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RESUMO

A ocratoxina (OTA) € uma micotoxina que possui propriedades nefrotéxicas,
hepatotoxicas, teratogénicas e carcinogénicas. No Brasil, o limite maximo permitido
de OTA em vinhos foi estabelecido em 2011 e é 2 ug/L. A ocorréncia desta toxina
em vinhos estad relacionada principalmente a presenca de fungos do género
Aspergillus nas uvas usadas para a vinificacdo. Deste modo, 0 objetivo deste estudo
foi verificar a influéncia das etapas de elaboracdo de vinho Cabernet Sauvignon
sobre os niveis de OTA, através de dois diferentes experimentos: (A) vinho
elaborado a partir de uvas inoculadas com fungo ocratoxigénico e (B) vinho
elaborado com wuvas naturalmente contaminadas com OTA. Para o0s dois
experimentos, amostras das etapas mosto, fermentacdo/maceracao, descuba, pos-
fermentacdo, trasfega e maturacdo foram coletadas em triplicata, durante um
periodo de 5 meses. A OTA foi detectada através da técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (CLAE-FL) e o limite de deteccédo e
quantificacdo foi de 0,06 ug/L e 0,6 ug/L, respectivamente. Durante a vinificacdo, as
etapas que apresentaram maior percentual de reducdo da toxina foram descuba,
pés-fermentacdo e trasfega. Reducdes significativas nos niveis de OTA foram
observadas apos a conclusdo da vinificacdo. No vinho elaborado com uvas
inoculadas com fungo ocratoxigénico observou-se uma reducdo de 92,6%. Valor
similar (92%) foi verificado no vinho produzido com uvas naturalmente contaminadas
por OTA. Considerando todo o processo de vinificagcdo, pode-se sugerir que a
diminuicdo dos niveis de OTA foi observada principalmente, devido a adsorcao da
toxina a parede celular das leveduras. Além disso, a adsorcéo da toxina aos solidos

em suspensao presentes no vinho durante a elaboracéo pode ter ocorrido.

Palavras chave: ocratoxina A, vinho, microvinificagédo, reducao de micotoxinas



ABSTRACT

The ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin with nephrotoxic, hepatotoxic, teratogenic and
carcinogenic properties. In Brazil, the permitted maximum limits for the OTA in wines
was established in 2011 and is 2 pg/L. The occurence of this toxin in wines is due
mainly for presence of fungi from Aspergillus genera in grapes used for winemaking.
In this way, the aim of this study was to check the influence of stages of the
winemaking process of Cabernet Sauvignon grape on the OTA levels through two
different experiments: (A) wine made from grapes inoculated with ochratoxigenic
fungi and (B) wine made from grapes naturally contaminated with OTA. For the two
experiments, samples of must, fermentation/maceration, drawn-off wine, after
fermentation, racking and maturation stages were collected in triplicate, during 5
months. The OTA was detected using high-performance liquid chromatography with
fluorecence detector (HPLC-FL) and the limit of detection and limit of quantitation
were 0.06 and 0.6 ug/L, respectively. During the winemaking, the stages that show
higher toxin reduction were drawn-off wine, after alcoholic fermentation and racking.
Significant reductions in OTA levels were observed when winemaking was finished. A
reduction of 92.6% was observed in wine made from grapes inoculated with
ochratoxigenic fungi. Similar value (92%) was verified in wine made from grapes
naturally contaminated with OTA. Considering all winemaking process, we may
suggest that the decreasing of OTA levels was observed mainly due to adsorption of
the toxin in cell wall of yeast. Furthermore, the adsorption of the toxin in suspended

solids present in wine during the winemaking may be occurred.

Keywords: ochratoxin A, wine, winemaking, mycotoxins reduction
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1 INTRODUCAO

A viticultura brasileira ocupa uma &rea de 82.881 hectares e obteve uma
producdo de 1.465.734 toneladas de uvas em 2013 (IBGE, 2013). O pais
ocupa a 14° posi¢ao no ranking mundial de producéo de vinhos (OIV, 2013).
Nos ultimos anos, com 0 avanco no aprimoramento tecnologico e a melhoria
das préticas aplicadas na producdo dos vinhos, o Brasil tém recebido um
reconhecimento nacional e internacional pela qualidade de seus produtos
(IBRAVIN, 2014a).

Atualmente, dez estados brasileiros séo responsaveis pela producéo de
uva, suco e vinho no pais, incluindo, Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Goias, Espirito Santo, Mato Grosso, Bahia e
Pernambuco. O Rio Grande do Sul destaca-se como o maior produtor nacional
de uva e derivados, pois responde por cerca 90% da producao brasileira destes
produtos (IBRAVIN, 2014Db).

A Serra Gaucha é a maior regido viticola brasileira, cujas coordenadas
geograficas sdo latitude 29°S, longitude 51°W e a altitude entre 200-800 m.
Uma variacdo de clima e solo é verificada dependendo da localizacao do
vinhedo sendo que a temperatura e umidade relativa do ar média € de 17,2°C e
76%, respectivamente. A maior parte das uvas sao destinadas para elaboracéo
de vinhos, sucos e derivados, sendo uma parcela muito pequena destinada ao
consumo in natura (EMBRAPA, 2014). O clima da regido é caraterizado por
excesso hidrico em todas as estacdes do ano. A média de precipitacado anual €
aproximadamente 1.600 mm, o que favorece a incidéncia de doencas fungicas.
Este indice alto de chuvas pode comprometer a qualidade dos vinhos e

favorecer a producédo de compostos toéxicos na uva, que representam um risco
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a saude do consumidor (GIOVANNINI; MANFROI, 2009). Um desses
compostos € a ocratoxina A (OTA), uma micotoxina que tem demonstrado, em
estudos com animais, efeitos toxicos relacionados a hepatotoxicidade,
nefrotoxicidade e carcinogenicidade (REMIRO et al., 2013; ROCHA, 2014).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos
filamentosos presentes nos vinhedos durante a maturacéo da uva, transporte e
armazenamento. A producdo de OTA na uva é influenciada por diversos
fatores, entre eles a umidade relativa do ar, temperatura, composicao do
substrato, atividade de agua, pH e linhagem do fungo contaminante
(TANIWAKI; SILVA, 2001). Fungos produtores de OTA ja foram identificados
em vinhedos de diversos paises tradicionalmente produtores de vinhos, como
Franca (DACHOUPAKAN et al., 2009), Espanha (BELLI et al., 2006), ltalia
(LUCCHETTA et a., 2010) e Argentina (PONSONE et al., 2007).

Como consequéncia da presenca de fungos produtores de OTA em uva,
os vinhos podem apresentar contaminacdo pela toxina. Remiro et al. 2013
encontraram OTA em 99% das amostras de vinhos analisadas, provenientes
de diferentes paises do Mediterraneo, incluindo Espanha, Franca, Italia,
Croacia, Grécia, Turquia, Israel e o norte da Africa. Além desses paises, a OTA
tém sido detectada em vinhos produzidos na Argentina (SHUNDO et al., 2006),
Russia (RUSANOVA et al., 2009), Brasil (WELKE et al., 2010), Portugal (PENA
et al., 2010), China (WU et al., 2011), Australia ( QUINTELA et al., 2012), Chile
(HOETLZ et al., 2012).

Em virtude da ocorréncia de OTA em vinhos e dos possiveis problemas
que esta pode ocasionar a saude humana, desde 2006 a Unido Européia

apresenta limites maximos permitidos desta toxina em vinhos e derivados
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(EUROPEAN COMISSION, 2006). Em 2011, a legislacdo brasileira
estabeleceu limites maximos para varias micotoxinas em diversos produtos.
Em sucos de uva e vinhos, o limite maximo fixado € de 2 pg/L, que € a mesma
concentracdo maxima permitida pela legislacdo européia (ANVISA, 2011).

Para mellhor compreender os mecanismos que levam a ocorréncia da
OTA em vinhos, faz-se necessario a investigagdo do comportamento desta
micotoxina durante as fases de elaboracéo do vinho tinto, o que pode contribuir
para o estabelecimento de estratégias que possam auxiliar na reducdo da
mesma no produto final. Até o presente momento, nenhum trabalho dedicou-se
a comparacdo do efeito da vinificacdo nos niveis de OTA presente
naturalmente nas uvas e produzida através da inoculagdo do fungo produtor.
Assim, o objetivo deste estudo € avaliar o comportamento da OTA durante as
etapas da producdo de vinho Cabernet Sauvignon através das seguintes
condic¢des: (A) vinho elaborado com uvas inoculadas com o fungo produtor de

OTA e (B) vinho elaborado com uvas naturalmente contaminadas com OTA.
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OBJETIVOS
1.1.1 OBJETIVO GERAL
- Investigar a influéncia das etapas de elaborac¢éo de vinho tinto nos niveis da

ocratoxina A.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar o comportamento da ocratoxina A durante os estagios de
producdo de vinho elaborado através das seguintes condigdes: (A) vinho
elaborado através da inoculacéo de fungo produtor de OTA na uva; e (B) vinho
elaborado com uvas naturalmente contaminadas por OTA.

- Determinar a concentracdo de OTA durante as etapas de elaboracéo
do vinho, que incluem mosto, fermentacdo/maceracdo, descuba, poés
fermentacao, trasfega e maturacao, a fim de identificar etapas que podem ser

importantes para reducao da toxina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PANORAMA DO VINHO NACIONAL

A Vvitivinicultura brasileira esta difundida desde o Rio Grande do Sul
(31°S de latitude) até o Rio Grande do Norte e Ceara (5°S de latitude)
(CAMARGO et al., 2011). Desde o inicio do século XX, periodo em que se
tornou uma atividade comercial, o foco principal foi a produgcdo de videiras
americanas. Esse cenario mudou por volta de 1960, quando iniciou-se o cultivo
de videiras de origem européia, o que foi primordial para o avanco da
vitivinicultura nacional, pois a producdo de vinhos finos alavancou uma série de
mudanc¢as no setor, incentivando o produtor a colocar no mercado produtos
com qualidade e competitivos com o mercado internacional (IBRAVIN, 2014c).

O Brasil ocupa 14° lugar no ranking mundial de producéo de vinhos
(OlV, 2013), produzindo atualmente cerca de 310 milhdes de litros por ano.
Sao centenas de vinicolas espalhadas pelo pais, a maioria instaladas em
pequenas propriedades familiares, com cerca de 2 hectares por familia
(IBRAVIN, 2014a).

O principal estado brasileiro produtor de vinho é o Rio Grande do Sul,
responsavel por cerca de 90% da producdo nacional, no qual em 2013 foram
produzidos mais de 600 milhdes de kg de uva (IBRAVIN, 2013d). No Rio
Grande do Sul situa-se quatro importantes regides viticolas: a Serra Gaucha
(29°S), principal regido viticola do pais, Campos de Cima da Serra (28°S),
Serra do Sudeste e Campanha (29°S e 31°S, respectivamente). Outras duas
regides brasileiras que merecem destaque sado o Planalto Catarinese (27°S -

Santa Catarina) e o Vale do Séao Francisco (9°S - Bahia e Pernambuco). Estas
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regides distintas mostram a diversidade do vinho produzido no pais e como 0s
avancos tecnoldgicos e a melhoria das préticas viticolas e enoldgicas aplicadas
propiciaram o surgimento de produto reconhecido internacionalmente pela sua

qualidade (EMBRAPA, 2015).

2.2 CONSUMO DE VINHO E SUA RELAC}AO COM A SAUDE

A relagdo entre alimentacdo e saude tem desenvolvido grandes
pesquisas sobre a presenca de compostos bioativos em alimentos, sendo o
vinho, uma das bebidas mais ricas nestes compostos (XIANG et al., 2014). O
ponto de partida para as pesquisas sobre vinho e saude foi o “Paradoxo
Francés”. Renaud; De Lorgeril, (1992) publicaram um estudo sobre a
associacao entre morte por doenca cardiovascular e ingestéo alimentar. Apesar
de uma dieta tradicionalmente elevada em gorduras saturadas, as taxas de
infarto do miocardio na Franca sao 40% menor que o resto da Europa. Este
resultado foi associado ao grande consumo de vinho pela populacdo deste
pais, que é superior ao restante dos paises europeus.

Vinhos tintos possuem maior efeito protetor a salde em relacdo aos
vinhos brancos, pois sdo ricos em compostos polifenélicos, como &cidos
fendlicos (acido galico, &cido cafeico, acido p-cumarico, etc.), estilbenos (trans-
resveratrol) e flavonoides (catequinas, quercetinas, epicatequina, rutina, etc.).
Uma garrafa de vinho tinto contém um total de 1,8 g/L de polifendis, enquanto
uma garrafa de vinho branco contém somente 0,2 a 0,3 g/L de polifendis
(BETERLLI; DA, 2009).

Os efeitos benéficos dos compostos polifendlicos ao organismo estéo

ligados a acdo antioxidante, que previne a formacdo de radicais livres,
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responsaveis por indmeros prejuizos a saude humana (PAZOS et al., 2006).
Além disso, o consumo destes compostos estd associado a reducdo de
incidéncia de doencas degenerativas relacionadas ao stress oxidativo, como
por exemplo, o Alzheimer (SUN et al., 2008), reducdo do risco de doenca
cardiovascular (AVELLONE et al., 2006) e retardo da progressado de varias
doencas, incluindo o cancer (PLATZ et al., 2004).

No entanto, a presenca de constituintes com acéo fisioldgica prejudicial
a saude tem sido investigada com intuito de identificar e/ou quantificar estes
compostos, de modo que possibilite a correta avaliagdo dos fatores de risco
relacionados com a ingestdo do produto (ANCIN-AZPILICUETA et al., 2008;
(SCHUMACHER et al., 2012).

Dentre 0s compostos toxicos que podem estar presentes no vinho,
destacam-se as aminas biogénicas, das quais a histamina € mais importante,
causadora de efeitos adversos como dores de cabeca, edemas, problemas de
circulacdo sanguinea, entre outros (MARTUSCELLI et al., 2013), compostos
carbonilicos, como cetonas e aldeidos, cuja presenca em grande quantidade
em bebidas alcodlicas esté relacionada com sintomas como nausea, vomito,
inquietacao, suor, confusdo, queda na pressdo e dores de cabeca (AZEVEDO
et al.,, 2007) e as micotoxinas, toxinas produzidas por fungos filamentosos
presentes na uva. A OTA, que é a toxina abordada neste estudo, é a principal
micotoxina encontrada em vinhos e sua ingestdo pode levar a efeitos toxicos
como hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e carcinogenicidade (REMIRO et al.,

2013; ROCHA, 2014).
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2.3 MICOTOXINAS

Micotoxinas sdo metabdlitos secundérios produzidos por fungos
filamentosos quando estes tiverem condi¢des basicas para o desenvolvimento,
como umidade, temperatura e atividade de &gua (Aw) (TANIWAKI;SILVA,
2001). Existe um grande numero de micotoxinas, no entanto uma pequena
parcela tem sido detectada em alimentos e s&o atualmente consideradas um
risco & saude do consumidor. As mais relevantes de acordo com o Comité de
Especialistas em Aditivos Alimentares da Organizacdo Mundial da Saude
(JECFA, do inglés: The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives)
séo: aflatoxinas, OTA, patulina, deoxynivelanol (DON), fumonisinas, nivelanol
(NIV), T2-toxina e zearalenona (JECFA, 2015).

A ingestdo de alimentos contaminados com micotoxinas em doses
elevadas pode levar desde a manifestacao de sintomas agudos até a morte. As
micotoxinas quando ingeridas em baixas concentracdes e uma exposicao

prolongada podem resultar no aparecimento de cancer (WU et al., 2014).

2.3.1 OCRATOXINA A

A OTA é uma micotoxina descoberta como um metabdlito do fungo
Aspergillus ochraceus em 1965 na Africa (VAN DER MERWE et al., 1965).
Pode ser encontrada em diversos alimentos como trigo (RIBA et al., 2008),
arroz (NGUYEN et al., 2007), café (LEONG et al, 2007), cacau
(MOUNJOUENPOU et al., 2008), cerveja (KAWASHIMA et al., 2007), figos
secos (KARBANCIOLU;HEPERKAN, 2008), queijo (DALL'ASTA et al., 2008),
pao (ZINEDINE et al., 2007), uva (LASRAM et al., 2007) e produtos derivados,

incluindo suco e vinho (NG et al., 2004; REMIRO et al., 2013). A ingestao de
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alimentos contaminados por OTA pode ocasionar efeitos toxicos como
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e carcinogenicidade (ANNINOU et al., 2014).

E um policetidio derivado de uma dihidro-isocumarina unida pelo
carbono 7 carboxilico a uma I-B-fenilalanina através de uma ligagdo amidica. E
termorresistente e para sua extracdo e armazenamento em analises s&o
utilizas solugdes acidas, a qual a toxina se mantém estavel. Sua férmula
quimica é C20H180sNCI, como mostra a figura 1 e seu peso molecular é 403,82

(VAN DER MERWE et al., 1965).

cooH ©

Cl

Figura 1: Estrutura quimica da ocratoxina A

Existem varios mecanismos para a toxicidade da OTA em nivel celular. A OTA
€ um concorrente da fenilalanina-tRNA ligase, inibindo assim a sintese de
proteinas. Além desse, outros mecanismos incluem a formacgédo de adutos de
DNA/RNA, apoptose e peroxidacao de lipideos (BAYMAN; BAKER, 2006).

Um dos casos mais conhecidos, sobre a toxicidade da OTA em
humanos, foi a Nefropatia Endémica dos Balcas (NEB), onde foram relatados
diversos casos de cancer no trato urinario, que foram associados a ingestao de
alimentos contaminados com OTA (VALENTA et al, 1998). Pesquisas
realizadas em animais mostram que os 6rgdos mais afetados pela toxina sao
os rins e figado. Aléem disso, varios estudos em animais confirmaram uma

relacdo entre a exposicdo a OTA e o surgimento de cancer no trato urinario,
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figado e glandulas mamarias (KUMAR et al., 2012; ANNINOU et al., 2014; WU

et al., 2014).

2.3.2 FUNGOS PRODUTORES DE OTA

O desenvolvimento de fungos em alimentos depende de diversos
fatores, tais como, umidade relativa do ar, temperatura, composicdo do
substrato, atividade de agua, pH e linhagem do fungo contaminante
(TANIWAKI;SILVA, 2001). Os fungos responsaveis pela presenca de OTA em
alimentos pertencem aos géneros Aspergillus sp. e Penicillium sp. (CABANES
et al., 2010). Em regibes frias e temperadas ha uma predominancia de fungos
do género Penicillium, dentre eles, o mais importante € P. verrucosum, principal
fungo associado a presenca de OTA em cereais (CORONEL et al., 2012). O
género Aspergillus possui uma abundancia maior nas regides de climas
tropicais e subtropicais. Espécies pertencentes ao género Aspergillus podem
ser divididas nas seguintes sec¢fes: Flavi, Circumdati, Nigri, Restricti, Fumigati,
Cervini, Clavati, Nidulantes, Flavipedes, Versicolores, Usti, Terrei, Candidi,
Cremei, Sparsi e Wentti. As espécies mais comumente estudadas como
produtoras de micotoxinas pertencem as secdes Circumdati, Flavi e Nigri
(PITT; HOCKING, 1997; KLICH, 2002)

Os principais fungos responsaveis pela producdo de OTA em uvas séo
A. carbonarius e A. niger, da seccao Nigri. Dois aspectos importantes,
relacionados a esses fungos, foram constatados por diversos estudos
realizados em vinhedos ao redor do mundo. Primeiro, que os fungos
pertencentes ao agregado A. niger destacam-se pela sua alta ocorréncia em

vinhedos, enquanto o A. carbonarius € o fungo que apresenta maior potencial
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toxigénico, com a maioria dos isolados capazes de produzir OTA (CHIOTTA et
al., 2009; LUCCHETA et al., 2010; BARBERIS et al., 2014).

O efeito ocratoxigénico de A. carbonarius foi avaliado por Belli et al.
(2007) em uvas danificadas e ndo danificadas, que foram submetidas a
temperaturas entre 20-30°C e trés niveis de umidade diferentes (80%, 90% e
100%). Os autores mostraram que quantidades maiores de OTA foram
encontradas nos grados danificados, submetidos a temperaturas (30°C) e
umidade elevadas (100%).

Um dos fatores mais importantes para a presenca de fungos toxigénicos
em uvas é a localizagédo do vinhedo (LASRAM et al., 2012; LUCCHETTA et al.,
2010). Lucchetta et al. 2010 avaliaram a presenca de fungos produtores de
OTA em uvas cultivadas nas regifes norte, central e sul da Italia. A.
carbonarius foi encontrado principalmente nas uvas produzidas na regiao sul
do pais, enquanto na regido norte e central o A. niger foi predominante. As
uvas provenientes da regido sul apresentaram maior ocorréncia (45%) e maior
concentragcédo de OTA, atingindo o valor de 9,2 ug/L. As diferengas observadas
em relacdo a incidéncia fungica e niveis de OTA das uvas cultivadas nas
diferentes regibes devem-se a fatores climéaticos que favorecem ou ndo o
crescimento do fungo e, consequentemente, a producao de OTA. Na regiao sul
da ltalia, por exemplo, o clima é mais umido e quente e nestas condigdes, a
concentracdo de OTA em uvas pode atingir niveis elevados (9,2 pg/L),
diferentemente da regido norte e central, em que os niveis de OTA encontrados
ndo passaram de 0,02 ugl/L.

Em vinhedos, a melhor maneira de reduzir a producdo de OTA é

controlar a presenca de fungos ocratoxigénicos, para isso, € importante ter o
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conhecimento de fatores ecoldgicos, que afetam a ocorréncia desses fungos
(ESTEBAN et a., 2006). Para isso, é importante também que a videira esteja
adaptada as condi¢des climaticas da regido, assim como a escolha de um
sistema de conducédo ideal para manter a qualidade do vinhedo. O sistema de
conducédo espaldeira é um dos mais utilizados pelos viticultores nos principais
paises vitivinicolas do mundo, pois permite uma maior incidéncia solar sobre as
uvas, quando comparado a outros sistemas comumente utilizados, como por
exemplo o latada. Assim, com a utilizacdo da espaldeira espera-se niveis
reduzidos desta micotoxina. O cuidado com manejo do dossel vegetativo,
através da realizacdo das podas aumenta a incidéncia solar sobre as bagas, o
que facilita a passagem de ar entre as folhas, diminuindo a umidade presente
entre bagas e, consequemente, a contaminacdo fangica e niveis de

micotoxinas (RIBEREAU GAYON, 2003).

2.3.3 PRESENCA DE OTA EM VINHOS

O vinho é a segunda maior fonte de exposicdo a OTA, depois dos
cereais, através da alimentacdo pela populagédo européia (EU SCOOP, 2002).
Desde que foi detectada no vinho pela primeira vez, por Zimmerli & Dick
(1995), a OTA tem sido encontrada em vinhos produzidos em diversos paises

do mundo (Tabela 1).
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Tabela 1: Ocorréncia de OTA em vinhos elaborados em diferentes paises

Pais T\i/?r?h%e Inci(c(i)/e::))n cia Vaarjig/g:l_é;o Referéncia
Australia Tinto 50 0,033 - 0,072 Quintela et al., 2012
Brasil Tinto 2,95 0,01-4,5 Welke et al., 2010

Tinto 6 0,2-0,84 Teixeira at al., 2011
Canada Branco 14 <0,008 - 0,393 Ng et al., 2004
Tinto 23 <0,004 - 0,156 Ng et al., 2004
China Branco 10 0,09 -0,53 Wu et al., 2011
Tinto 29 0,02-1,18 Wu et al., 2011
Croacia Tinto 100 0,00003- 0,0613 Remiro et al., 2013
Espanha Tinto 100 0,064 - 0,138 Quintela et al., 2012
Tinto 100 0,001 - 0,104 Remiro et al., 2013
Tinto 100 0,00049- 0,0949 Remiro et al., 2012
Franca Tinto 93 0,010 - 0,237 Quintela et al., 2012
Tinto 92 0,0051- 0,0883 Remiro et al., 2013
Grécia Tinto 100 0,0043 - 0,212 Remiro et al., 2013
Israel Tinto 100 0,0036 - 0,0654 Remiro et al., 2013
Italia Tinto 100 0,050 - 0,353 Quintela et al., 2012
Tinto 100 0,0051 - 0,286 Remiro et al., 2013
Roreda in 100 0,0844-0,455  Remiro etal., 2013
Russia Tinto 43 1,8-44 Rusanova et al., 2009
Turquia Branco 100 0,25-1,80 Altiokka et al., 2009
Tinto 100 0,0029 - 0,101 Remiro et al., 2013
Tinto 100 0,39 - 7,96 Altiokka et al., 2009
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A ocorréncia de OTA é maior em vinhos tintos, seguidos de roses e
brancos, isso ocorre por que o vinho tinto passa pelo processo de maceracao,
onde a casca da uva permanece em contato com o mosto durante algumas
horas ou mesmo dias. Este procedimento é importante para a extragdo da cor e
de compostos relacionados ao aroma que séo provenientes, por exemplo, da
casca das uvas. Além disso, a maceracao € responsavel pela transferéncia da
OTA da casca para o mosto (CHIODINI et al., 2006; VAR; KABAK, 2007
QUINTELA et al., 2011; ZHANG et al., 2013).

Brera et al. (2008) comprovaram este fato através da andlise de 1166
amostras de vinhos produzidos em diferentes regifes da Italia. Os valores
maximos encontrados foram de 7,50 ug/L para os tintos, 4,07 ug/L! para rosés,
1,95 upg/L para brancos. Além disso, os autores verificaram que 0s vinhos
produzidos na regido sul da Itdlia apresentaram valores mais altos de OTA
guando comparados com a regido norte.

Sarigiannis et al. (2014) analisaram 60 amostras entre vinhos brancos
(n=26), roses (n=8) e tintos (n=21) secos e brancos (n=4) e tintos (n=1) doces,
produzidos na Grécia. No total, 47 amostras continham OTA, com valores que
variaram 0,01 a 2,52 ug/L. Dos vinhos secos, 0s maiores valores de
contaminagao foram encontrados em vinhos roses (2,52 pg/L), seguidos de
tintos (0,71 ug/L) e brancos (0,56 pg/L). Estes resultados contrastam com os
dados encontrados na literatura, e podem ter ocorrido por influéncia das
técnicas de cultivo e vinificagdo. Entre os vinhos doces, 100% apresentaram
contaminagao por OTA, com duas amostras (uma de branco e outra de tinto)

com valores acima do permitido pela legislagao (2,3 pg/L).
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Os vinhos doces ou especiais sdo mais susceptiveis a contaminagéo por
OTA. As uvas utilizadas para a elaboragdao desse tipo de vinho podem ser
submetidas a diferentes condi¢gBes para concentrar mais agucares, incluindo a
colheita tardia (quando as uvas apresentam grau de amadurecimento
excessivo), a desidratacao (secagem das uvas colhidas através da exposicdo
solar ou com o uso de camaras de ar seco ou fresco), botritizagdo (quando as
uvas sao atacadas pelo fungo Botrytis cinerea, causador da podriddo nobre) e
congelamento (quando as uvas sdo colhidas congeladas). Essas técnicas
podem aumentar a probabilidade de incidéncia de fungos e OTA. Uma das
alternativas para a producédo de vinhos mais doces consiste na interrupcao da
fermentacdo através da fortificacdo do vinho com destilado de uva que é
utilizado também para que o grau alcodlico caracteristico desta bebida seja
atingido. Nesse Ultimo caso, as préaticas enoldgicas também podem influenciar
na concentracdo de OTA, pois a fermentacdo completa do vinho € um
importante ponto para a reducédo de OTA (BELLI et al., 2004; VALERO et al.,
2008).

Valero et al. (2008) analisaram 119 amostras de vinhos doces e
especiais produzidos em diferentes zonas da Europa. Os tipos de vinhos
analisados foram vinho fortificado no inicio da fermentacdo (n=22), vinho
fortificado durante o estagio de maturacdo em barricas (n=37), vinho elaborado
com uvas provenientes de colheita tardia (n=8), vinho elaborado com uvas
secas ao sol (n=23), vinho elaborado com uvas secas em camaras de ar
guente (n=3), vinho elaborado com uvas secas em camaras de ar fresco (n=8),
vinho elaborado com uvas botritizadas (n=13) e vinho elaborado com uvas

congeladas (n=5). A OTA nao foi detectada nas amostras de vinho
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provenientes de uvas de colheita tardia, nos vinhos elaborados com uvas
botritizadas e vinhos elaborados com uvas congeladas. Valores elevados de
OTA foram encontrados em vinhos elaborados com uvas secas ao sol (15,62
Mg/L) e em vinhos fortificados no inicio da fermentagdo (27,79 ug/L). Esta
situacdo é observada, pois as uvas secas ao sol sdo expostas a condi¢des do
ambiente por 5 a 15 dias, nesse periodo a uva pode sofrer danos, e nestas
condic¢des o fungo pode crescer e produzir OTA. Os vinhos fortificados no inicio
da elaboracdo tém o processo fermentativo interrompido, o que dificulta a
remocao da toxina, pois a OTA poderia ser removida com esse processo, Como
mencionado por diversos autores (MECA et al., 2010; SOLFRIZZO et al., 2010;
CSUTORAS et al., 2013; JIANG et al., 2014). Belli et al., (2004) também
encontraram valores mais elevados de OTA em vinhos doces especiais. Em 20
amostras analisadas, a OTA foi detectada em 9 (45%), com uma concentracao
média de 4,47 pg/L, sendo que uma amostra apresentou a concentragao de

15,25 pg/L.

2.3.4 REDUC}AO DOS NIVEIS DE OTA EM VINHOS

Métodos fisicos, quimicos e microbiol6gicos tém sido testados com a
finalidade de reduzir a OTA durante as fases de elaboragcdo do vinho
(QUINTELA et al., 2013). O método fisico mais efetivo é remocéo das bagas ou
cachos que apresentam contaminagcdo fungica visivel, antes de serem
submetidos a vinificacdo. Este procedimento pode resultar na reducéo de até
98% dos niveis de OTA. No entanto, este processo pode nao ser
economicamente viavel para a industria do vinho (ROSSEAU, 2004). Muitos

estudos observaram que apoés a fermentacdo alcoolica, boa parte da OTA fica
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retida nas borras provenientes da fermentacdo, sendo assim, a remocao das
borras leva a reducdo da concentracdo de OTA do vinho (ESTI et al., 2012;
CSUTORAS et al., 2013).

Outra abordagem para remogao de OTA em vinho envolve a utilizagéo
de agentes adsorventes, com capacidade de imobilizar a toxina, como carvao
ativado (VAR et al., 2008), bentonita (KURTBAY et al., 2008), albumina
(QUINTELA et al., 2012) e outros insumos enoldgicos. A eficacia dos
clarificantes enolégicos na remocdo da OTA vai depender da quantidade de
toxina, da dosagem e do tipo de clarificante utilizado (QUINTELA et al., 2013).
Dentre os clarificantes utilizados, o carvao ativado apresenta maior habilidade
de remocdo da toxina, porém, doses elevadas comprementem a qualidade do
vinho (VAR et al., 2008).

Diferentes micro-organismos tem sido testados a fim de avaliar a sua
capacidade de remocao e biodegradacdo da OTA em vinho, principalmente
através do uso de espécies de leveduras Saccharomyces (CARIDI et a., 2006;
CECCHINI et al., 2006; MECA et al., 2010; PETRUZZI et al., 2012;
PIOTROWSKA et al., 2013) e bactérias lacticas, utilizadas para a fermentacdo
malolatica (FUNCHS et al., 2008; AMBRUNHOSA et al., 2014). Nestes casos,
a OTA pode ficar aderida a parede celular do micro-organismo utilizado no
processo fermentativo, que posteriormente € eliminado nas etapas de filtracao
do vinho, carregando consigo a toxina (PONSONE et al., 2009; MECA et al.,
2010). Outro fato que pode ocorrer € a biodegradacéo através da hidrolise da
ligagdo amida que une a ocratoxina a (Ota) a molécula de fenilalanina,

transformando-a em um composto nao toxico (AMBRUNHOSA et al., 2014).
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3 RESULTADOS
Os resultados do presente estudo estdo apresentados na forma de artigo
cientifico a ser submetido ao Periddico Food Control.

3.1 Artigo 1 - Efeito das etapas de elaboracé&o de vinho Cabernet

Sauvighon sobre os niveis de ocratoxina A
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ABSTRACT

The ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin with nephrotoxic, hepatotoxic,
teratogenic and carcinogenic properties. In Brazil, the permitted maximum limits
for the OTA in wines was established in 2011 and is 2 pug/L. The occurrence of
this toxin in wines is due mainly for presence of fungi from Aspergillus genera in
grapes used for winemaking. In this way, the aim of this study was to check the
influence of stages of the winemaking process of Cabernet Sauvignon grape on
the OTA levels through two different experiments: (A) wine made from grapes
inoculated with ochratoxigenic fungi and (B) wine made from grapes naturally
contaminated with OTA. For the two experiments, samples of must,
fermentation/maceration, drawn-off wine, after fermentation, racking and
maturation stages were collected in triplicate, during 5 months. The OTA was
detected using high-performance liquid chromatography with fluorescence
detector (HPLC-FL) and the limit of detection and limit of quantitation were 0.06
and 0.6 pg/L, respectively. During the winemaking, the stages that show higher
toxin reduction were drawn-off wine, after alcoholic fermentation and racking.
Significant reductions in OTA levels were observed when winemaking was
finished. A reduction of 92.6% was observed in wine made from grapes
inoculated with ochratoxigenic fungi. Similar value (92%) was verified in wine
made from grapes naturally contaminated with OTA. Considering all
winemaking process, we may suggest that the decreasing of OTA levels was
observed mainly due to adsorption of the toxin in cell wall of yeast. Furthermore,
the adsorption of the toxin in suspended solids present in wine during the

winemaking may be occurred.

Keywords: ochratoxin A, wine, winemaking, mycotoxins reduction
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1. Introduction

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin produced mainly by Penicillium
verrucosum, Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger and Aspergillus
ochraceus fungi. The toxicological effects of this toxin are related to
nephrotoxicity, teratogenicity, hepatotoxicity and carcinogenicity (Anninou,
Chatzaki, Papachristou, Pitiakoudis, & Simopoulos, 2014). The International
Agency for Research on Cancer (IARC) classified OTA as group 2B, considered
potentially carcinogenic for humans (IARC, 1993). In 2001, the Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives (JECFA) has established a provisional
tolerable weekly intake of 100 ng / kg in body weight (FAO/WHO, 2001 In the
European population, wine is the second largest source of exposure to OTA,
after cereal. For this reason it has received a lot more attention, because it
imposes risk to human health (SCOOP, 2002). The occurrence of OTA in wines
was reported for the first time in Switzerland by Zimmerli & Dick (1995), and
since then, its presence has been detected in grapes, musts and wines in
many countries of the Mediterranean region such as: France, Portugal, Spain,
North Africa and Italy (Remiro, Irigoyen, Gonzalez-Penas, Lizarraga, & Lépez
de Cerain, 2013). In Europe, the limit of OTA for wines (2 pg/L) was established
in 2006 (Europe Comission, 2006). In Brazil, the same limit was settled in 2011
(ANVISA, 2011).

Since wine containing OTA can represent risk to the consumer’s health,
a lot of researches have been done aiming to evaluate the behavior of the toxin
during winemaking in order to identify mechanisms that can help reducing the
presence of the toxin(Grazioli, Fumi, & Silva, 2006; Fernandes, Ratola,
Cerdeira, Alves, & Venancio, 2007; Ponsone, Chiotta, Combina, Dalcero, &
Chulze, 2009; Anh, Vural, & Bayman, 2011; Esti, Benucci, Liburdi, & Acciaro,
2012; Csutoras, Racz, Racz, Futo, & Kiss, 2013). In the major part of this
researches, added samples of standard solution of this mycotoxin have been
studied (Ponsone et al., 2009; Esti et al., 2012; Csutoras et al., 2013). Csutoras
et al. (2013) evaluated the fermentation effects of red wine over the levels of
OTA, added in the form of standard solution in the concentration of 4 pg/L and

observed a reduction of 90% in the OTA’s levels after 90 days of fermentation.
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Esti et al. (2012) verified a decrease of 79% in the OTA’s levels after 11 days in
red wine fermentation, that was elaborated with grape must containing OTA
withconcentration of 15 pg/L. Ponsone et al. (2009) verified the behavior of OTA
during the elaboration of red wine, samples were taken from the following steps:
must, fermentation/maceration, after fermentation, malolactic fermentation, after
malolactic fermentation and maturation. In this study, Tempranillo and Bonarda
grapes received an addition of standard solution of OTA with respectively
concentrations of 6 and 0.3 pg/L, to evaluate the behavior of different
concentrations of OTA during the winemaking. After 30 days of fermentation,
the authors observed a reduction of 86% and 100% of the toxin, on the
Tampranillo and Bonarda grapes, respectively.

The behavior of OTA, obtained through the inoculation of the fungus A.
carbonarius during the elaboration of the red wine was evaluated by Fernandes
et al. (2007) and Jiang, Shi, Cheng & Liu (2014). Fernandes et al. (2007)
verified a reduction of 75% in the levels of OTA after the main steps of the
winemaking (must, alcoholic fermentation/maceration, drawn-off wine,
malolactic fermentation and clarification). Jiang et al. (2014) contaminated the
grape must with a spore suspension at a concentration of 1 x 10 ¢ spores/g of A.
carbonarius, and observed a reduction of up to 92%, in the OTA levels
produced by the fungus, after 216 hours of fermentation.

Studies about monitoring OTA levels during the steps of winemaking with
grapes naturally contaminated with this toxin are scarce (Grazioli et al., 2006;
Anh et al., 2011). Anh et al. (2011) monitored the OTA levels, naturally present
in grapes, during the steps of must elaboration, drawn-off wine, end of alcoholic
fermentation, end of malolactic fermentation, racking, filtration and after bottling.
At the end of the process they could observe a reduction of 53,7% of the toxin
(initial concentration: 1.04 ug/L). Grazioli et al. (2006), after evaluating the OTA
levels in the steps of must preparation, maceration, drawn-off wine, end of
alcoholic fermentation, racking, malolactic fermentation and after bottling,
identified a reduction of up to 76% of the toxin (initial concentration: 0.42 ug/L).

Until now, there is no research dedicated to the comparison of the
winemaking effects in the OTA levels naturally present in grapes, and produced
through the inoculation of the producing fungus. Thus, the aim of this study was

to evaluate the OTA’s behavior during the steps of Cabernet Sauvignon
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winemaking through the following conditions: (A) wine elaborated with grapes
inoculated with OTA’s producing fungus and (B) wine elaborated with grapes
naturally contaminated with OTA.

2. Materials and methods

2.1 Grapes

For each experiment were utilized 1.5 kg of grape wine Cabernet
Sauvignon (sugars: 17°Brix) no visible damage and rot. The grape was
collected from vineyards in Serra Galcha region (latitude 29°S, longitude
51°W), Rio Grande do Sul, Brazil.

2.2 Fungal isolation of grapes

The grapes utilized in the experiments were submitted the
mycotoxicological analysis. Ten berries from each bunch were selected
randomly e the surface was disinfected with 0.4% sodium hypochlorite for 1
minute and inoculated directly into the surface of Dichloram Rose Bengal
Chloramphenicol (DRBC) Agar (5 g/L enzymatic digestion of plant tissues, 10
g/L glucose, 1 g/L monopotassium phosphate, 0.5 g/L magnesium sulfate, 2.0
mg/L de dicloran, 25 mg/L rose Bengal e 15 g/L agar) (Belli, Bau, Abarca,
Ramos, & Bragulat, 2006). Plates were incubated at 25°C for 7 days at
darkness and after incubation, all colonies were isolated to Czapek Yeast
Extract (CYA) Agar (30 g/L saccharose, 5 g/L yeast extract, 3 g/L de NaNOs,
0.5 g/L KCL, 0.5 g/L MgS04.7H20, 0.01 g/L FeS0a4.7H20, 1 g/L K2HPO4 and 20
g/L agar) and incubated at 25°C for 7 days (Pitt & Hocking, 1997).

2.3 Potential test of toxigenic fungi isolated from grapes

The ability of OTA production was tested in all isolates fungus. The
guatitative analisys was done using Thin Layer Chromatography (TLC) with
Charged Coupled Device (CCD) according to the method proposed by Welke,
Hoeltz, Dottori, & Noll (2010). In this technique, the isolates were grown in CYA
plates for 10 days at 30°C. For each isolate, agar plugs were removed from
central and border areas of the colony and extracted with 1 ml of chloroform.

The organic extract was colected with support of capilar and aplicated in TLC.
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The spots were aplicated to 1 cm of basis and 1 cm of side of the glass plates
coated with silica gel 10 x 10 cm (Macherey-Nagel Pre-coated TLC-plates Sil
G-25 HR, Duren, Alemanha). The spots were dried, and the plates developed in

solvent system toluene:ethylacetate:formic acid (60:30:10, v/v/v).

2.4 OTA solution Standard

A sotck standard solution of OTA, used to identification for TLC and
quatification in High-performance Liquid Chromatography (HPLC), was
prepared by dissolving 5 mg of pure crystalline OTA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) in toluene-acetic acid (99:1, v/v) at a concentration of 50.000 pg/L. The
standard solution was kept frozen (-18 °C). The concentration of the OTA stock
solution was determined by measuring the UV absorbance at 366 nm and
calculated by using the molar extinction coefficient € of 544 m2/mol. The
concentration of working standard solution in toluene-acetic acid (99:1, v/v) was
22.49 pg/mL. The standard solution of OTA used for calibration curve in HPLC,
was prepared by dissolving 5 mg of OTA in 100 mL mobile phase user for this

technique (acetonitrile:water:acetic acid, 99:99:2, viv/v).

2.5 Micro- vinification

The micro-vinification occurred employing the steps commonly used in
wineries, to elaborate red wine. The steps for winemaking include: must,
fermentation/maceration (reassembly were performed twice daily during the
maceration), drawn-off wine, after fermentation, racking and maturation. The

sampling was performed according the days described in Figure 1.

2.5.1 Experiment A: Wine made from grapes inoculated with the OTA producer
fungus

Aspergillus carbonarius (ITAL293, collection belonging to the Food
Toxicology Laboratory, Federal University of Rio Grande do Sul, Brazil) that
showed high OTA production in vitro, was used as the OTA producer in the
study. A spore suspension of 10° conidios/mL concentration, was prepared by a
colony previously grown for 7 days in CYA. The spore suspension concentration
was determined by counting in a Neubauer chamber. The grape berries were

stemmed, without causing physical damage. A 30 pL solution spores (10°
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conidios/mL), were injected randomly on the surface of 1.5 kg grape berries.
The incubation was performed at 25°C for 7 days. Subsequently, the berries

were used to microvinification, as shown in Figure 1.

2.5.2 Experiment B: Wine made from grapes naturally contaminated with OTA
This experiment was conducted with must sample that showed natural
contamination by OTA. The micro-vinification was perfomed according Figure 1.

2.6 Extraction and determination of OTA by HPLC

The determination of OTA during the steps of wine making, was
performed by HPLC, with fluorescence detection (FL), according with official
method 2001.01 AOAC (Association of Analytical Communities). A 10 ml
volume of wine sample was diluted with 10 ml solution containing PEG (1%)
and NaHCOs (5%). After homogenised, 10 ml volume of diluted extract was
cleaned up through an Ochratest TM (VICAM, Milford, EUA) immunoaffinity
column. The clumn was washed with 5 ml solution containing NaCl (2.5%) and
NaHCOs (0.5%), followed by 5 ml distilled water. OTA was eluted with 2 ml
methanol. The eluted extract was evaporated under nitrogen stream and
reconstituted with 250 pL of the HPLC mobile phase (acetonitrile:water:acetic
acid, 99:99:2, viviv). A 20 uL volume of reconstituted extract was injected into
the chromatografhic apparatus Waters €2695 with fluorescence detection (FL)
2475 (Aex=333 nm, Aem=460 nm) containing the chromatographic column Waters
Xbridge tm Shield RP 18 5um (4.6x150mm). The organic extracts from samples
were automatically and isocratically injeted using HPLC mobile phase, eluted at
a flow 1.0 mL/min. The OTA identification was performed by measuring peak
areas at OTA retention time and comparing them with the relevant calibration
curve. The measurement was taken through external calibration method, using
a calibration curve of the 7 points (concentration 0.5 - 6 pg/L) of OTA, r=0.997
and a calibration curve of the 5 points (concentration 0.1 — 0.5 pg/L) of OTA, r=
0.995.

2.7 Method Validation
Validation of the analytical method was based on the following

parameters: recovery percentage, precision, limit of detection (LOD) and limit of
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quantification (LOQ). The sensitivity of the HPLC technique was evaluated by
determining LOD for OTA, which was obtained from the smallest detectable
signal toxin. The LOQ was determined to being the value 10 times higher than
that found for the LOD (ICH, 1996). Recovery was determined by analyzing of
wine samples spiked with 1.5; 2.0 e 3.5 pg/L were of OTA. This procedure was
done in triplicate. The accuracy was assessed by the repeatability and
intermediate precision. For repeatability, 5 repetitions of standard OTA solution
read levels of 1.5; 2.0; 2.5; 3.0 and 4.0 pg/L, were performed on the same day.
The intermediate precision was determined by one read for day, of standard
OTA solution, in the same levels used to avaliate repeatability, in three
differents days. Then, the accuracy was calculated by the coefficient of variation

(CV) for the determination of the intra-day and inter-day.

2.8 Statistical analysis
To determine the significance of the reduction between the OTA wine
production stages in each experiment, analysis of variance (ANOVA; p <0.001)

was applied, followed by a Tukey test.

3. Results and Discussion

3.1 Method Validation

Table 2 presents a percentage of recovery calculated for three different
concentrations of OTA in red wines. The recovery varied from 87 to 90%. The
limit of detection (LOD) and the limit of quantification (LOQ) was 0.06 and 0.6
ug/L, respectively.

The results obtained are represented on table 3. This table shows the
coefficients of variation (CV) for repeatability (determined repetitions of OTA
made in the same day), where the values of CV oscillated from 3.1% to 7.9%,
and the intermediary precision (OTA determination accomplished in different

days), where the variation checked was from 2.2% to 7.3%.

3.2 Isolated Fungi from grapes destined for winemaking
Fungi were isolated from grapes utilized for these experiments, and

evaluated for its potential toxigenic. A total of eight fungal isolates were
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obtained through incubation of grapes using CYA growth medium. Among those
one species has shown to be a producer of OTA, belonging to Aspergillus
genus. Serra, Mendong¢a & Venancio, (2005) analyzed the fungal microbiota of
healthy grapes, in other words, grapes without damage or visible rot; those
fruits were utilized to produce wine in Portugal. The authors identified two OTA
producing species, and these belong to the genus Aspergillus. Aspergillus
representatives are mainly responsible for the presence of OTA in wine. Among
the ochratoxigenic species present in grapes, A. niger and A. carbonarius are
those with higher incidence and greater ability to produce OTA (Cabafies,
Accensia, Abarca, Castellda, Minguezb, et al. 2002; Belli et al., 2006). Several
researches report the presence of fungi that produce OTA in vineyards of
traditional winemaker countries (Belli et al.,2006; Leong, Hocking, & Scott,
2006; Lucchetta, Bazzo, Dal Cortivo, Stringher, & Bellotto, 2010; Covarelli,
Beccari, Marini & Tosi, 2012; Barberis, Merlera, Reynoso, Chulze, & Torres,
2014).

3.3 Evaluation of winemaking steps related to OTA levels

This is the first research that evaluates the effects of OTA levels over the
Cabernet Sauvignon winemaking steps, one of the most scattered variety in the
world, and the most grown Vitis vinifera in Brazil. The results showing the
behavior of OTA during the red winemaking steps for each experiment are
described in Figure 2.

In experiment A (p=0.0295), grapes were contemned with A. carbonarius
spores and it is observed that during the winemaking steps the bigger quantity
of OTA was found in grape must. The higher quantity of OTA found in the must
is justified by the utilization of grapes inoculated with an isolate of A.
carbonarius, which showed a high potential to produce OTA. Fernandes et al.
(2007) evaluating the behavior of OTA during the red winemaking, by
inoculating A. carbonarius directly in the grapes, also found higher
concentration of the toxin in the must, if compared to the next step, the
maceration/fermentation.

The presence of OTA in the must utilized for experiment B (p=0.0120),
which did not receive an inoculation by the fungi, is justified by the natural

presence of ochratoxin fungi in grapes utilized for the research. This fact is
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consistent with the results found by Jiang et al. (2014), that evaluated the effect
of different concentrations of A. carbonarius spores during the winemaking and
the contamination by OTA. The authors detected the presence of A.
carbonarius and the presence of OTA (0.12 pg/L) in the must that did not
receive inoculation by fungus. In this experiment, the highest quantity of OTA
was identified in the fermentation/maceration, in comparison to must. During
maceration, a lot of compounds are extracted from the marc (peel and seeds),
including the OTA. A similar result was observed by Jiang et al. (2014), during
the winemaking of a wine naturally contemned by the toxin, where the lowest
levels of OTA were found in the must (0.12 pg/L) and higher values in the
maceration (0.35 pg/L). Higher OTA concentrations in the maceration step, in
comparison to other steps of the process, were also found by Grazioli et al.
(2006) and Anh et al. (2001).

Drawn-off wine is an oenological practice very important for the control of
OTA levels during the production of red wine. At this stage, there is a liquid
fraction (wine) separation, from the solid fraction (marc). This processing phase
was relevant in reducing the presense of the toxin in the experiments, if
compared to step 2 (fermentation / maceration). The reduction in this step was
equal to 73 and 70% for Experiments A and B respectively. According to
Solfrizzo, Avantaggiato, Panzarini & Visconti (2010) there is an average
reduction, between 50 - 65% of OTA, which is retained in the grape marc after
the drawn-off, during microvinification assays. Grazioli et al. (2006) found a 30%
decrease (concentration of 0.81 ug/L) after the drawn-off of the Negroamaro
grape wine in Italy. Lower values were found by Anh et al. (2011), a decrease of
17% (concentration: 1.04 pg/L) and 21.9% (concentration: 1.38 ug/L) in two
vinifications of Cabernet Sauvignon produced in different regions of Turkey.
Ponsone et al. (2009), in Argentina, observed a reduction of 62 and 46%, after
the drawn-off, by adding standard OTA solution in the must from Tempranillo
grape (concentration: 6 pg/L) and Bonarda grape (concentration: 0.3 pg/L).

Fermentation is the most important step in the development of a wine,
so, many authors evaluated the effect of this step on OTA levels, whether
added as standard solution to the must, naturally present in grapes or obtained
by inoculation of the producer fungus (Ponsone et al., 2009; Esti et al., 2012;
Csutoras et al., 2013; Jiang et al., 2014). The decrease of OTA, verified in this
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research, after completion of step 4 (after fermentation) was of 81 and 70% for
experiments A and B, respectively, where the drawn-off, which occurred during
fermentation, was the main driver of this reduction. Thus, to evaluate the
behavior of OTA during fermentation of red wine, the stages of maceration and
drawn-off wine be considered, which as mentioned earlier, affect toxin behavior.

Racking is a cleaning operation, where the wine, when ready, is
transferred from a container to another, to separate the sediments (sludge).
Significant reduction values were also observed in this step, when compared to
the previous stage: after fermentation. In this research, the largest reduction
observed was 66% in experiment B, in relation to the previous step. Grazioli et
al. (2006) observed a reduction of 30% in OTA (concentration of 0.81 pg/L) after
this step, in naturally contaminated samples. At the end of this racking step,
very low amounts of OTA reduction were observed.

After the conclusion of maturation, significant amounts of total reduction
of OTA have been observed in both experiments. In the experiment A (wine
made from grapes inoculated with OTA producer fungus), there was a reduction
of 92% in OTA (concentration: 2.34 ug/L). Fernandes et al. (2007) detected a
reduction of up to 80% of OTA (concentration: 4.12 ug/L) after the main stages
of red wine production produced from grapes infected with A. carbonarius.

In experiment B, with must naturally contaminated with OTA, the
reduction was 92.6% (concentration: 1.34 ug/L). Grazioli et al. (2006) identified
a reduction of up to 76% in OTA (concentration: 0.81 pg/L) after the conclusion
of the Negroamaro red wine winemaking. Anh et al. (2011) observed a
reduction of 53.7% of OTA (concentration: 1.04 ug/L) after the conclusion of the
main steps involved in the preparation of red wine.

The decrease in OTA, observed during the winemaking, can occur in two
ways: (i) the biodegradation related to hydrolysis of the amide bond that unites
ochratoxin a (Ota) to phenylalanine molecule, turning it into a non-toxic
compound (Bejaoui, Matheiu, Taillandier, & Lebrihi, 2006; Fuchs, Sontag, Stidl,
Ehrlich, Kundi, & Knasmuller, 2008; Ambrunhosa, Inés, Rodrigues, Guimaraes
& Pereira, 2014); and / or (ii) the adsorption process by which the toxin present
in wine is adhered to the suspended solids, such as yeasts, peels and seeds,
which are then eliminated in steps of drawn-off, racking, and also with the

clarification / filtration step in which is capable of carrying the toxin with it (Meca,
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Blaiotta & Ritieni, 2010; Quintela, Villaran, Lopez de Armentia, & Elejalde, 2012;
Petruzzi, Sinigaglia, Corbo, Beneduce & Bevilacqua, 2012; Piotrowska, Nowak
& Czyzowska, 2013). In this research, the reduction in toxin levels could be
observed especially in the steps where there was the separation of solid and
liquid parts, including drawn-off and racking, which suggests that the reduction

took place by adsorption of the OTA solids removed during the winemaking.

4. Conclusion

The winemaking process decreased the concentration of OTA,
regardless the initial concentration in both experiments, being drawn-off and
racking the most effective ways for reducing the presence of the toxin. The
adsorption of the toxin to the solids in suspension, present in wine during the
elaboration, proved to be the main mechanism of reducing it. In both
experiments, similar percentage values, (higher than 90%), have been
observed in the reduction of OTA. In the future, practices as adding exogenous
tannins and the utilization of oak chips during the production of red wine could

be evaluated, to verify its influence over OTA levels.
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Experiment A 1

Day 01
Must
Addition of 50, (Potassium metabisulfite 10 g/hL) and yeast Saccharomyces cerevisiae 25 g/hL

l t Experiment B

Day 5
Alcoholic fermentation/maceration (18°C)
l p— Reassembly (twice daily )
Day 08

Drawn-off wine (end of maceration)

|

Day 13
After fermentation

!

Day 17
Racking

}

Day 153
Maturation

Figure 1. Flowchart of micro vinification of red wine with indication of two
different experiments: (A) Wine made from grapes inoculated with the OTA

producer fungus; (B) Wine made from grapes naturally contaminated with OTA.
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Table 2 - Recovery of OTA in red wine in different concentrations

OTA ug/L Recovery / (ug/L) Recovery / (%) CV/ (%)?

15 1.4 87 7.2
2 1.8 90 12.2
3.5 3.1 89 7.3

a Coefficient of variation



Table 3 - Precision of OTA determination in HPLC.

Intra-day (n=25)2

Inter-day (n=15)2

OTA uglL CV? (%) CV? (%)
15 7.9 2.2
2 6.2 7.3
25 3.3 3.6
3 3.5 35
4 3.1 4

a number of injections performed in HPLC
b coefficient of variation

44
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Figure 2. Behavior of OTA during different experiments. (A) Wine made from
grapes inoculated with the OTA producer fungus; (B) Wine made from grapes
naturally contaminated with OTA.



46

REFERENCES

BRASIL. (2011) Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Resolucao
RDC n° 07 de janeiro de 2011. Regulamento Técnico sobre os limites
maximos tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos. Poder Executivo,
Brasilia, DF: Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil.

Ambrunhosa, L., Inés, A., Rodrigues, A. I., Guimaraes, A., Pereira, A. L.,
Parpot, P., Mendes Faia, A., & Venancio A. (2014). Biodegradation of
ochratoxin A by Pediococcus parvulus isolated from Douro wines.
International Journal of Food Microbiology, 188, 45-52.

Anh, R. E., Vural. N., & Bayman, M. (2011). Removal of Ochratoxin A (OTA)
from Naturally Contaminated Wines During the Vinification Process. Journal
of the Institute Of Brewing, 0628-1011.

Anninou, N., Chatzaki, E., Papachristou, F., Pitiakoudis, M., & Simopoulos, C.
(2014). Mycotoxins’ Activity at Toxic and Sub-Toxic Concentrations:
Differential Cytotoxic and Genotoxic Effects of Single and Combined
Administration of Sterigmatocystin, Ochratoxin A and Citrinin on the
Hepatocellular Cancer Cell Line Hep3B. Int. J. Environ. Res. Public Health,
11, 1855-1872.

Barberis, M. G., Merlera, G. G., Reynoso, M. M., Chulze, S. N., & Torres, A. M.
(2014). Factors affecting distribution and abundance of Aspergillus section
Nigri in vineyard soils from grapevine growing regions of Argentina. Journal
Science Food Agriculture, 94, 3001-3007.

Bejaoui, H., Matheiu, F., Taillandier, P., & Lebrihi, A. (2006). Biodegradation of
ochratoxin A by Aspergillus section Nigri species isolated from French
grapes: a potential means of ochratoxin A decontamination in grape juices
and musts. F. E. Microbiological Societies, 255, 203-208.

Belli, N., Bau, M., Abarca, M.L., Ramos, A.J. & Bragulat, M.R. (2006).
Mycobiota and ochratoxin A producing fungi from Spanish wine grapes.
International Journal of Food Microbiology, 111, S40-S45.

Blateyron, L., Bontemps, E., Granes, D., & Rosseau, J., (2006). Conhecimentos
recentes sobre a OTA. Revista de Viticultura e Enologia.

Cabafies, F. J., Accensia, F., Bragulata, M. R., Abarca, M. L., Castellada, G.,
Minguezb, S., et al. (2002). What is the source of ochratoxin A in wine?
International Journal of Food Microbiology, 3(79), 213-215.

Chiotta, M. L., Ponsone, M.L., Combina, M., Torres, A.M., & Chulze, S. N.
(2009).Aspergillus section Nigri species isolated from different wine-grape
growing regions in Argentina. International Journal of Food Microbiology,
136, 137- 141.



47

Covarelli, L., Beccari, G., Marini A., & Tosi L. (2012). A review on the
occurrence and control of ochratoxigenic fungal species and ochratoxin A in
dehydrated grapes, non-fortified dessert wines and dried vine fruit in the
Mediterranean area. Food Control, 26, 347-356.

Csutoréds, C., Racz, L., Racz, K., Futo, P., & Kiss, A. (2013). Monitoring of
ochratoxin A during the fermentation of different wines by applying high
toxin concentrations. Microchemical Journal, 107, 182-184.

Esti, M., Benucci, I., Liburdi, K., & Acciaro, G. (2012). Monitoring of ochratoxin A
fate during alcoholic fermentation of wine-must. Food Control, 27, 53-56.

European Commission. (2006). Commission Regulation (EC) No 1881/2006 of
19 December 2006 setting maximum levels for certain contaminants in
foodstuffs. Official Journal of the European Union L, 364, 5-24.

Fernandes, A. Ratola, N., Cerdeira. A., Alves, A., & Venancio, A. (2007).
Changes in Ochratoxin A Concentration during Winemaking. American
Society for Enology and Viticulture, 58, 92-96.

Food and Agricultural Organization/World Health Organization (FAO/WHO).
Ochratoxin A. In Safety evaluations of specific mycotoxins. Prepared by the
56th meeting of the joint FAO/WHO expert committee on food additives,
Geneva, 2001.

Fuchs, S., Sontag, G., Stidl, R., Ehrlich, V., Kundi, M., & Knasmuller, S. (2008).
Detoxification of patulin and ochratoxin A, two abundant mycotoxins, by
lactic acid bacteria. Food and Chemical Toxicology, 46, 1398-1407.

Grazioli, B., Fumi, M.D., & Silva, A. (2006). The role of processing on ochratoxin
A content in Italian must and wine: A study on naturally contaminated
grapes. International Journal of Food Microbiology, 111, S93—-S96.

International Conference on Harmonization, ICH (1996). Guindance for
Industry. Q2B validation of analytical procedures: Methodology.

International Agency for Research on Cancer, IARC. (1993). IARC monographs
on the evaluation of carcinogenic risks to humans. Some naturally occurring
substances: food items and constituents, heterocyclic aromatic amines and
mycotoxins. Summary of data reported and evaluation. IARC Science
Publications, 56, 489-521.

Jiang, C., Shi, J., Cheng, Y., & Liu, Y. (2014). Effect of Aspergillus carbonarius
amounts on winemaking and ochratoxin A contamination. Food Control, 40,
85-92.

Klich, M. A. (2002). Identification of common Aspergillus species.

Leong, S. L., Hocking, A. D., & Scott, E. S. (2006). Effect of temperature and
water activity on growth and ochratoxin A production by Australian



48

Aspergillus carbonarius and A. niger isolates on a simulated grape juice
medium. International Journal of Food Microbiology, 110(3), 209-216.

Lucchetta, G., Bazzo, I., Dal Cortivo, G., Stringher, L., Bellotto, D., Borgo, M., &
Angelini, E. (2010). Occurrence of Black Aspergilli and Ochratoxin A on
Grapes in Italy. Toxins, 2, 840-855.

Meca, G., Blaiotta, G., & Ritieni, A. (2010). Reduction of ochratoxin A during the
fermentation of Italian red wine Moscato. Food Control, 21(4), 579-583.

Petruzzi, L., Sinigaglia, M., Corbo, M.R., Beneduce, L., & Bevilacqua, A. (2012).
Ochratoxin A removal by Saccharomyces cerevisiae strains: effect of wine-
related physicochemical factors. Society of Chemical Industry, 93, 2110-
2115.

Piotrowska, M., Nowak, A., & Czyzowska, A. (2013). Removal of ochratoxin A
by wine Saccharomyces cerevisiae strains. Eur. Food Res. Technol., 236
441-447.

Pitt J. I. & Hocking A.D. (1997). Fungi and Food Spoilage. Blackie Academic &
Professional, London.

Ponsone, M., Chiotta, M., Combina, M., Dalcero, A., & Chulze, S. (2009). Fate
of ochratoxin A content in Argentinean red wine during a pilot scale
vinification. Revista Argentina de Microbiologia, 41(4), 245-250.

Quintela, S., Villaran, M.C., Armentia, I.L., Elejalde, E. (2013). Ochratoxin A
removal in wine: A review. Food Control, 30, 439-445.

Remiro, R., Irigoyen, A., Gonzalez-Penas, E., Lizarraga, E., & Lopez de Cerain,
A. (2013). Levels of ochratoxins in Mediterranean red wines. Food Control,
32, 63-68.

Scientific Cooperation, SCOOP. Assessment of Dietary Intake of Ochratoxin A
by The Population of EU Member States. Reports on tasks for scientific
cooperation, January, 2002.

Serra, R., Mendonga, C., & Venéncio, A. (2005). Fungi and ochratoxin A
detected in healthy grapes for wine production. Society for Applied
Microbiology, 42, 42—-47.

Solfrizzo, M., Avantaggiato, G., Panzarini, G., & Visconti, A. (2010). Removal of
ochratoxin A from contaminated red wines by repassage over grape
pomaces. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58, 317-323.

Visconti, A. (2008). Managing ochratoxin A risk in the grape-wine food chain.
Food Additives and Contaminants, 25 (02), 193-202.

Welke, J. E., Hoeltz, M., Dottori, H. A., & Noll, I. B. (2010). Determination of
Ochratoxin A in Wine by High-Performance Thin-Layer Chromatography



49

using Charged Coupled Device. Journal Braziliam Chem. Society, 21, 441-
446.

Zimmerli, B., & Dick, R. (1995). Determination of ochratoxin A at the ppt level in
human blood, serum, milk and some foodstuffs by high-performance liquid
chromatography with enhanced fluorescence detection and immunoaffinity
column cleanup: methodology and Swiss data. Journal of Chromatography
B: Biomedical Sciences and Applications, 666(1), 85-99.



50

4 DISCUSSAO GERAL

Desde 2011, a legislacdo brasileira prevé limites toleraveis de OTA em
vinhos e sucos de uva. Este limite esta fixado em 2 pg/L (ANVISA, 2011).
Vinhos brasileiros j& foram avaliados quanto a presenca de OTA (ROSA et al.,
2004; SHUNDO et al., 2006; WELKE et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011;
HOETLZ et al., 2012), e valores acima do estabelecido pela legislacdo foram
encontrados por Welke et al. (2010), na concentracao de 4,5 ug/L .

A primeira precaucdo a ser tomada, para evitar contaminacao por OTA
em vinhos, € somente utilizar uvas sadias na vinificacdo. Rousseau, (2004)
afirma que pode-se reduzir 98% da contaminagéo selecionando as uvas que
vao ser utilizadas, removendo os grdos ou cachos que apresentam danos
fisicos ou alguma contaminacdo aparente. No entanto, apesar de parecer uma
alternativa simples, muitas vezes € inviavel para vinicolas que trabalham com
grandes quantidades de uva. Por conta disso, pesquisas se concentram em
encontrar meios de reduzir a OTA durante o processo de elaboracéo do vinho
(BEJAOUI et al., 2006; LEONG et al., 2006; PONSONE et al., 2009; ANH et al.,
2011; ESTI et al., 2012; QUINTELA et al., 2012; CSUTORAS et a., 2013;
AMBRUNHOSA et al., 2014). Verificar a influéncia do processo de elaboragéo
de vinho, sobre os niveis da toxina, € uma importante ferramenta para
determinar ponto criticos de controle, em que esse perigo quimico pode ser
minimizado ou eliminado.

A maceracdo é uma etapa fundamental na elaboracédo do vinho tinto,
que pode levar horas, ou até mesmo dias para ser concluida (GIOVANINNI;
MANFROI, 2009). Esta etapa também é muito importante para a transferéncia

da OTA das uvas para o mosto. No experimento B, em que as uvas estavam



o1

naturalmente contaminadas por OTA apdés o0 esmagamento e extracdo do
mosto, a toxina foi detectada (0,26 pg/L), no entanto, apés 5 dias em contato
com a casca, hiveis mais elevados de OTA foram encontrados (1,34 pg/L).

N&o ha na literatura estudos sobre a avaliagdo da influéncia do tempo de
maceracao sobre niveis de OTA, no entanto, sabe-se que a passagem de OTA
ao mosto, ocorre nas primeiras horas da vinificacdo, por duas vias diferentes
(BLAYTERON et al., 2006; JIANG et al., 2014). A OTA pode estar naturalmente
presente na casca da uva e ser extraida juntamente com 0s compostos
fendlicos e aromaticos durante a maceracao (BLAYTERON et al., 2006), ou ser
produzida por fungos ocratoxigénicos presentes no mosto, quando condi¢cdes
favoraveis forem observadas, como o teor alcodlico abaixo de 4% e
consequentemente teores mais elevados de acucar (JIANG et a., 2014; JIANG
et al., 2015).

Vinhos brancos apresentam valores de contaminacdo por OTA mais
baixos, quando comparados aos vinhos tintos (BRERA et al.,, 2008).
Tradicionalmente, na vinificagdo em branco, a eliminacdo da casca é a primeira
etapa de elaboracgéo, ou seja, as uvas nao sao maceradas, e apds ocorre uma
etapa de clarificacdo do mosto. Estas duas operacdes auxiliam na prevencéo
da contaminagao por OTA, o que pode explicar por que vinhos brancos séo
menos contaminados que os tintos (ROSSEAU, 2004; BLAYTERON et al.,
2006; MECA et al., 2010).

A etapa de descuba é utilizada para retirar do processo as cascas e
sementes, apds concluida a maceracdo, e é também uma importante etapa
para reduzir os niveis de OTA presente no vinho. No experimento em que a

uva recebeu inoculacdo do fungo produtor, A, observou-se uma reducao de
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73% da concentracdo inicial de OTA (2,34 pg/L). Segundo Solfrizzo et al.
(2010), esta reducédo ocorre em funcdo da OTA ficar retida nas cascas e
sementes eliminadas nesta etapa.

A fermentacdo alcodlica é a etapa em que niveis de OTA podem ser
minimizados. A reducdo da toxina observada apés fermentacédo foi de 81 e
70% para os experimentos A e B, respectivamente. Reduc¢des significativas da
OTA também foram encontradas por diversos autores, ap0s concluida esta
etapa (PONSONE et al., 2009; ESTI et al., 2012; CSUTORAS et al., 2013;
JIANG et al., 2014). Um dos fatores que contribuem para a diminuicdo da OTA
durante a fermentacdo do vinho tinto é a biodegradacdo da toxina provocada
pelo metabolismo da levedura ou adsor¢do da OTA a parede celular da
levedura. Além disso, a descuba € normalmente realizada antes do término da
fermentacao alcodlica. Neste procedimento o bagaco (parte sélida composta
por sementes e cascas) € separado da parte liquida (mosto/vinho), arrastando
consigo a OTA, que pode ficar retida nesses compostos sdlidos.

Muitos autores estudam métodos de otimizar a reducdo de OTA durante
a fermentacéo alcodlica do mosto de diferentes cultivares (CARIDI et al., 2006;
CECHINI et al., 2006; MECA et al., 2010; AMBRUNHOSA et al., 2014; FIORI et
al., 2014; JIANG et al., 2015). Meca et al. (2010) testaram a habilidade de 16
isolados de S. cerevisiae atuarem na remoc¢ao da OTA durante a fermentacao
do mosto da uva Moscato, por meio da adsorcao a parece celular da levedura,
procurando identificar em qual espécie a adsor¢cédo € maior (AMBRUNHOSA et
al., 2014). Ambrunhosa et al. (2014) avaliaram a capacidade da bactéria lactica
Pediococcus parvulus, isolada de vinhos do Douro, Portugal, biodegradar a

OTA presente no mosto extraido da uva Red Globe. Apés 6 dias de incubacéo,
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sem a presenca de alcool, observou-se uma redugédo de 80% da toxina e um
aumento na presenca ocratoxina a (Ota). Além disso, os autores sugerem que
a inoculacdo de bactérias lacticas durante a fermentacdo alcodlica (co-
inoculacdo), podem contribuir para a redugdo da contaminagdo por OTA,
através da biodegradagao da toxina em Ota.

Considerando que a fermentacdo é uma etapa importante para a
reducdo e OTA, pode-se sugerir que 0 suco de uva é mais vulneravel a
contaminacgao pela toxina, por ndo passar por este processo. Fiori et al. (2014)
testaram a capacidade de 4 espécies de leveduras ndo fermentativas e de
baixa capacidade de fermentacgéo, reduzirem a OTA presente no suco de uva.
Os autores concluiram que 0 uso desses micro-organismos pode ser
considerado um eficiente auxiliar tecnolégico na producdo de suco de uva,
atuando como bioadsorventes da OTA.

Outra etapa fundamental, em que pode ser observada reducdo de OTA,
foi a trasfega. Esta etapa pode ser empregada em diversos momentos durante
a vinificacdo (GIOVANINNI; MANFROI, 2009). A trasfega realizada ap6s a
fermentacdo alcoodlica separa as borras finas formadas na fermentacéo, do
liqguido. No experimento B, em que a OTA estava naturalmente presente,
obteve-se uma reducdo de 66,6% da OTA nesta etapa. Valor elevado de
reducdo também foi observado no experimento B, em que as uvas receberam
inoculacdo do fungo produtor, com 52,6% de reducao. Grazioli et al. (2006)
avaliou a influéncia desta etapa, em vinho contaminado naturalmente por OTA,
e verificou uma reducéo de 30%.

Ao final da vinificagcdo, os percentuais de reducdo encontrados nos

experimentos realizados foram de 92% para o experimento A, em que as uvas
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foram contaminadas com fungo e 92,6% no experimento B, cujo vinho foi
produzido com uvas naturalmente contaminadas. Nos dois experimentos
realizados foram observados percentuais mais elevados de redugdo quando
comparado a outros autores, que também avaliaram o comportamento da OTA
durante as etapas de elaboracdo do vinho, e identificaram uma reducédo
maxima de 80% (GRAZIOLI et el., 2006; FERNANDES et al., 2007; ANH et al.,

2011).



55

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho nos permite concluir que o
processo de elaboragcdo do vinho diminuiu a concentracdo de OTA,
independente da concentracdo inicial, sendo as etapas de descuba, pos
fermentacao e trasfega, as mais eficientes nesta reducao. A adsorcéo da toxina
aos solidos em suspensédo presentes no vinho durante a elaboragdo, mostrou
ser a principal mecanismo de redugdo da mesma. Nos dois experimentos
realizados, foram verificados valores percentuais de reducdo de OTA muito
similares, superiores a 90%. Futuramente, praticas como a adicdo de taninos
exdgenos e o uso de chips de carvalho, durante a elaboracdo do vinho tinto,
poderiam ser avaliados quanto a influéncia dos mesmos, sobre os niveis de

OTA.
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