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ASPERGILLUS OCRATOXIGENICOS EM UVAS E NO SOLO DE CULTIVO DA
VARIEDADE SAUVIGNON BLANC DO NORDESTE BRASILEIRO
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RESUMO

A ocratoxina A (OTA) é um metabdlito secunddrio de fungos freqiientemente encontrado como
contaminante de uvas, vinhos e suco de uva, sendo considerada uma das micotoxinas mais prejudiciais
para a saide humana. Este estudo teve como objetivo avaliar a incidéncia de Aspergillus
ocratoxigénicos em uvas e no solo de cultivo da variedade Sauvignon Blanc utilizada para produgao
de vinho no nordeste brasileiro. As amostras de uva e de solo foram coletadas em uma regido
vitivinicola do Submédio Sao Francisco (Casa Nova, Bahia). Para o isolamento de fungos das uvas e
sementes utilizou-se a Técnica de Plaqueamento Direto em meio de cultura DRBC (Dicloran Rosa
Bengal Cloranfenicol); para a amostra de solo foi utilizada a técnica de espalhamento superficial, em
DG 18 (Dichloran 18% Glycerol Agar), a partir de dilui¢Oes seriadas. Selecionou-se para obtencdo de
culturas puras apenas os fungos do género Aspergillus que foram identificados por caracteristicas
morfolégicas e avaliados, quanto a produgcdo de OTA, pelo Método Plug Agar. Das uvas foram
isoladas e identificadas as seguintes espécies A. foetidus, A. tubingensis e A. sp.. Destes isolados
nenhum foi ocratoxigénico. Dos vinte e nove isolados obtidos do solo, quatro foram ocratoxigénicos
(A. niger agregado (1), A. carbonarius agregado (2) e A. carbonarius (1)), o que real¢a a importancia
de evitar durante a colheita o contato das uvas com o solo, visto que este pode representar uma fonte
de contaminac¢do com esta micotoxina para as uvas e vinhos.

Palavras-chaves: Fungos ocratoxigénicos, Uvas, Aspergillus, Ocratoxina A, Solo, Sauvignon Blanc
INTRODUCAO

Os fungos filamentosos podem causar a deterioracdo de uvas e/ou contamind-las com
metabdlitos secundarios téxicos, denominados de micotoxinas (Bennett & Klich, 2003). Dentre elas, a
OTA € hoje a principal micotoxina encontrada como contaminante de vinhos, sendo considerada uma
das mais prejudiciais para a saide humana (Cast, 2003). Em estudos com animais, a OTA tem
demonstrado efeitos carcinogénicos, mutagénicos, teratogé€nicos, imunossupressores, genotdxicos e
neurotoxicos (Balasaheb et al., 2007).

Em paises de clima tropical, as principais espécies produtoras de OTA em alimentos
pertencem ao género Aspergillus, que sdo fungos de solo capazes de produzir esta micotoxina em uma
ampla faixa de temperatura. As espécies A. brasiliensis, A. ibericus e A. foetidus sdo ocasionalmente
encontradas em uvas, e as mais frequentes sao: A. niger, A. tubingensis, A. japonicus e A. carbonarius
(Oliver et al., 2008). A ocorréncia de OTA nas uvas e posteriormente nos mostos, vinhos e sucos de
uva deve-se principalmente as condi¢Oes fitossanitarias da lavoura, uma vez que esta micotoxina é
produzida principalmente por espécies de Aspergillus que aumentam sua incidéncia de coloniza¢do
quando os frutos apresentam algum rompimento da sua pelicula, e durante a maturacdo (Leong et al.,
20006).
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A contaminacdo de uvas com OTA pode ocorrer em campo, enquanto as uvas ainda estdo na
vinha (Serra et al., 2004). Portanto, torna-se importante verificar a incidéncia de fungos
ocratoxigénicos nas uvas e no solo de cultivo das videiras, além de outras etapas da cadeia produtiva
do vinho a fim de definir os pontos criticos de controle para ado¢do de medidas preventivas contra a
contaminacio deste produto com OTA (Serra et al., 2006). Deste modo, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a incidéncia de Aspergillus ocratoxigénicos em uvas e no solo de cultivo da variedade
Sauvignon Blanc utilizada para produg¢do de vinho no nordeste brasileiro.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Para este estudo foram coletadas amostras de uva e solo de cultivo da variedade Sauvignon
Blanc utilizada para a elaborag@o de vinho fino branco em uma regido vitivinicola do Submédio Sdo
Francisco, localizada no municipio de Casa Nova, Bahia. O Vale do Submédio Sdo Francisco esta
situado em 4reas dos Estados da Bahia e Pernambuco no nordeste brasileiro. Nessa regido, a altitude
varia de 200 a 800 m e o clima é caracterizado como tropical semi-arido. A precipitagdo média anual é
de 350 mm e a temperatura média anual € de 27 °C.

A amostra de uva foi coletada na vinha na mesma época da colheita local para elaboraciao do
vinho, sendo composta por 3 kg de cachos de uva. Foram colhidos cachos para andlise sem podriddo
aparente, representativos do estado observado na vinha. A colheita foi realizada de forma a tocar o
minimo possivel nas bagas. Foi coletada amostra de solo representativa da parcela correspondente a
variedade de uva vinifera analisada. Com o auxilio de um trado, retirou-se trés subamostras de solo na
profundidade de 0-20 cm, resultando num total aproximado de 300 g de solo. Devido ao tratamento
homogéneo do solo na parcela, a amostragem foi realizada de forma aleatéria. As subamostras foram
homogeneizadas em sacos pldsticos estéreis e mantidas sob refrigeracdo durante o transporte para o
Laboratdrio de Micologia e Micotoxinas da Universidade Federal de Lavras, onde foram realizadas as
andlises microbiolégicas.

Isolamento e identificacio de fungos filamentosos

Para o isolamento de fungos das uvas utilizou-se a Técnica de Plaqueamento Direto em meio
de cultura Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC), conforme descrito por Samson et
al. (2000). Foram selecionadas 100 bagas ao acaso e as demais foram utilizadas para extragcdo de
sementes. As bagas e sementes foram submetidas ao procedimento de desinfec¢do superficial, de
acordo com o descrito por Samson et al. (2000). Um total de 100 bagas e 100 sementes foram
plaqueadas e incubadas no escuro por 5 a 7 dias a 25°C

Para a amostra de solo utilizou-se a técnica de espalhamento superficial a partir de dilui¢des
seriadas. Para isto, 10g de solo foi homogeneizada com 90 mL de 4gua peptonada 0,1% estéril,
seguindo-se da agitacdo em shaker a 130 rpm por 30 minutos. Pelo método de semeadura em
superficie transferiu-se, em triplicata, 0,1 mL da suspensdo de cada uma das dilui¢des utilizadas (1:10,
1:100, 1:1000) por placa de Petri estéril contendo o meio de cultura Agar Dicloran Glicerol a 18%
(DG18). As placas foram incubadas no escuro por 5-7 dias a 25°C.

Dentre os fungos filamentosos que cresceram sobre as bagas e sementes e nas placas com as
diluicdes do solo, foram selecionados para obtencdo das culturas puras apenas os fungos do género
Aspergillus pertencentes a Secdo Nigri, conforme aspectos morfoldgicos caracteristicos das colOnias.
Para a purificacdo das coldnias fingicas utilizou-se o meio de cultura Agar Malt a 2% (MA). Os
fungos em cultura pura foram incubados em meios e temperaturas padronizados e identificados de
acordo com Klich (2002).

Detecciio da producio de OTA pelas linhagens fingicas

Todos os fungos identificados foram testados quanto a producido de OTA pelo método Plug
Agar (Bragulat et al., 2001). Para isto, os isolados foram inoculados no meio de cultura Czapek Yeast
Agar (CYA), sendo incubados por 7 dias a 25°C, conforme descrito por Filtenborg & Frisvad (1980).
Posteriormente, 1 disco da colonia pura de cada isolado foi colocado, em pontos eqiiidistantes, na
Placa de Cromatografia de Camada Delgada. Para cada teste utilizou-se 10 uLL de solucdo padrdo de
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ocratoxina A (Sigma-Aldrich) e uma fase mével composta por Tolueno, Acetato de Etila e Acido
Férmico 90% (50:40:10). Ap6s a eluicdo, as placas foram secas em capela de fluxo laminar. A
confirmacdo quanto a producdo de OTA foi efetuada sob luz ultravioleta de A 366 nm em
Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados considerados produtores de OTA
apresentaram um RF (fator de retencdo) e um spot de fluorescéncia semelhante ao do padrdo da
micotoxina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das uvas analisadas um isolado foi obtido a partir das bagas, sendo identificado em A.
foetidus e quinze isolados foram obtidos das sementes que foram identificados nas seguintes espécies
A. foetidus (60,0%), A. tubingensis (20,0%) e 20,0% foram considerados como A. sp. por ndo ser
possivel identificd-los em nivel de espécie através das caracteristicas morfoldgicas avaliadas. Destes
isolados obtidos nenhum foi considerado como potencialmente ocratoxigénico (Tabela 1), o que era
esperado visto que na literatura estas espécies nao sdo relatadas como produtoras de OTA. A
ocorréncia de apenas um isolado de Aspergillus nas bagas pode estar relacionado com a auséncia de
danos na superficie destas, o que estd de acordo com estudos de Leong et al. (2006) que afirmam sobre
a maior incidéncia de colonizacdo das uvas por Aspergillus quando estas apresentam algum
rompimento em sua pelicula. Além disso, Zimmerli & Dick (1996) sugerem outros fatores que podem
influenciar na incidéncia de fungos nas uvas, como diferentes préticas usadas no cultivo de uvas,
como, por exemplo, uso de praguicidas, os tipos de variedades cultivadas, além das condicdes
climaticas da regido vitivinicola.

Da amostra de solo foram obtidos vinte e nove isolados, sendo identificadas as espécies A.
tubingensis (34,48%), A. niger agregado (31,03%), A. aculeatus (13,79%), A. niger (10,34%), A.
carbonarius agregado (6,90%) e A. carbonarius (3,45%). Conforme mostra a Tabela 1, um isolado de
A. niger agregado, dois de A. carbonarius agregado e um de A. carbonarius foram ocratoxigénicos.

Tabela 1 - Resultado do teste de avaliacdo do potencial ocratoxigénico das espécies de Aspergillus
isoladas e identificadas das bagas, sementes e do solo de cultivo da variedade vinifera Sauvignon
Blanc

Espécies de Aspergillus Numero de isolados Isolados produtores de OTA
Bagas
A. foetidus 01 -
Sementes
A. foetidus 09 -
A. tubingensis 03 -
A. sp. 03 -
Solo
A. tubingensis 10 -
A. niger agregado 09 01
A. aculeatus 04 -
A. niger 03 -
A. carbonarius agregado 02 02
A. carbonarius 01 01
TOTAL 45 04

De acordo com a Tabela acima é possivel observar que todas as espécies obtidas a partir das
amostras da variedade Sauvignon Blanc sdo encontradas como contaminantes de uvas, conforme relata
a literatura (Oliver et al., 2008). Além disso, os isolados considerados como potencialmente
produtores de OTA sdo espécies de Aspergillus relatadas como as maiores fontes de OTA em vinho,
uva e derivados da uva (Frisvad et al., 2007). Os trés isolados da espécie A. carbonarius obtidos foram
potencialmente ocratoxigénicos, o que estd de acordo com a literatura que considera esta espécie de
Aspergillus como uma das mais relevantes em termos de produgdo de OTA, principalmente nas uvas
(Tabela 1) (Belli et al., 2004; Oliver et al., 2008).



XIX CONGRESSO DE P()S-GRADUA(;AO DA UFLA
27 de setembro a 01 de outubro de 2010

A presenca de isolados ocratoxigé€nicos apenas no solo de cultivo desta variedade ndo indica
que as uvas utilizadas para elaboragdo do vinho estardo livres desta micotoxina, pois se ndo forem
tomados os cuidados para evitar o contato das uvas com o solo durante a colheita, estas podem ser
contaminadas por fungos ocratoxigé€nicos presentes no solo, comprometendo o produto final.

CONCLUSAO

Das uvas da variedade Sauvignon Blanc foram isoladas e identificadas as seguintes espécies
A. foetidus, A. tubingensis e A. sp.. Destes isolados nenhum foi considerado ocratoxigénico. A partir
do solo vinte e nove isolados foram obtidos, sendo identificadas as espécies A. tubingensis, A. niger
agregado, A. aculeatus, A. niger, A. carbonarius agregado e A. carbonarius. Os isolados
potencialmente toxigé€nicos foram A. niger agregado (1), A. carbonarius agregado (2) e A. carbonarius
(1), sendo espécies de Aspergillus relatadas como as maiores fontes de OTA em vinho, uva e
derivados da uva. A deteccdo de fungos ocratoxigénicos em solo de vinhedo real¢a a importancia de
evitar durante a colheita o contato das uvas com o solo, visto que este pode representar uma fonte de
contaminac¢io com esta micotoxina para as uvas e vinhos.
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