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RESUMO - Ocratoxina A (OTA) é a principal micotoxina encontrada em uvas, vinhos e sucos de uva
e é considerada um dos contaminantes mais nocivos a salde humana. Neste estudo, amostras de
vinhos de diferentes variedades de uvas cultivadas no Vale do Sdo Francisco (Brasil) foram analisadas
para avaliar o teor de OTA por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. De 37 amostras analisadas,
apenas uma amostra apresentou OTA superior ao Limite de Tolerancia Maxima permitida pela
legislacdo em vigor no Brasil (2 ugL™). Os resultados deste estudo indicou um baixo risco de
exposicdo a OTA pelo consumo de vinhos daquela regido do Nordeste do Brasil.

ABSTRACT — Ochratoxin A (OTA) is the main mycotoxin found in grapes, wines and grape juices
and is considered one of the most harmful contaminants to human health. In this study, samples of
wines from different grape varieties grown in Sdo Francisco Valley (Brazil) were analyzed for the
OTA content by high-performance liquid chromatography. Only one wine sample (n=37) was
contaminated with OTA above the maximum tolerable limit (2 pg L™) established by Brazilian
legislation. The results of this study indicated a low risk of exposure to OTA for the consumption of
wine in that region of Northeast Brazil.
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1. INTRODUCAO

O cultivo de uvas viniferas e a elaboracdo de vinhos finos no Vale do Submédio Sédo
Francisco tém sido intensificados nos ultimos anos devido ao clima propicio da regido, obtendo frutos
de excelente qualidade, sendo responsavel por aproximadamente 15% da produgdo de vinhos finos no
Brasil (Le&o e Soares, 2009).

As uvas (Vitis vinifera L.) estdo sujeitas a contaminacdo por microrganismos presentes no
ambiente da lavoura, colheita e na elaboracdo dos vinhos. Atualmente, dentre os microrganismos
contaminantes, ha uma maior preocupacdo com relacdo aos fungos produtores de micotoxinas, sendo
Aspergillus o principal género produtor destas toxinas em uvas (Vitis vinifera L.) (Rousseaux et al,
2014; Serra et al, 2006). Dentre as micotoxinas, a ocratoxina A (OTA) € a principal contaminante de
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uvas e vinhos, sendo considerada uma das mais prejudiciais para a salde humana (Lombaert et al,
2004; Otteneder e Majerus, 2000; Rosa et al, 2004).

Os paises possuem diferentes limites de niveis toleraveis de OTA em diferentes produtos
alimentares. A Unido Européia fixou em 2 pg L™ o Limite de Tolerancia Maxima de OTA em vinhos
e sucos de uvas Este mesmo limite foi fixado no Brasil pela Resolu¢cdo RDC n° 7, de 18 de fevereiro
de 2011 (Brasil, 2011).

O objetivo do trabalho foi avaliar a incidéncia de OTA em vinhos experimentais e
comerciais produzidos em vinicolas da regido vitivinicola do Vale do Submédio S&o Francisco,
localizadas nos municipios de Lagoa Grande e Santa Maria da Boa Vista, em Pernambuco, e Casa
Nova na Bahia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Os vinhos experimentais em que foram avaliadas as concentracGes de OTA presentes, foram
elaborados a partir das variedades de uvas tintas e brancas, em duas safras (julho/agosto/setembro e
janeiro/fevereiro/marc¢o), nos anos de 2014 e 2015. A quantificagdo da OTA foi realizada pelo método
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com deteccdo por fluorescéncia, conforme
descrito em EN 14133/2003 (European Committee for Standardization, 2003).

2.2 Preparo das Amostras e Purificacdo em Coluna de Imunoafinidade

Inicialmente, as amostras foram resfriadas a 4 °C por 12 horas. De cada amostra, 40 mL
foram adicionados a 40 mL da solucdo de diluicdo (10 g de Polietilenoglicol 8000 e 50 g de
bicarbonato de sédio em 1000 mL de &gua purificada (g.s.p.)) e homogeneizados sob agitacdo
mecanica em shaker, em velocidade média, por 30 minutos. Esta solu¢do foi submetida a filtracdo a
véacuo (2 mL min™) em membrana de microfibra de vidro grau GF/A (Whatman — GE Healthcare) e
40 mL do filtrado foi passado por uma coluna de imunoafinidade (Ochraprep, R- Biopharm Rhone
Ltd) adaptada ao sistema VisiprepTM SPE Vacuum Manifold (Sigma-Aldrich). A coluna foi lavada
com 10 mL da solucdo de lavagem (25 g de cloreto de sodio e 5¢g de bicarbonato de s6dio em
1000 mL de agua purificada) e, em seguida, com 10 mL de &gua purificada para remogéo dos residuos
ndo especificos. Posteriormente, foi adicionado 2 mL de metanol & coluna para liberagcdo da OTA
ligada ao anticorpo, com repeticdo do procedimento por trés vezes. O eluato obtido foi evaporado com
aquecimento (x 50 °C) sob atmosfera de nitrogénio. Este extrato seco foi reconstituido em 250 uL de
fase movel (acetonitrila:metanol:&cido acético aquoso (35:35:30, Vv/v/v)). Injetou-se entdo 50 uL das
solucOes padrdo de OTA e dos extratos das amostras no Cromatdgrafo Liquido. A solucéo estoque de
OTA (SIGMA) foi preparada em tolueno:acido acético (99:1, v/v). A concentracdo foi determinada de
acordo com Trucksess (2010), sendo verificada em Espectrofotbmetro UV a 333nm, com
£=5440 L cm™mol™.

2.3 Quantificagdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
A quantificacdo foi conduzida em um sistema de cromatografia liquida Shimadzu com
detector de fluorescéncia (Modelo LC-10AD) em comprimentos de onda de 333 e 476 nm para
excitacdo e emissdo, respectivamente. Utilizou-se a coluna Shim-pack CLC-ODS RP-18 (5 pum; 4,6 x
250 mm), precedida da pré-coluna Shim-pack G-ODS (5 um; 4,6 x 25 mm), sendo o fluxo de
0,8 mL min™. A quantificacdo da OTA nas amostras foi realizada por meio da construgio de uma
curva analitica obtida por regressdo linear (y = 6935,3x + 913,169, em que y: &rea do pico e
x: concentracdo de OTA), correlacionando a &rea do pico versus a concentracdo da respectiva solucédo
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padréo, sendo que o coeficiente de determinacdo (R2) obtido foi de 0,99. Sob estas condicGes, o tempo
de retencdo foi cerca de 10 minutos. 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). O LD foi de
0,001087 ug L™, e o LQ foi de 0,006254 pg L™. Todas as amostras foram analisadas em duplicata,
enguanto as solugdes padrdo de OTA foram injetadas em triplicata. Para avaliar o desempenho da
metodologia analitica utilizada, testes de recuperacdo foram realizados pela adicdo de OTA em
amostras de vinhos ndo contaminadas (<0,03 pg L™). A amostra de vinho foi contaminada em cinco
repeticdes, com duas concentracdes de OTA: 0,22 ug L™ e 0,44 pg L™

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios de recuperagéo utilizando 0,22 pg L™ e 0,44 pg L™ de OTA foi de
71 e 74%, respectivamente, mostrando a eficiéncia do método empregado. Os niveis de OTA obtidos
sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Incidéncia de Ocratoxina A (OTA) em vinhos brancos e tintos comerciais e experimentais

Numero  Amostras Amostras Amostras Concentragao Faixa de
Produto de com OTA com OTA com OTA média° concentragao®
amostras <LD? <LQ" >LQ° (g kg™) (g kg?)
Vinho Branco
Comercial 6 0 0 6 0,123 0,016 - 0,542
Experimental 6 1 2 3 0,033 0,015 - 0,059
Total 12 1 2 9 0,093 0,015 - 0,542
Vinho Tinto
Comercial 7 0 1 6 0,289 0,082 -0,778
Experimental 18 0 6 12 0,378 0,040 - 2,720
Total 25 0 7 18 0,349 0,040 — 2,720

4. Limite de Deteccéo: 0,00109 pg kg™. ° - Limite de Quantificacdo: 0,00625 pg kg™. ¢ - Concentracdo média e
faixa de concentracdo das amostras com teores superiores ao LQ.

Das 37 amostras analisadas, 27 apresentaram contaminacdo com OTA em niveis superiores
ao Limite de Quantificacdo da metodologia utilizada. Foi observado nos vinhos tintos uma maior
contaminagdo com OTA quando comparado aos vinhos brancos. Para vinhos tintos a média de OTA
foi de 0,349 pg kg™ e uma faixa de concentracdo de 0.040-2,720 ug kg™ e para vinhos brancos média
de 0,093 g kg' e faixa de 0,015-0,542 pug kg™. O vinho tinto tem sido relatado com maiores
concentracdes de OTA que os vinhos brancos (Grazioli et al, 2006). Isto pode estar relacionado com o
processo de vinificacdo (Lasram et al, 2008), ja que na elaboragdo do vinho branco as cascas separam-
se do mosto logo apds o esmagamento, havendo pouco contato entre eles. No vinho tinto, as cascas
fermentam junto ao mosto, para potencializar a extracdo da cor, ocorrendo também uma maior
extracdo da micotoxina, caso esteja presente nas uvas. Apenas uma amostra de vinho apresentou
contaminacdo com OTA (2,72 ug kg™) acima do Limite de Tolerancia Méxima estabelecida pela
legislacdo em vigor no Brasil de 2,0 pg kg™, revelando uma baixa contaminacdo com OTA nos vinhos
daquela regido produtora.
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4. CONCLUSOES

Os resultados desse estudo revelaram uma baixa contaminacdo com OTA nos vinhos
cultivados no Vale S&o Francisco, nordeste do Brasil. Entretanto, novas pesquisas devem ser feitas
para uma melhor avaliacdo da qualidade dos vinhos produzidos naguela regido do Brasil.
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