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Il Resumo

Estudos em diferentes partes do mundo mostraram que o vinho pode conter
Ocratoxina A, uma micotoxina com propriedades nefrotéxicas e carcinogénicas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de Ocratoxina A em vinhos brasileiros
e importados, utilizando-se a técnica de cromatografia em camada delgada com
detector de carga acoplada. Foram analisadas 63 amostras de vinhos tintos
brasileiros, argentinos, uruguaios e chilenos. O método se mostrou suficientemente
sensivel para analise da micotoxina em vinho, com recuperacédo de 99%. Os
limites de deteccéo e quantificacdo foram 0,2 e 0,4 pg.L™", respectivamente.
N&o foi constatada a presenca de Ocratoxina A em nenhuma das 63 amostras
analisadas. A baixa ocorréncia dessa micotoxina registrada neste estudo esta de
acordo com trabalhos semelhantes ja realizados e contribui, de certa forma, para
a comprovada qualidade do vinho, produzido principalmente no sul do Brasil,
além de garantir a saude da populacao consumidora desses produtos.

Palavras-chave: Ocratoxina A, Vinhos brasileiros; Vinhos importados;
Cromatografia em camada delgada; Detector de carga acoplada.

Il Summary

Studies in different parts of the world have shown that wine may contain
ochratoxin A, a mycotoxin with nephrotoxic and carcinogenic characteristics. The
aim of this study was to evaluate the presence of ochratoxin A in wines from different
countries, including Brazil, using thin layer chromatography with charged-coupled
device technique. The method was sufficiently sensitive for mycotoxin analysis,
with mean recovery of 99%. The limits of detection and quantification were 0.2 and
0.4 pug.L", respectively. It was not observed the presence of ochratoxin A in any
of the 63 samples analyzed. The low occurrence of this mycotoxin is consistent
with similar studies already undertaken and contributes to establish the quality
of the wine, especially for the product from southern Brazil; besides ensuring the
health of the population consuming these products.

Key words: Ochratoxin A; Brazilian wines; Imported wines; Thin layer
chromatography,; Charged coupled device.
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Il 1 Introducao

A Ocratoxina A (OTA) é um metabdlito secundario
produzido por espécies de fungos filamentosos
pertencentes aos géneros Penicillium e Aspergillus
(MATEOQ et al., 2007; EC, 2006; IMPERATO et al., 2011;
BRERA etal., 2011). As espécies ocratoxigénicas tém sido
observadas em regides de clima temperado e tropical,
sendo encontradas no solo e em matérias orgénicas,
contaminando as uvas durante o periodo de crescimento
das bagas (OlV, 2005). Dessa forma, as uvas sao a maior
fonte de OTA nos produtos derivados (NUNES, 2008).
Por apresentar uma molécula bastante estavel, essa
micotoxina ndo é degradada durante o processamento,
podendo permanecer em uma grande quantidade de
alimentos (MURILLO-ARBIZU et al., 2010).

A OTA apresenta propriedades nefrotoxicas,
hepatotdxicas, genotdxicas, teratogénicas,
imunossupressoras e carcinogénicas em animais de
laboratoério (PFOHL-LESZKOWICZ e MANDERVILLE,
2007).

Em 1972, essa micotoxina foi associada com
a Nefropatia Endémica dos Balcés, uma disfungéo
renal degenerativa que atingiu individuos adultos da
populacdo rural da regido dos Balcas, em meados de
1950 (IARC, 1993). Também esta relacionada com a
inducdo de formacdo de tumores no trato urinario de
humanos (BATTILANI e PIETRI, 2002; SHEPHARD, 2003;
CORONEL, 2009; VARGA e KOZAKIEWICZ, 2006; REDDY,
2010; MARIN-KUAN, 2011) e classificada pela Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) no
grupo 2B, ou seja, possivelmente carcinogénica para
humanos (IARC, 1993).

Em 2001, o JECFA (The Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives) estabeleceu a ingestéo
semanal toleravel proviséria (PTWI) de 100 ng.kg™' de
peso corporeo (p.c.). O Comité Cientifico Europeu de
Alimentos, por sua vez, recomenda uma ingestédo diaria
toleravel (TDI) de 5 ng.kg™'.p.c., ingestéo esta abaixo da
definida pelo JECFA (EC, 1998).

O primeiro relato da presenca de OTA em vinhos
foi na pesquisa realizada por Zimmerli e Dick (1996), em
que a maior quantidade encontrada da micotoxina foi de
0,4 ug.L™" em vinhos tintos provenientes do sul da Europa.

No Brasil, o primeiro trabalho apontando a
ocorréncia de OTA em vinhos e sucos foi conduzido por
Rosa et al. (2004). Neste trabalho, os autores relataram
a ocorréncia dessa micotoxina em 28,75% dos vinhos
analisados, com concentracdes que variaram de 0,0283 a
0,0707 pg.L™", ressaltando que as maiores concentracdes
foram encontradas em vinhos tintos.

Em pesquisa realizada em S&o Paulo por
Shundo et al. (2006), OTA foi avaliada em vinhos
brasileiros e importados de regides dos paises Argentina,
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Chile, Uruguai, Franca, Itélia, Portugal, Espanha e Africa
do Sul. A contaminacdo em vinhos brasileiros variou de
concentracdes entre 0,1 e 1,33 ug.L™", representando 31%
das amostras nacionais. A maior concentracdo de OTA
encontrada nas amostras importadas foi de 0,32 ng.mL"™"
em vinhos italianos.

Ponsone et al. (2007) analisaram vinhos tintos de
diversas regides produtoras da Argentina e constataram
que 8,5% das amostras continham OTA, sendo que 0s
niveis da toxina variaram entre 0,02 e 4,82 ng.mL"".
Apenas duas amostras apresentaram teores maiores do
que 2 ug.L.

Avaliando-se a presenca de OTA em 34 amostras
de vinho tinto comercializados no sul do Brasil, Welke et al.
(2010) encontraram apenas uma amostra contaminada
com 4,5 pg.L”'. Semelhante estudo, conduzido por
Teixeira et al. (2011) em vinhos provenientes da regido sul
do Brasil, apontou cinco amostras contaminadas por OTA
em um total de 88, 0 que representa uma baixa incidéncia
datoxina (5,68%). Os valores encontrados oscilaram entre
0,8e0,84 ug.L", sendo a maior concentracéo encontrada
em vinho Cabernet Sauvignon.

Recentemente, procurando garantir a seguranca
da populacéo consumidora de uvas e derivados, bem
como facilitar o comércio internacional desses produtos, o
Brasil, por meio da RDC n.° 7/2011, fixou limite maximo de
2 ug OTA.kg™" para vinhos, sucos e polpa de uva (BRASIL,
2011). Esses limites s&o semelhantes aos ja estabelecidos
pela Comunidade Europeia por meio da resolugédo EC
n.° 123 de janeiro de 2005 (EC, 2005).

Diferentes técnicas podem ser empregadas para a
determinacao de OTA em alimentos e bebidas. O método
mais utilizado atualmente € a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) (VALENTA, 1998) que, apesar de
eficiente e preciso, necessita de alto investimento inicial e
custo de manutencao, além de exigir pessoal experiente
para operar e manter o equipamento (VALENTA, 1998;
CIGIC e PROSEN, 2009).

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD), por
sua vez, € um método simples, com um sistema de facil
comparacéo de padroes e manchas dentro do espectro
UV, além de ser de baixo custo. (VALENTA, 1998; CIGIC e
PROSEN, 2009; WELKE et al., 2010; HOELTZ et al., 2010).
Os dispositivos de carga acoplada (DCA), ao serem
acoplados a CCD, proporcionam uma ferramenta precisa
para quantificagdo de micotoxinas, na medida em que,
por meio de sensores, captam a imagem de uma area em
fragbes de segundo ou em tempo real (LANCASTER et al.,
2006; WELKE et al., 2010).

Considerando-se a importancia socioeconémica
do setor vitivinicola para o Brasil, principalmente para o
Estado do Rio Grande do Sul, maior produtor nacional
de uvas e vinhos, e a necessidade de se conhecer a

59



http://bjft.ital.sp.gov.br

Ocratoxina A: analise da qualidade de vinhos brasileiros e importados

HOELTZ, M. et al.

qualidade dos vinhos consumidos pela populagéao, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de OTA em
vinhos brasileiros e importados por meio da otimizacao
da técnica de cromatografia em camada delgada com
detector de carga acoplada.

I 2 Material e métodos

2.1 Amostragem

Amostras de vinhos tintos de diferentes
regides do mundo foram gentilmente cedidas pelo
Laboratério Nacional Agropecuario no Rio Grande do Sul
(LANAGRO-RS) do Ministério da Agricultura, totalizando
11 vinhos brasileiros produzidos nos Estados de Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Parand, e 16 vinhos
importados produzidos nos paises Argentina, Chile e
Uruguai. Além dessas amostras, foram analisados 36
vinhos tintos produzidos e comercializados no Estado do
Rio Grande do Sul, cedidos pela Associagdo Brasileira
de Enologia (ABE). As amostras foram armazenadas sob
refrigeracado, a temperatura de 4 °C.

2.2 Extracdo de OTA

A OTA foi extraida segundo o método empregado
por Visconti et al. (1999). Uma porgéo de 10 mL de vinho
foi acrescida de 10 mL de solugéo de diluigdo (1% PEG
e 5% NaHCO,). Desta solugédo, 10 mL foram passados
em uma coluna de imunoafinidade Ochratest TM (VICAM)
especifica para Ocratoxina A. A coluna entéo foi lavada
com 5 mL de solucdo de lavagem (2,5% NaCl e 0,5%
NaHCO,) seguido de 5 mL de agua. Apds a secagem, a
OTA foi extraida da coluna com 2 mL da solug&o metanol:
acido acético, (98:2, v/v). O extrato foi levado a secura em
gas nitrogénio e posteriormente dissolvido em 100 pL da
solucao tolueno: acido acético (99:1, v/v), para anédlise.

2.3 Analise de OTA

Os extratos das amostras de vinho foram aplicados
em placas para cromatografia em camada delgada de
alta performance, juntamente com o padrao de OTA
para fins de comparacao. As placas foram eluidas em
tolueno, cloroférmio e acetato de etila (60:30:10, v/v/v)
(TEIXEIRA et al., 2011). As manchas caracteristicas da
micotoxina foram observadas sob luz UV, em um fotébmetro
de fluorescéncia com filtros para comprimento de onda
333 nm (modelo U-340 2IN SQ, Edmund Optics, USA)
com lampadas UV (SCT, modelo T-5) desenvolvido em
parceria com o Instituto de Fisica da UFRGS. Por meio
desse sistema, a placa foi fotografada com camera Sony
Cybershot (modelo DSC H5) em mdédulo de abertura
manual, sendo as imagens analisadas pelo programa
Imaged (http://rsbweb.nih.gov/ij/) e os dados obtidos,
calculados com auxilio do Microsoft Excel.
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2.4 Otimizacao do método de analise

Para a otimizacdo da analise de OTA por
Cromatografia em Camada Delgada com Detector de
Carga Acoplada (CCD/DCA), testes de recuperacéo
foram feitos. Vinhos que inicialmente ndo continham
a toxina foram contaminados com solucdo padrao de
0,4 pyg.mL™", em concentractes de 2, 4 e 8 ug.L™", em
triplicata. As amostras foram entdo submetidas ao
processo de extragédo anteriormente citado. Os extratos
foram aplicados em diferentes concentragdes nas
placas cromatograficas, que foram eluidas em tolueno,
cloroférmio e acetato de etila (60:30:10, v/v/v).

Para verificacdo do coeficiente de correlacao (r2)
e verificacdo da linearidade do método empregado,
foram feitas curvas padré&o de seis pontos, contendo
concentragbes de 0,4; 0,8; 1,6; 2,0; 3,2; 4,0 ug.L". O
limite de deteccgéo (LOD) foi determinado como o menor
valor de intensidade luminosa capaz de ser diferenciado
de zero pelo programa Imaged. O limite de quantificac&o
(LOQ) foi calculado a partir do valor mais baixo medido
com preciséo de diferentes concentractes de OTA nas
amostras.

I 3 Resultados e discussao

Utilizando-se o software Imaged, foi possivel
gerar um cromatograma das manchas fluorescentes
correspondentes a diferentes concentracdes de OTA,
mostrando a habilidade do detector da carga acoplada,
como mostra a Figura 1. Considerando-se que cada pico
corresponde a uma concentracao diferente de OTA na
ordem de nanogramas, pode-se observar que o DCA foi
suficientemente sensivel ao detectar pequenas mudancas
na intensidade de fluorescéncia das manchas sob luz UV
com iluminagdo homogénea.

O LD determinado foi de 0,2 ug.L™' e 0 LQ foi de
0,4 ug.L~". Allinearidade do método foi determinada pela
anadlise de curvas padrdo com as concentracées de 0,4;0,8;
1,6;2,4; 3,2; 4 ng por mancha, apresentando um coeficiente
de regresséo linear da curva (y = 2687,8x — 663,34) de
0,995. A média de recuperacédo do método calculado a
partir das triplicatas de trés concentracées diferentes foi
de 99%, com desvio padréo relativo médio de 7,2.

Nas 63 amostras de vinhos tintos brasileiros,
argentinos, uruguaios e chilenos analisados, a OTA nédo
foi detectada (<LD) em nenhuma delas. Durante a Ultima
década, a presenca de OTA em vinhos provenientes de
varios palses tem sido reportada e a baixa ocorréncia,
como a encontrada neste estudo, esta de acordo com
outros trabalhos realizados em vinhos nacionais e
importados (HOCKING et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2011
WELKE et al., 2010; ROSA et al., 2004).

A baixa ocorréncia de OTA nos vinhos pode estar
relacionada a baixa presenca de fungos ocratoxigénicos
nas uvas ou as condicdes climaticas desfavoraveis
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Figura 1. a) Imagem da placa cromatogréafica obtida pelo detector de carga acoplada com concentragdes crescentes de
Ocratoxina A; e b) Cromatograma obtido da imagem da placa cromatografica com as mesmas concentracdes da micotoxina.

para o desenvolvimento destes durante o periodo de
amadurecimentos e colheita das bagas (PIETRI et al.,
2001).

O levantamento de dados sobre a qualidade
do vinho do ponto de vista toxicolégico é importante,
contribuindo para o melhoramento da cadeia produtiva da
bebida e assegurando um produto seguro ac consumidor.
Ao se considerar que a qualidade micotoxicoldgica da
matéria-prima utilizada para a fabricacdo do vinho é de
primordial importancia na obtencédo de um produto final
satisfatorio, estudos de monitoramento da qualidade
microbiolégica das uvas devem ser realizados anualmente
para garantir resultados semelhantes aos encontrados
neste estudo.

Il 4 Conclusdes

A OTA néo foi detectada em nenhuma das 63
amostras de vinhos tintos — nacionais e importados -
analisados. Foi demonstrada a aplicabilidade do método
de cromatografia em camada delgada com detector de
carga acoplada como uma ferramenta rapida e eficiente
para determinar essa micotoxina.
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