveratrol 0.13+0.22

Source: Author (2017).
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In flavonols class, the catechin showed the highest level (11.39 mg.L™) followed by
Procyanidin B2 (9.40 mg.L™) and Procyanidin A2 (8.48 mg.L™). Quercetin showed an mean
of 3.99 mg.L™. Malvidin 3-glucoside it was the anthocyanin that got the highest mean, with
3.26 mg.L"Y. Among the phenolic acids, caftaric acid, galic acid and chlorogenic acid
presented the highest values, with 67.82 mg.L™, 44.79 mg.L™* and 9.79 mg.L™ respectively. A
total of 0.88 mg.L™ of stilbenes was detected, being 0.75 mg.L™ of Trans-resveratrol and 0.13
of Cis-resveratrol mg.L™.

According to the literature, a total of 32 non-anthocyanin phenolic compounds were
detected in chinese wines, including seven flavan-3-ols, 12 flavonols, eight phenolic acids,
and five stilbenesthe (WU et al., 2014).

In other study, the main phenolic compounds in brazilian wines waste extracts were
catechin and epicatechin, followed by procyanidin B3, procyanidin B1, procyanidin B2, gallic
acid, epigallocatechin, and procyanidin B4 (SCOLA et al., 2010).

Jara-Palacios et al. (2016) analyzing concentrations of phenolic compounds in seeds
from grape found nineteen compounds. Catechin showed the highest concentration (8,76
mg.L™) followed by epicatechin (8.50 mg.L™) and procyanidin B2 (7.83 mg.L™).

The phenolic compounds, organic acids and the antioxidant activity were determined
for grape juice samples from new Brazilian varieties grown in the Sub-middle S&o Francisco
Valley in the Northeast Region of Brazil. The results showed that the Brazilian grape juices
have high antioxidant activity, which was significantly correlated with the phenolic
compounds catechin, epicatechin gallate, procyanidin B1, rutin, gallic acid, caffeic acid, p-
coumaric acid, pelargonidin-3-glucoside, cyanidin-3-glucoside, cyaniding-3,5-diglucoside and
delphinidin-3-glucoside (LIMA et al., 2014).
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4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o consumo das amostras
avaliadas ndo implica em um risco a saude do consumidor, ja que a presenca de OTA nao foi
observada na maior parte dos vinhos analisados. Nas amostras em que ela foi detectada, os
niveis de contaminacdo foram muito baixos, ndo compromentendo, assim, a seguranca do
produto.

A presenca de resveratrol total foi verificada na maior parte das amostras, no entanto,
0 maior conteldo observado foi do isdbmero trans, ja que poucas amostras apresentaram
valores de cis-resveratrol, comprovando que a fracdo trans é a mais estavel, permanecendo no
produto por mais tempo.

Os valores de resveratrol encontrados nos vinhos analisados estdo proximos dos
encontrados por outros autores, variando de 0 a 3,16 mg/L.

Diferente de outros estudos realizados, os resultados deste trabalho mostraram que néo
existe ligacdo entre os niveis de ocratoxina A e resveratrol, nos vinhos analisados.

O conteudo de compostos fendlicos foi relativamente baixo, no entanto, estes
resultados sdo relevantes, uma vez que a presenca e a quantidade destas substancias conferem
diferentes atributos em termos de composicdo e qualidade do vinho. Desse modo, a
compreenséo dos efeitos do clima sobre a sintese de compostos fendlicos pode ser til para a

gestdo dos vinhedos, com o objetivo de melhorar a qualidade da uva.



