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Prefacio

Ha cerca de dez anos, adiantou-se a possibilidade da ocorréncia de con-
taminacio de vinhos por uma micotoxina — a ocratoxina A. A partir dai,
estima-se que se tenham tornado publicas andalises realizadas a mais de
2500 vinhos das mais diversas origens, com uma especial incidéncia
sobre vinhos originarios da bacia Mediterranea, apontada como sendo
uma zona de risco elevado. Na Peninsula Ibérica também se tem feito
sentir algum esforco no sentido de avaliar o real impacto deste conta-
minante em vinhos, embora nos dados tornados publicos predominem
vinhos de origem espanhola. Na conferéncia Impacto da contami-
nacao fungica sobre a competitividade de vinhos - Ocratoxina A
pretende-se, entre outros objectivos, dar um contributo para um melhor
conhecimento da presenca de ocratoxina A em vinhos com origem em
Portugal e consumidos um pouco por todo o Mundo.

Hoje, é aceite que a génese da contaminacio com ocratoxina A de vinhos
esteja na contaminacdo das uvas, ainda na fase de maturacio, com
fungos filamentosos da seccdo dos Aspergillus negros. Assim, neste
féorum em que se pretende avaliar o impacto da contaminac¢io fingica
néo podia faltar a mencao a micoflora de uvas e as condig¢des ecolbgicas
que favorecem a colonizacido das uvas por estes microrganismos, a
sintese de ocratoxina A e, finalmente, a sua presenca e acumulag¢ido em
uvas.

De igual modo, reveste-se de importancia a meng¢io ao combate que o
Homem exerce sobre esta microflora, isto é, os tratamentos fitossanité-
rios. O impacto da micoflora das uvas pode traduzir-se em danos visi-



vels, a podriddo, em simultaneo, ou ndo, com a ocorréncia de danos invi-
sivels, as micotoxinas. O tratamento fitossanitario ideal deve evitar
ambas as situacoes.

No panorama politico, também a ocratoxina A tem revelado as suas
facetas e este forum n&o podia alhear-se deste facto. Com avancos e
recuos, com determinacdo ou hesitagdo, a comunidade internacional
tem evoluido no sentido de definir as doses toleraveis de exposicdo a
ocratoxina A e na definicido dos limites admissiveis deste contaminante
nos géneros alimentares em que se encontra mais vulgarmente pre-
sente.

E na confluéncia desta abordagem multifacetada que esta conferéncia
se centra. Dado que o tema carece de maior atencéo e aprofundamento,
os organizadores decidiram publicar os contributos nela apresentados
dando origem a presente obra.

Os EDITORES



Contaminacao fungica das uvas
e ocratoxina A em vinhos

Mendonga C., Abrunhosa L., Serra R. e Venancio A.

Centro de Engenharia Biolégica, Universidade do Minho, Campus de Gualtar
4710-057 Braga, Portugal

e-mail: avenan@deb.uminho.pt

Introducao

Os fungos constituem um grande grupo de seres vivos ubiquos na Natu-
reza. Estes microrganismos sdo em geral capazes de produzir uma
grande variedade de metabolitos secundarios, metabolitos estes que sédo
considerados produtos naturais e, alguns, mesmo vitais para o fungo
produtor (e.g., como seja a producgdo de melaninas que protegem contra
a irradiagdo solar ou outros agentes agressores). Apesar dos fungos fila-
mentosos serem produtores de metabolitos secundarios, apenas um
numero restrito de espécies produz metabolitos com propriedades
toxicas, a que se da vulgarmente o nome de micotoxinas.

O papel das micotoxinas nos agroecossistemas ainda ndo é bem conhe-
cido, apesar de existirem varias teorias sobre as suas funcdes. Sabe-se
que em ambientes onde varias espécies competem entre si pelo subs-
trato, as micotoxinas podem ser determinantes para estabelecer a mico-
flora, e apresentar uma vantagem competitiva para o fungo que as
produz. Por outro lado, algumas micotoxinas tém actividade insecticida,
e pensa-se que sdo um modo de defesa dos fungos contra a predacio por
insectos (Bhatnagar et al., 1992).

A ocratoxina A (OTA) é uma das micotoxinas produzida em alimentos
por fungos filamentosos (figura 1), trata-se de uma 7-carboxil-5-cloro-
-8-hidroxi-3,4-dihidro-3R-metilisocumarina (ocratoxina a), ligada pelo
seu grupo 7-carboxil a L-B-fenilalanina através de uma ligacdo pepti-
dica (van der Merwe et al., 1965). Em condigbes ecoldgicas e nutriti-
vas adequadas, esta micotoxina pode ser sintetizada e acumulada em
produtos alimentares, como cereais, frutos secos, café, cacau, uvas, e,
consequentemente, surgir em alimentos processados, como cereais de
pequeno almocgo, vinho, cerveja ou sumos de fruta. Esta micotoxina tem
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sido detectada no plasma sanguineo humano, em varios paises, con-
firmando a exposicido das populacdes a este contaminante (Miraglia
& Brera, 2002).

A doenca mais conhecida associada a OTA é a nefropatia dos suinos.
Esta tem sido regularmente descrita desde que foi descoberta por volta
de 1950, sendo mesmo considerada endémica em diversos paises da
Europa do norte e central. Da mesma forma, é sugerido o seu envol-
vimento em nefropatias humanas, como a nefropatia endémica dos
Balcés, que se caracteriza por uma atrofia atipica dos rins com multi-
plos sintomas associados, e também com a nefritis crénica intersticial
no norte de Africa. A sua nefrotoxicidade advém alegadamente do facto
de a OTA induzir a peroxidagéo de lipidos. Em 1993, a Agéncia Inter-
nacional para a Pesquisa do Cancro (IARC) classificou a OTA como um
possivel carcinogénico humano, baseando-se em evidéncias suficientes
provenientes de ensaios em animais e por falta de evidéncia em
humanos. A OTA possui ainda efeitos citotdxicos, imunotoxicos, genoto-
xicos, neurotoxicos e hematoxicos (Wijnands & van Leusden, 2000). As
propriedades imunotoxicas da OTA tém recebido recentemente uma
atencio crescente por parte dos investigadores. Verificou-se que, mesmo
concentragoes baixas de OTA, na ordem de nanograma por mililitro,
tém efeitos toxicos para o sistema imunolégico. Visto que o sistema imu-
nolégico estd involvido na defesa do organismo contra a invasiao micro-
biana e propagacio de células tumurosas, esta toxicidade nédo pode ser
negligenciada (Petzinger & Weidenbach, 2002).

Figura 1. Estrutura molecular da ocratoxina A

A presenca de micotoxinas em alimentos pode e deve ser minimizada.
Idealmente, a solucéo passa pela prevencio da sintese no produto agri-
cola mas, ocorrendo esta, pode o processamento ser alterado de forma a
remover ou inactivar a micotoxina do alimento, antes de este entrar na
cadeia alimentar.
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A descontaminacdo de produtos alimentares que contém micotoxinas
pode ser efectuada recorrendo a processos fisicos, quimicos ou biolé-
gicos, tendo sido implementada com bastante sucesso nalguns casos.
Em vinhos, alguns investigadores procuraram testar diversos adsor-
ventes (conhecidos no mundo enolégico por colas) com o objectivo de
remover a OTA (Dumeau & Trioné, 2000; Castellari et al., 2001; Bla-
teyron ef al., 2001; Rousseau & Blateyron, 2002). No entanto, o sucesso
de tais tentativas é moderado, ndo tendo sido possivel remover quanti-
dades apreciaveis de micotoxina sem alterar do ponto de vista sensorial
a qualidade do vinho.

A ocorréncia de ocratoxina A em vinho

A descoberta de OTA em vinhos foi inicialmente publicada em 1995
pelos investigadores suicos Zimmerli & Dick (1995). Desde entéo,
diversos estudos tém sido efectuados com o objectivo de determinar os
niveis de OTA nos vinhos provenientes de varias regides da Europa,
assim como de outros continentes (cf. tabela 1).

Dando continuidade aos seus trabalhos, Zimmerli & Dick (1996) ana-
lisaram véarias amostras de vinhos e sumo de uva provenientes do
mercado suigo. A concentragdo de OTA encontrada nas 118 amos-
tras de vinho de mesa analisadas encontrava-se na gama < 0,003 a
0,388 pgora/liinn,. Entre as amostras de vinhos, foram analisados
seis vinhos do Porto, tendo sido detectados valores de < 0,003 a 0,017
Hgora/lvinho- Este estudo foi fundamental pelo facto de mostrar, pela pri-
meira vez, que a probabilidade de se encontrar a OTA em vinhos tintos
é maior que nos vinhos brancos ou rosé. Este estudo refere, ainda, que
os vinhos provenientes de regiées do sul da Europa e do norte de Africa
apresentam igualmente um maior risco de contaminacio. Estes investi-
gadores apresentam duas hipéteses para explicar a maior incidéncia da
micotoxina nestes vinhos. Por um lado, a influéncia das diferentes pra-
ticas usadas na viticultura (e.g., uso de tratamentos fitossanitarios) e
na vinificacdo (armazenamento das uvas, tipo de maceracio, tempo e
temperatura de fermentacio); e, por outro lado, o facto de as condigdes
climéticas do sul favorecerem o crescimento de espécies de Aspergillus
produtoras da OTA.

A influéncia do tipo de vinho e da origem geografica na ocorréncia de
OTA foi o0 alvo do estudo realizado por Otteneder & Majerus (2000). Este
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Tabela 1. Teores de OTA encontrados em vinhos de origem diversa, nimero de
vinhos analisados, média e gama de valores de OTA encontrados (continua)

. N.° de Média Gama N
Origem Referéncia
amostras pg/l g/l
Suica
. 24 branco 0,011 < 0,003 -0,178
(vinhos
comerciali- 15 rosé 0,025 <0,003-0,123  Zimmerli & Dick
zados na 79 tinto 0,039 < 0,003 -0,388 (1996)
Suiga) 15 doce —a < 0,003 — 0,451
Vérias 41 branco 0,07 <0,01-1,20 .
regices 14 rosé 0,100 <0,01_2a0  ajerus
e : : : . & Otteneder (1996)
0 mundo 89 tinto 0,190 b <0,01-3,31
4 branco —a <0,01-0,02 Ospital et al
Franca 2 rosé —a <0,01-0,11 spuat e ac.
- (1998)
21 tinto —a <0,01-0,27
7 branco ¢ 0,045 <0,01-0,06
Itéha 2 branco ¢ 0,535 0,10 — 0,97
(vinhos 6 rosé 4 0,804 <0,01-1,15 _ Visconti et al.
comerciais -~
e ndo 2 rosé © 0,525 0,41 - 0,64 (1999)
comerciais) 27 tinto 4 1,269 <0,01-17,63
11 tinto ¢ 1,185 0,46 — 4,72
Espanha e 69 branco 0,020 < 0,003 — 0,267
; " Burdaspal
outros paises 32 rosé 0,031 < 0,003 -0,161
- & Legarda (1999)
europeus 91 tinto 0,054 < 0,003 — 0,603
Varias 60 branco 0,108 <0,01-1,36
i< . Otteneder
regides 55 rosé 0,119 <0,01-2,38 .
d d ; & Majerus (2000)
0 mundo 305 tinto 0,201 <0,01-3,31

a — dado néo disponivel
b — valores correspondentes a mediana
¢ — vinhos néo comerciais
d — vinhos comerciais
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Tabela 1. Valores de OTA encontrados em vinhos de origem diversa, nimero de
vinhos analisados, média e gama de valores de OTA encontrados (continuagdo)

Origem N.° de Média Gama Referéncia
J amostras pg/l pg/l
Portugal 30 Yinhos Verdes — < 0,02 Festas et al. (2000)
31 Vinhos do Porto  — < 0,02
Ttalia 96 tinto 0419  <0001=3.177 = pioiri e al. (2001)
15 doce 0,736 < 0,001 — 3,856
Paises préximos .
do mar 31 tinto _a <0,002 — 3,400 ?ggéli?kl et al.
Mediterraneo
348 branco —a < 0,05
Vari o 14 branco —a 0,051 —0.100
aras regioes 484 tinto —a < 0,05 Soleas et al. (2001)
do mundo )
94 tinto —a 0,051 —0.100
2 tinto —a > 0,100
7 branco, 0,117" 0,028 — 0,540
Marrocos 3 rosé i i v Filali et al. (2001)
20 tinto 0,912? 0,04 — 3,240
Espanha 14 tinto 0,160 0,056 - 0,316
(Colheita 1997) 6 branco 0,185 0,154 — 0,208 .
Lopez de Cerain
Espanha 14 tinto 0,133 0,074 — 0,193 et al. (2002)
(Colheita 1998) 6 branco 0,192 0,192
104 tinto 0,34 <0,05— 2,69 Stefanaki et al.
118 branco 0,25 <0,05-— 1,72 (2003)
20 rosé 0,17 <0,05—- 1,16
Grécia 14 tinto 0,44 <0,02- 2,51
13 branco 0,27 <0,02- 0,87 Soufleros et al.
1 rosé — <0,02 (2003)
7 doce 0,81 <0,02 - 3,20
Africa do Sul 15 branco 0,16 0,04 — 0,33 Shephard et al.
rica do s 9 tinto 0,24 0,07-039 (2003

adado nao disponivel

b valor correspondente a mediana
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estudo consistiu na analise de 400 amostras de vinho tinto, branco e
rosé de diferentes origens (pais e regides com climas distintos) e na
observacao de cerca de 450 dados disponiveis na literatura. Com base
neste conjunto de valores de OTA em vinhos, estes investigadores foram
de encontro as conclusées anteriormente referidas por Zimmerli & Dick
(1996): a OTA é detectada com maior frequéncia em vinhos tintos (54 %
de amostras com quantidades detectaveis de OTA), seguido de vinhos
rosé (40 %), sendo os vinhos brancos aqueles que apresentam o menor
numero de amostras positivas (25 %); e a OTA é encontrada com maior
frequéncia em vinhos originarios do sul da Europa (95 %), que em vinhos
do norte da Europa (12 %).

A analise dos resultados publicados na literatura da especialidade
permite ainda concluir que ha areas vitivinicolas onde o risco de conta-
minac¢édo é particularmente elevado. Nomeadamente, Soufleros e cola-
boradores (2003), ao analisar vinhos oriundos de algumas ilhas gregas
(nao identificadas), encontraram 10 amostras positivas em 11 anali-
sadas, com a particularidade de 3 das amostras apresentarem valores
superiores a 2 Hgopa/lyinne. Outros investigadores gregos (Stefanaki
et al., 2003), analisaram 20 vinhos oriundos de uma ilha, tendo detec-
tado OTA nas 10 amostras de vinho tinto analisadas, valor médio de
1,73 pgorallvinhe, € em 8 de 10 amostras de vinho branco analisadas,
valor médio de 0,52 pgora/lyinne- Estes dois grupos de investigadores
gregos atribuem a maior incidéncia de contaminacao nos vinhos origi-
narios destas ilhas as condi¢bes climaticas sentidas nas mesmas.

Fora da Europa também é possivel encontrar OTA em vinhos. Nomea-
damente em paises do Norte de Africa (Filali et al., 2001; Markaki et al.,
2001) foram detectados teores de OTA semelhantes aos que sdo refe-
ridos para paises do sul da Europa, o que permite definir a bacia medi-
terranea como area de risco.

Causas da contaminacao dos vinhos com ocratoxina A

Espécies responsaveis pela producdo de OTA nas uvas

Os fungos filamentosos estdo presentes na vinha, e mediante certas
condicoes, podem causar podridao nas uvas. O fungo causador de podri-

dao mais conhecido é o Botrytis cinerea, responsavel pela podridao cin-
zenta, mas sabe-se que outras espécies de fungos filamentosos podem,
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isolados ou em conjunto, causar podriddao nas uvas, como é o caso de
espécies de Alternaria, Cladosporium, Penicillium (podridido verde),
Rhizopus, e Aspergillus, em particular Aspergillus negros (podridao
negra). Salvo o caso da podridao nobre, que seca o bago enriquecendo-o
em agucares e aromas, a podriddo néo é benéfica: leva a estragos e pre-
juizos, e a alteracido das uvas, com consequente perda de qualidade, por
producdo de aromas desagradaveis e de enzimas que dificultam ou
impedem o processo de vinificacdo. A podridao caracteriza-se, pois, por
alteracoes visiveis nos bagos e por afectar as caracteristicas organo-
lépticas das uvas. Mas, adicionalmente a estas manifestacdes visiveis
dos fungos, certas espécies podem produzir micotoxinas. No entanto,
um dado produto pode estar contaminado com micotoxinas, sem apre-
sentar sinais visiveis de contaminacao fingica. O fungo pode invadir os
tecidos vegetais sem formar estruturas reprodutoras, ou micélio visivel
a olho nu. Nestas condigbes, as caracteristicas organolépticas das uvas
podem nao ser afectadas de modo perceptivel. Existem apenas dois
géneros de fungos filamentosos que compreendem espécies produtoras
de OTA (ocratoxigénicas), que sio Penicillium e Aspergillus. As espécies
ocratoxigénicas de Penicillium, P. verrucosum e P. nordicum, sdo res-
ponsaveis pela presenca desta micotoxina em cereais, queijos e carnes
de paises de climas frios, como os paises nérdicos. Os Aspergillus com-
preendem varias espécies ocratoxigénicas, pertencentes a 3 secgodes
diferentes: seccao Flavi (A. alliaceus), seccao Circumdati (A. ochraceus)
e sec¢ao Nigri (A. niger e A. carbonarius).

Os fungos produtores de OTA possuem requisitos ecofisiolégicos dis-
tintos para crescer e produzir a micotoxina. Por isso, a contamina-
¢ao dos alimentos com OTA é devida a espécies diferentes, consoante o
tipo de alimento. Para se conhecerem as espécies presentes nas uvas
capazes de produzirem OTA, elaboraram-se rastreios em vinhas em
diversos paises, incluindo Portugal (Serra et al., 2002, 2003).

Dos rastreios feitos por varios investigadores em diversos paises, veri-
ficou-se que as espécies responsaveis pela produc¢dao de OTA nas uvas
sdo Aspergillus negros. Os Aspergillus caracterizam-se por possuir
estruturas de reproducgio assexual, os aspergilli, em forma de aspersor,
como o aspergidor de agua benta, donde advém o nome do género
(figuras 2 e 3). Os aspergilli sao compostos pelo conidiéforo e por uma
vesicula terminal, onde se encontram as células produtoras dos esporos,
as fidlides (figura 3). Os esporos sdo designados por conidios. Os coni-
dios nos Aspergillus negros, como o nome indica, sdo muito pigmen-
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Figura 2. Detalhe de Aspergillus negros a crescer na superficie da uva. Obser-

vam-se as estruturas reprodutoras escuras

Conidios
S Tialides
Métulas

Vesicula

<« Conididforo
Figura 3. Imagens de microscopia 6ptica de aspergilli. Em A, observa-se o coni-
di6foro, com a vesicula terminal, na qual se situam as fidlides, onde se d4 a pro-
ducao de esporos. Em B, detalhe das fidlides e dos esporos a serem produzidos.
Quando os esporos sdo jovens, sdo hialinos, tornando-se depois fortemente pig-

mentados. A ornamentagido dos conidios é variavel. (Imagens obtidas com
microscopio de Nomarski, com ampliagdo de 400 x em A e 1000 x em B)
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tados, de cor negra, devido a acumulacdo de melanina, o que lhes con-
fere uma grande resisténcia a radiagio solar.

Dentro desta secc¢io, existem varias espécies. Apenas duas produzem
OTA: agregado A. niger e A. carbonarius. Morfologicamente, sdo bas-
tante semelhantes, distinguem-se essencialmente pelo tamanho dos
esporos, de 3,5 a 5 um de didmetro em A. niger e de 6 a 11 um de dia-
metro em A. carbonarius. A capacidade destas duas espécies produ-
zirem OTA ndo é a mesma. As primeiras estirpes que se descobriram
capazes de produzir a micotoxina pertenciam ao agregado A. niger
(Abarca et al., 1994). No entanto, verificou-se mais tarde que a producgio
de OTA por esta espécie s6 ocorre em cerca de 4 % das estirpes. Pelo con-
trario, a maioria das estirpes de A. carbonarius produz OTA. Nas uvas,
grande parte das estirpes produtoras de OTA detectadas pertencem a
A. carbonarius, por isso, esta espécie tem sido apontada como a prin-
cipal responsavel pela contaminagao das uvas (Cabaties et al., 2002;
Sage et al., 2002; Battilani et al., 2003). A identificacdo até a espécie no
agregado A. niger s6 é possivel recorrendo a ferramentas moleculares.
Duas espécies, A. niger e A. tubingensis, indistinguiveis morfologica-
mente, fazem parte deste agregado e constituem o tipo N (A. niger) e o
tipo T (A. tubingensis) (Accensi et al., 1999). Até agora, s6 foram encon-
tradas espécies produtoras de OTA tipo N (A. niger).

Em Portugal, para se averiguar quais as espécies produtoras de OTA
presentes nas uvas, fizeram-se rastreios em 11 vinhas, em 4 regides
demarcadas: Vinhos Verdes, Douro, Ribatejo e Alentejo (tabela 2). Para
se avaliar em que estado da maturacgio as uvas sdo contaminadas com
estes fungos, o rastreio foi feito no bago ervilha, pintor e bago maduro
(momento da vindima).

Verifica-se que a medida que o processo de maturag¢do avanca, a inci-
déncia de fungos ocratoxigénicos nas uvas aumenta. No bago verde, néo
fo1 detectada a presenca de fungos ocratoxigénicos e, no pintor, foram
detectadas estirpes de A. carbonarius em 2 % dos bagos num local
(vinha 7). Grande parte das estirpes produtoras de OTA foi detectada na
vindima. Neste rastreio, a vinha com maior incidéncia de fungos produ-
tores de OTA (38 % dos bagos colonizados) esta localizada no Alentejo
(vinha 10). Das estirpes produtoras de OTA isoladas nas vinhas portu-
guesas, 73 % pertencem a espécie A. carbonarius. No entanto, existe
uma vinha no Douro com elevada incidéncia (20 %) de estirpes A. niger
ocratoxigénicas (vinha 5). Quanto a distribui¢do dos fungos pelas
regides, verifica-se que nas vinhas da regido dos vinhos verdes quase
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Tabela 2. Fungos produtores de OTA detectados em uvas portuguesas, entre
Junho e Setembro de 2001

% de uvas com fungos produtores de OTA

Regido Vinha b T . uvas maduras
ago ervilha pintor (vindima)
1 nd nd nd
Vinhos 2 nd nd 2 % A. carbonarius
verdes
3 nd nd nd
4 nd nd 8 % A. carbonarius
Douro 5 nd nd 20 % A. niger
6 nd nd 2 % A. niger
7 nd 2 % A. carbonarius 12 % A. carbonarius
Ribatejo 8 nd nd 2 % A. carbonarius
9 nd nd nd
38 % A. carbonarius
Alentejo 10 nd nd 2 % A. niger
11 nd nd 2 % A. carbonarius

nd — ndo detectado

nao foram detectados Aspergillus negros. A regido com mais incidéncia
de fungos ocratoxigénicos nas uvas foi o Alentejo, seguida do Douro e do
Ribatejo.

Biologia e ecologia das espécies produtoras de OTA na vinha

As informacgées respeitantes a fisiologia do grupo séo dificeis de atribuir
a uma sé espécie, pois é provavel que no passado varias espécies tenham
sido referidas como a mais comum, A. niger. Em geral, como ja foi refe-
rido, estes fungos resistem a exposic¢io solar e radiacio ultravioleta,
devido a proteccao dos seus esporos com melanina, e conseguem crescer
a baixas actividades de agua (a,,= 0,77 a 35 °C) e a temperaturas até aos
47 °C. Tém uma distribuigdo ubiqua, estdo presentes no solo e ar, e estao
entre os fungos mais frequentemente reportados em alimentos, em par-
ticular alimentos secos ao sol, como uvas passas (Pitt & Hocking, 1997).
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Sao fungos essencialmente sapréfitas. Os esporos sdo secos, e disper-
sam-se pelo ar. A. carbonarius tem a capacidade de produzir esclerdcios,
que sdo estruturas de resisténcia em que se detecta OTA (Wicklow et al.,
1996). Os esporos destas espécies podem manter-se vidveis no solo
durante anos. Por isso, conseguem manter-se na vinha ano apds ano,
podendo, quando existem condi¢oes adequadas, infectar os bagos e pro-
duzir a OTA. A incidéncia destas espécies nas vinhas esta relacionada
com o clima, tendo-se observado frequéncias elevadas destes fungos em
vinhas de climas mediterranicos, quentes e secos no Verdo, onde a sua
morfologia e fisiologia lhes confere uma vantagem adaptativa (Serra
et al., 2003). Estes fungos sdo saproéfitas adaptados ao ambiente das
vinhas mediterranicas, de elevada exposi¢ido solar e baixos teores de
humidade.

Ainda estdo a decorrer estudos sobre as condi¢oes climaticas que influen-
ciam a produg¢ido de OTA nas uvas. Tem sido referido que a temperatura,
chuva e humidade relativa sio factores chave que influenciam a pro-
dugdo de OTA nas uvas (Battilani et al., 2002). Certos autores referiram
que foram registados niveis de OTA superiores no vinho em anos chu-
vosos (Lopez de Cerain et al., 2002). Quando, apds o pintor ocorrem
chuva, temperatura e humidades elevadas, aumenta o risco de infec¢ao
por fungos. Este risco é maior em castas com cachos muito fechados ou
mais danificados, com mais fissuras na pelicula dos bagos, devidas por
exemplo ao granizo, traca, oidio, passaros ou excessiva secura (Aguiar
etal., 2001).

Do que se sabe até a data, recomenda-se que a prevencao e o controlo da
OTA na vinha se faga através da minimizagao dos danos nas uvas, con-
trolando os factores acima citados.

Influéncia da origem e do tipo de vinho

Como ja foi mencionado, tem-se vindo a verificar que os diferentes tipos
de vinho apresentam niveis de contaminacio diferentes, estando os
vinhos brancos menos contaminados que os rosés, e estes por sua vez
menos contaminados que os tintos. Observa-se também que os vinhos
doces estdo mais contaminados que os restantes. A origem geografica do
vinho também parece ter influéncia, com os vinhos oriundos do sul da
Europa e norte de Africa mais contaminados que os oriundos de zonas
a norte.
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Regra geral, admite-se que a contaminac¢ao dos vinhos com OTA é
feita antes da fermentacio, pois considera-se que as condi¢bes anaeré-
bias que se geram nesta fase nio favorecem o crescimento de fungos
filamentosos. Cada vez mais, a producio da OTA é vista como um fené-
meno ligado a vinha e as uvas. E nesta légica de pensamento que se con-
sidera que a distribui¢do geografica da OTA nos vinhos é devida a
incidéncia mais elevada de A. carbonarius nas vinhas de climas medi-
terranicos que em climas temperados. No entanto, a relacdo entre a
OTA e os tipos de vinho branco, rosé e tinto, parece prender-se com 0s
processos de vinificagdo. Na vinificagido dos vinhos brancos, as uvas sao
esmagadas e o mosto assim obtido é fermentado sem presenca das peli-
culas. Pelo contrario, na fermentacdo dos vinhos tintos, o mosto e as
peliculas fermentam em conjunto, para permitir a extraccio de com-
postos corados e aromas. Tem sido apontado que este processo maximiza
a passagem da eventual micotoxina presente nas peliculas para o
mosto, contribuindo para os niveis de OTA mais elevados observados
nos vinhos tintos. O caso da contaminacdo mais elevada dos vinhos
doces prende-se com outras razoes. Os vinhos doces naturais, desenvol-
vidos na baia do mediterraneo, desde a época classica, dependem da
concentracdo de actucares nas uvas antes da fermentacio. Nesta cate-
goria, estdo muitos vinhos italianos (e.g., vin santo e recioto della Valpo-
licella). Para concentrar os actcares, as uvas sio deixadas a secar
na vinha ou em esteiras apds a colheita. Este passo facilita a inva-
sdo por Aspergillus negros, pois no processo de secagem, as peliculas
sofrem pequenos danos e fissuras, ficando mais vulneraveis a infecgéo.
O conhecimento que se possui de uvas passas e sultanas elucida bem
este problema: em uvas passas, foram registados niveis de conta-
minac¢do com OTA da ordem dos 50 pg/kg (MacDonald et al., 1999;
Stefanaki et al., 2003), e A. carbonarius foi o fungo apontado como res-
ponsavel (Abarca et al., 2003).

O vinho do Porto é um vinho doce fortificado, com um processo de
fabrico distinto destes vinhos. As uvas sdo colhidas e fermentadas.
Antes da fermentacio estar completa, é adicionada aguardente vinica.
O agucar residual nao fermentado é o que confere dogura ao vinho, nao
estando envolvido qualquer processo de concentracdo prévio de acu-
cares; além do mais, as peliculas estdao pouco tempo em contacto com o
mosto. Até a data, nfo se registaram elevados niveis de contaminacio
neste tipo de vinho.
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Avaliacao da exposicao a ocratoxina A na Unidao Europeia

Em Janeiro de 2002, a Unido Europeia publicou um relatério onde
incluiu todos os dados disponiveis naquele momento sobre a ocorréncia
de OTA em vinhos comercializados no espaco europeu (Miraglia &
Brera, 2002).

Os dados constantes neste relatério englobam 10 paises da UE (Tabela
3). Apesar de os limites de deteccao diferirem bastante de laboratdrio
para laboratério (entre 0,003 a 1 ugora’lyinn,), de um total de 1470 vinhos
analisados detectou-se OTA em 59 % destas amostras. Estes valores
variaram entre 0,003 Ugora/lyinn, (em Espanha) e 15,60 Ugora/lyinn, (em
Italia). A média dos valores referidos para cada pais varia entre 0,01
HgoTa lvinne (em Portugal) e 1,29 pgara/liinn, (em Italia).

De entre os varios tipos de vinho branco, rosé, tinto e doce é possivel
afirmar que sdo os vinhos doces aqueles onde a quantidade de OTA e
a percentagem de amostras positivas é habitualmente maior, variando
as médias nestes vinhos entre 0,01 pgora/liinn, (em Portugal) e 1,09
Hgorallvinne (em Espanha). Apenas num pais (Italia) o valor médio de
OTA em vinhos doces é ultrapassado pelo valor em vinhos tintos.

Em termos globais, nas 1470 amostras de vinho analisadas, foram
encontradas 872 amostras positivas (420 no norte da Europa e 452 a
sul) com um teor médio de OTA de 0,357 Ugoralvinne (0,181 Hgoralyinhe NO
norte da Europa e 0,636 ugora/lyinn, @ sul).

Outro dado relevante extraido da literatura é o nimero de amostras de
vinho tinto comercializado em Italia com teores de OTA superiores a
3 Ugorallvinhe. Segundo Miraglia & Brera (2002), em 244 amostras de
vinho tinto analisadas verificou-se que 9 amostras continham valores
entre 3 a 4,9 Ugora/lvinne, 12 apresentavam valores de 5 a 9,9 Ugora/lvinho
e 7 valores entre 10 a 15,6 Ugora/lvinho-

Com base nestes dados, determinou-se a exposi¢cdo média diaria a OTA
da populacio europeia, tendo-se concluido que o vinho contribui global-
mente em 10 % para a exposicdo a OTA. Este valor é apenas superado
pelo contributo de cereais (44 %) e é seguido pelo contributo de café (9 %)
e de cerveja (7 %). Ao analisar individualmente cada pais, o relatério
refere que em Italia e na Holanda o vinho surge como o principal res-
ponsavel pela exposi¢ao a esta micotoxina, contribuindo para esta expo-
sicdo em 76 % e 44 %, respectivamente.



22 IMPACTO DA CONTAMINAGAO FUNGICA SOBRE A COMPETITIVIDADE DE VINHOS

Tabela 3. Dados relativos a presenca de ocratoxina A em vinhos consumidos na
Europa: pais onde a andlise foi realizada, nimero e caracteristicas das amos-
tras, numero de amostras positivas, média e maximo dos valores obtidos (adap-
tado de Miraglia & Brera, 2002)

Pais Amostras Média  Méximo
Nimero (ng/h (ng/h
Ano Tipo total  Positivas
1995/98 B 56 12 0,10 1,36
Alemanha 1995/98 D 1 1 1,04
1995/98 R 51 18 0,14 2,38
1995/98 T 172 79 0,23 7,00
1997 A 27 23 0,06 0,25
1997 B 44 36 0,03 0,27
Espanha 1997 D 16 15 1,09 2,54
1997 E 12 10 0,01 0,24
1997 T 72 66 0,04 0,60
1997 R 26 24 0,03 0,16
o 1999 B 10 7 0,14 0,39
Finlandia ~g95/99 T 166 113 0,14 1,9
1998/99 Nacionais 34 14 0,05 0,36
Franea  —555/09  Tmportados 70 50 0,22 1,64
1999 B 45 23 0,13 1,17
Grécia 1999 D 7 6 0,54 1,68
1999 R 5 3 0,07 0,13
1999 T 38 21 0,16 2,61
Holanda 1999 B 20 2 0,16 2,10
1999 T 150 61 0,24 3,10
1999 B 20 7 0,60 8,86
Ttalia 1988/97 D 15 9 0,74 3,86
1999 R 4 2 0,13 0,28
1992/99 T 244 210 1,29 15,6
1999 Vinho Verde 30 0 — —
Portugal Vinho
1999 do Porto 31 0 — —
1997 B 10 0
Reino Unido
1997/99 T 60 28 0,17 1,10
Suécia 1999 T 32 31 0,21 2,47

Tipo de vinhos:
A — aperitivo; B — branco; D — doce; E — espumante; R — rosé; T — tinto
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A exposicao total didria de OTA recomendada pela SCF (Scientific Com-
mittee for Food, Working Group on Contaminants) é de 5 ng/kg,.,
corpora/dia. O mesmo estudo revela que esta exposi¢do, na pior situacio
(Reino Unido, criancas até aos 4,5 anos, sendo os alimentos de risco:
frutos secos (62 %), cacau (19 %) e cereais (17 %)) é de 3,55 ng/kg,.s,
corporat/d12. O vinho surge com alguma relevancia na populagao adulta
consumidora em Italia (83 % de 3,52 ng/kg,cs, corpora’dia), na Holanda
(75 % de 1,26 ng/Kgpeso corporai’/dia) € na Grécia (48 % de 0,23 ng/kg,.,
corporat/d12). Em Portugal, o vinho contribui com 2 % para a estimativa de
exposi¢ao total diaria a OTA — 1,16 ng/kg .., corpora’dia. Contudo, convém
ter presente que o nimero de amostras de vinhos Portugueses contabi-
lizados neste estudo foi bastante baixo (61 vinhos analisados).
Conforme ja foi referido anteriormente, este relatério retine os dados
disponiveis até 2001. Dado o crescente interesse que a presenca de
micotoxinas em alimentos tem despertado junto de autoridades publi-
cas e de agentes econémicos, tem-se vindo a efectuar mais regularmente
o controlo destes compostos em alimentos. Nos ultimos dois anos
publicaram-se alguns trabalhos sobre a presenca de OTA em vinhos
Europeus que podem alterar ligeiramente os dados constantes neste
relatorio.

Conclusoées

Os dados sobre a incidéncia de OTA em vinhos referidos neste trabalho
totalizam cerca de 2500 determinacdes, sendo que a referéncia a vinhos
portugueses é inferior a 100 determinacdes e que apenas uma publi-
cacio dedicada a vinhos de origem portuguesa foi encontrada. Os dados
apresentados nas Tabelas 1 e 3 contemplam 10 paises da Unido Euro-
peia e, conforme se pode verificar, em seis destes é possivel encontrar
vinhos com teores de OTA superiores ao limite maximo recomendado
pelo OIV de 2 pg/l. Deste sobressai a Italia pelo elevado nimero de
amostras de vinho com valores superiores ao limite proposto pelo OIV.
Na maior parte das publicac¢ées, onde sdo analisadas amostras prove-
nientes deste pais o limite recomendado é excedido (Majerus & Otte-
neder, 1996; Visconti et al., 1999; Otteneder & Majerus, 2000; Pietri
et al., 2001; Miraglia & Brera, 2002).

As ilhas gregas representam outra area de risco uma vez que, 0 nimero
de amostras com um teor de OTA superior ao limite recomendado pelo
OIV é consideravel. De salientar, que em determinadas ilhas a média
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dos valores encontrados aproxima-se perigosamente do valor limite
recomendado.

A situacao dos vinhos oriundos da Peninsula Ibérica, quando compa-
rada com o panorama europeu, parece boa, no sentido em que os vinhos
analisados ndo excedem, em geral, o limite proposto pelo OIV de
2 ugoma’lyinhe- A Unica excepcdo que se apresenta € a dos vinhos doces que
envolvem secagem prévia das uvas. No entanto, sdo necessarios mais
estudos para se poder avaliar com maior precisio o risco de contami-
nacao de vinhos com OTA e definir os respectivos pontos criticos de con-
trolo, para garantir a seguranca sanitaria dos produtos oriundos desta
regiao.
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Introduccion

Las micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos producidos por
hongos capaces de crecer en gran variedad de sustratos bajo las mas
diversas condiciones ambientales, contaminando con frecuencia ali-
mentos, y provocando respuestas téxicas en humanos y animales.
Las ocratoxinas son micotoxinas producidas por diferentes especies de
los géneros Aspergillus y Penicillium, que crecen de forma natural en
determinados productos vegetales, en la propia planta y durante su
almacenamiento y transporte bajo determinadas condiciones de
humedad y/o temperatura. Dentro de las ocratoxinas, la ocratoxina A
(OTA), descubierta en 1965 como producto de una cepa de A. ochraceus
(van der Merwe et al., 1965), es la mas toxica. Desde el punto de vista
estructural, la OTA es un derivado clorado de la isocumarina con un
grupo amida unido a la fenilalanina.

El objetivo de este capitulo es ofrecer una aproximacion al control de la
OTA en alimentos y en particular en vinos. Se ha abordado este objetivo
en dos grandes bloques:

En primer lugar, exponemos un procedimiento para demostrar el posi-
ble riesgo sanitario que representa la OTA para la salud de los consumi-
dores. Para ello, proponemos seguir una linea de analisis del riesgo
dentro del marco de la bioseguridad alimentaria, recomendada por la
FAO/WHO (1995), para los peligros de indole sanitaria (figura 1).

En el segundo bloque abordaremos algunos estudios micolégicos que se
estan realizando para controlar el problema de OTA en vinos.
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Evaluacion peligro
—  Evaluacidn del riesgo Evaluacién exposicion

Caracterizacion del riesgo

Gestion del riesgo

—  Comparacion del riesgo

| Comunicacién del riesgo

Figura 1. Esquema del andlisis del riesgo dentro del marco de la bioseguridad
alimentaria (FAO/WHO, 1995)

Analisis del riesgo de ocratoxina A

La metodologia para analizar el riesgo que representa la OTA para la
salud de los consumidores, trata los siguientes aspectos:

1. Evaluacién del riesgo

2. Comparacién del riesgo
3. Comunicacién del riesgo
4. Gestion del riesgo

1. Evaluacion del riesgo

La evaluacién del riesgo es el resultado de las evaluaciones de los peli-
gros y de la exposicion. Los factores que la hacen posible, entre otros,
son los siguientes:

+ Evaluacion del peligro, que se compone de:

— Identificacion de los peligros basada en la toxicidad animal y
en datos epidemioldgicos.

— Caracterizacién de los peligros. Calculo de la dosis diaria
admisible y tolerable.
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* Evaluaciéon de la exposicién del hombre al agente téxico basada
en datos sobre concentraciones reales en productos basicos y en
niveles en suero sanguineo.

+ Caracterizacion del riesgo, colocando en paralelo los datos de
exposicidn y las dosis que pueden provocar los peligros.

1.1. Evaluacion del peligro

Para evaluar un peligro se debe realizar una identificaciéon y una caracte-
rizacion de éste. En este caso el peligro son las micotoxinas, pues son alta-
mente toxicas para los animales y potencialmente téxicas para el hombre.
Los problemas sanitarios derivados de su ingestion dependen de:

— Toxicidad del compuesto

— Cantidad de toxina ingerida

— Peso corporal y condiciones fisicas de los individuos
— Presencia de otras micotoxinas

— Biodisponibilidad humana a los distintos metabolitos de las mico-
toxinas.

— Otros factores relacionados con la dieta

Los géneros mas importantes productores de micotoxinas son Aspergi-
llus, Fusarium y Penicillium, productores principalmente de las siguien-
tes micotoxinas:

— Las aflatoxinas, las mdas estudiadas, afectan fundamental-
mente al higado y son muy cancerigenas. Los principales mohos
productores son Aspergillus flavus, A. parasiticus 'y A. nomius.
Se descubrieron en los afios 60 y, debido a su elevada toxicidad y
al gran nimero de estudios existente, estan actualmente regu-
ladas. Dentro de las aflatoxinas, la B, es la mas téxica.

— Las ocratoxinas son producidas también por especies de Asper-
gillus y por Penicillium. La ocratoxina A esta siendo intensa-
mente estudiada actualmente y esta regulada en sus contenidos
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maximos en determinados alimentos. Es nefrotdxica, can-
cerigena y muy termorresistente. La poblacién humana sana
tiene un nivel en suero relativamente alto, pues el consumo de
pequenias cantidades de esta toxina durante largo tiempo pro-
duce acumulacién en algunos tejidos.

— La zearalenona, tricotecenos y fumonisinas son micoto-
xinas producidas por Fusarium. La zearalenona sobre todo oca-
siona problemas estrogénicos. Su origen es el maiz que se usa en
la formulacién de muchos piensos. Dentro de los tricotecenos,
destacan la toxina T-2, por ser altamente toxica y el deoxyniva-
lenol, mucho méas comuin aunque menos téxico. Las fumoni-
sinas, en particular la B;, tienen gran importancia debido a ser
las responsables de enfermedades graves como la encefaloma-
lacia equina o el edema pulmonar en cerdos.

— Finalmente, la patulina, descrita en un inicio como antibidtico,
es producida principalmente por P. expansum y afecta al higado
y pulmoén.

Las propiedades nefrotoxicas y carcinogénicas de las micotoxinas han
sido el principal punto de atencién en la evaluacién de la inocuidad y el
analisis de riesgo por las autoridades reglamentarias. En 1970, la
Agencia Internacional para la Investigacién en Cancer (IARC) inici6 un
programa de evaluacion del riesgo carcinogénico de distintos com-
puestos en humanos. Las primeras micotoxinas evaluadas fueron la
aflatoxina y la esterigmatocistina. En el caso particular de la OTA, se le
han descrito propiedades carcinogénicas, nefrotéxicas, teratogénicas e
immunotdéxicas y posiblemente neurotéxicas, pues desde hace tiempo se
viene reconociendo como una de las principales micotoxinas contami-
nantes de los alimentos almacenados y se la ha asociado a la nefropatia
porcina tras una exposiciéon a piensos contaminados (Krogh, 1976).
Sobre la base de algunas analogias en la patologia existe una posible
asociacién con la nefropatia endémica de los seres humanos pero hasta
la fecha las pruebas aportadas siguen sin ser concluyentes (Plestina,
1996) y por esto esta considerada como un posible agente cancerigeno
humano (Grupo 2B) (tabla 1).
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Tabla 1. Evaluacion y clasificacién de algunas micotoxinas en funcién de su
toxicidad (IARC, 1993)

Evidencia de carcinogenicidad * Clasificacién IARC **
humana animal
Aflatoxinas S S 1
Ocratoxina A 1 S 2B
Fumonisinas 1 S 2B
Esterigmatocistina - S 2B
Zearalenona - L -
Toxina T-2 - L -
Patulina - I 3

* Tipo de evidencia: (S) suficiente, (L) limitada, (I) insuficiente
** Criterios de clasificacién:
Grupo 1: agente carcinogénico en humanos
Grupo 2A: agente probablemente carcinogénico en humanos
Grupo 2B: agente posiblemente carcinogénico en humanos
Grupo 3: agente no clasificable

1.2. Evaluacion de la exposicion

Ademas de la evaluacion de los peligros, se debe tener en cuenta otro
aspecto para que la evaluacion de los riesgos sea posible: la evaluacién
de la exposicién. Para ello, se necesitan datos sobre la presencia de
micotoxinas en varios alimentos y suero sanguineo, asi como datos
sobre su ingestién.

1.2.1. Presencia de OTA en alimentos y suero sanguineo

Esta micotoxina se ha encontrado en cereales, cacao, cerveza, frutos
secos, especias y café (Majerus et al., 1993), en distintas cantidades
dependientes del tipo de alimento. Existen varios estudios sobre pre-
sencia de OTA en café, con concentraciones que varian entre 0,1-80
mg/kg para café verde y 0,05-23,5 para café tostado, con un alto porcen-
taje de muestras contaminadas, llegando en muchos casos al 100%,
como en el estudio realizado por Pardo et al. (2003), donde se analizaron
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57 muestras de café verde obteniendo unas concentraciones medias de
6,9 mg/kg (Coffea arabica) y 6,1 mg/kg (C. robusta) de OTA.

Desde 1996 se viene estudiando la contaminacién por OTA en zumos de
uva y vinos (Zimmerli y Dick, 1996). La presencia de esta toxina en los
vinos ha suscitado un interés creciente en los ultimos afios. De ello
deriva la aparicién de numerosos estudios que detectan OTA en estas
bebidas a distintas concentraciones (tabla 2) (modificada de Belli et al.,
2002). De la tabla se concluye que aproximadamente un 45% del total de
los vinos blancos analizados contiene OTA con concentraciones que
oscilan entre 0,011-0,535 mg/l (max. 1,2 mg/l), un 66% de las muestras
de vino rosado (0,025-1,348 mg/l; max. 2,4 mg/l), un 71% de los vinos
tintos (0,039-1,802 mg/l; max. 7,6 mg/l) y entre un 60-100% de los vinos
especiales (0,010-3,8 mg/l; max. 15,3 mg/l).

Tabla 2. Resultados de varios estudios sobre la presencia de OTA en vinos,
mostos y zumos de uva (modificado de Belli et al., 2002)

Positivas Media Mediana Rango LD .
Muestras n Referencia
%) (Hgl) (g () (e
Vino blanco 69 65,2 0,020 n.d. <LD-0,267 0,003 Burdaspal
Vino rosado 32 90,6 0,031 n.d. <LD-0,161 and Legarda
Vino tinto 91 92,3 0,054 n.d. <LD-0,603 (1999)
Vino de aperitivo 47 74,5 0,040 n.d. <LD-0,254
Vino espumoso 12 83,3 0,012 n.d. <LD-0,037
Vino licoroso 16 93,7 1,048 n.d. <LD-2,540
Mosto y zumo de uva 18 100 0,045 n.d. 0,015-0,102
Total 285
Vino tinto en botella 23 86,9 0,385 0,195 <LD-1,340 0,080 Ceruttiet al.
Vino tinto en tetrapak 6 100 1,802 2,125 0,143-2,933 (2000)
Vino rosado en botella 1 0 <LD <LD <LD
Vino rosado en tetrapak 2 50 1,348 1,348 <LD-1,348
Vino blanco en botella 18 50 0,264 0,195 <LD-0,456
Vino blanco en tetrapak 10 50 0,144 0,108 <LD-0,289
Total 60

n.d.- no disponible
LD — limite de deteccién
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Positivas Media Mediana Rango LD )
Muestras n Referencia
*%) (ugl) (ug) g el
Vino blanco 7 100 0,072 0,048 0,028-0,540 0,01 Filaliet al.
Vino rosado 3 100 0,223 0,09 0,04-0,54 (2001)
Vino tinto 20 100 0,912 0,785 0,04-3,24
Total 30
Vino blanco (criado en acero) 27 74 0,015 0,015 0,01-0,02 0,01 Larcher
Vino tinto (criado en acero) 36 22,2 0,041 0,04 0,01-0,1 and Nicolini
Vino tinto (criado en barrica) 8 0 0 0 - (2001)
Vino organico 7 0 0 0 -
Vino espumoso 9 0 0 0 -
Vino Santo 7 0 0 0 -
Mosto 40 0 0 0 -
Mosto concentrado 17 100 1,55 0,85 0,06-6,18
Mosto conc. rectificado 6 16,6 0,03 0,03 0,03
Total 157
Vino blanco 41 34 n.d. 0,07 <LD-1,2 0,01 Majerus
Vino rosado 14 43 n.d. 0,1 <LD-2,4 and Ottender
Vino tinto 89 45 n.d. 0,19 <LD-7,0 (1996)
Zumo de uva blanca 6 17 n.d. n.d. <LD-0,73
Zumo de uva tinta 14 86 n.d. 1,8 <LD-4,7
Total 164
Vino blanco 58 24 n.d. <0.01 <LD-1,4 0,01 Majerus et al.
Vino rosado 51 35 n.d. <0.01 <LD-2,4 Hgl  (2000)
Vino tinto 172 46 n.d. <0.01 <LD-7,0
Zumo de uva blanca 27 78 n.d. 0,09 <LD-1,3
Zumo de uva tinta 64 88 n.d. 0,27 <LD-5,3
Total 372
Vino tinto 31 100 n.d. n.d. 0,010-3,4 0,002 Markaki et al.
(2001)
Total 31

n.d.- no disponible
LD — limite de deteccién



36 IMPACTO DA CONTAMINACAO FUNGICA SOBRE A COMPETITIVIDADE DE VINHOS

Positivas Media Mediana Rango LD .
Muestras n Referencia
(%) (hg) () gy e
Vino blanco 6 16,6 0,16 0,16 <0,01-0,16 0,01 Ospital et al.,
Vino rosado 2 50 0,11 0,11 <0,01-0,11 (1998)
Vino tinto 21 57 0,08 0,075 <0,01-0,27
Total 29
Vino tinto 96 85 0,419 0,090 <0,001-3,177 0,001 Pietri et al.
Vino licoroso 15 60 0,736 0,008  <0,001-3,856 (2001)
Total 111
Vino blanco 362 3,9 n.d. n.d. 0,051-0,100 0,05 Soleas et al.
Vino tinto 580 16,6 0,051-0,200 (2001)
Total 942
Vino tinto de mesa (brick) 31 96,7 0,94 1,045 <LD-3,80 0,013 Tateo et al. (2000)
Total 31
Vino tinto (comercial) 217 96,3 1,269 0,895 <LD-7,63 0,010 Visconti et al.
Vino tinto (casero) 11 100 1,185 0,660 0,46-4,72 (1999)
Vino rosado (comercial) 6 83,3 0,804 1,010 <LD-1,15
Vino rosado (casero) 2 100 0,525 0,525 0,41-0,64
Vino blanco (comercial) 7 28,6 0,045 0,045 <LD-0,06
Vino blanco (casero) 2 100 0,535 0,535 0,10-0,97
Vino licoroso (Marsala) 1 100 0,29 0,29
Total 56
Vino blanco 24 33,3 0,011 <LD <LD-0,178 0,005 Zimmerli
Vino rosado 15 93,3 0,025 0,019 <LD-0,123 and Dick (1996)
Vino tinto 79 78,5 0,039 0,013 <LD-0,388
Vino de Oporto 6 n.d. 0,011 <LD <LD-0,017
Vino de Jerez 2 100 0,042 n.d. 0,029-0,054
Marsala 2 100 0,191 n.d. 0,044-0,337
Malaga 3 100 0,290 n.d. 0,049-0,451
Vermut 2 n.d. <LD n.d. n.d.
Zumo de uva tinta 8 n.d. 0,188 0,235 <LD-0,311
Zumo de uva blanca 3 0 0,116 n.d. <LD
Extractos de zumo de uva 17 0 <LD n.d. <LD
Total 161

n.d.- no disponible

LD — limite de deteccién
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Finalmente, debemos mencionar que también se ha encontrado OTA en
productos de origen animal, como en carne de cerdo y en sus visceras,
siempre procedente de animales que se han contaminado a través de su
alimentacion (Kuiper-Goodman y Scott, 1989).

Por otro lado, la presencia de OTA en muestras de sangre humana ha
sido constatada de forma habitual en toda una serie de investigaciones
realizadas en distintos paises. En los estudios méas actuales y quiza
debido al uso de técnicas analiticas con limites de deteccién muy bajos,
se detectan altos porcentajes de muestras contaminadas aunque a
niveles bajos (Burdaspal y Legarda, 1998, Jiménez et al., 1998).

1.2.2. Estimacion de la ingesta

En 1994, la Comision Europea establecié un grupo de cooperacion cien-
tifica (SCOOP Task 3.2.2.) para proporcionar datos sobre la exposicién
alimentaria a la OTA en la Unién Europea. Trece Estados miembros
colaboraron en esta encuesta, constituyendo el estudio més reciente y
completo de que actualmente se dispone. Ocho paises estimaron las
ingestas sobre la base de los datos nacionales de consumo; éstas osci-
laban de 0,7 a 4,6 ng/kg peso corporal/dia, con una media de 1,8 ng/kg
peso corporal/dia. Debido a su largo periodo de vida en la sangre
humana, unos 35 dias, los niveles plasmaticos constituyen un biomar-
cador util de ingesta para varios dias y partiendo de estos datos, cinco
paises estimaron unas ingestas entre 0,2-2,4 ng/kg peso corporal/dia
(media de 0,9 ng/kg peso corporal/dia) (Comisién Europea, 1996).

En la tabla 3, aparecen las aportaciones estimadas de OTA debidas al
consumo de alimentos contaminados derivadas de datos de consumo
europeos (FAO/OMS/PNUMA, 1999).

Los datos identifican efectivamente las fuentes principales de OTA en la
alimentacién y ponen de relieve varias consideraciones en relacién con
la contaminacion de la dieta. En primer lugar, los cereales son a todas
luces los principales elementos que contribuyen a la exposicion alimen-
taria, mientras que los grandes bebedores de vino tinto pueden recibir
de esta fuente una ingesta importante. En segundo lugar, la fuerte con-
taminaciéon de algunos productos, como uvas pasas y especias, da a
entender que durante la producciéon y el almacenamiento pueden darse
condiciones poco idéneas con posibilidad de mejora.
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Tabla 3. Ingesta de OTA (cuadro adaptado de la tercera conferencia interna-
cional mixta FAO/OMS/PNUMA, 1999)

) Concentracion Consumo Ingesta diaria
Alimento media de OTA (e/dia) de OTA % de ingesta total
(ug’kg) (ng/kg peso corporal®)

Cereales 0,50 226 1,90 54
Vino tinto 0,19 171 0,54 15
Café 0,90 29 0,43 12
Cerveza 0,07 234 0,27 7,6
Carne de cerdo 0,10 76 0,13 3,7
Uvas pasas 2,80 2,3 0,11 3,1
Especias 11,00 0,05 0,09 2,6
Aves de corral 0,03 53 0,03 0,9
Legumbres 0,10 12 0,02 0,6
Zumo de uva 1,00 50%* 0,8%* 19%*

* Se supone un peso corporal de 60 kg
** No se dispone de datos fiables sobre el consumo; no se ha tenido en cuenta en la cifra
total de ingesta

1.3. Caracterizacion del riesgo

Seria prudente reducir todo lo posible la exposiciéon a la OTA y garan-
tizar que las exposiciones se sitien mas cerca del limite inferior de las
ingestas diarias tolerables, calculadas en 1,2-14 ng/kg de peso corporal
por dia. Pese a todo, el riesgo para la salud humana de un individuo en
condiciones normales es infimo debido a que las concentraciones men-
cionadas de esta toxina en alimentos son muy bajas. El problema estri-
baria en los grupos de poblacién llamados “grupos de riesgo” por sus
deficientes condiciones de salud, ya que no se sabe el efecto que pueden
producir las micotoxinas en estos individuos. Finalmente, afiadir que
por su complejidad, no se dispone de estudios de toxicidad de la micoto-
xina a largo plazo, y esta podria verse aumentada debido a otras sustan-
cias de la dieta que pueden potenciar su efecto.

2. Comparacion del riesgo

La siguiente etapa trata de comparar el riesgo de la OTA con el riesgo
que suponen otras sustancias de la dieta humana y animal. Centran-
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Tabla 4. Ingesta diaria tolerable (TDI) de las principales micotoxinas

Micotoxina TDI (ug/Kg pv*/dia) Referencia
Ocratoxina A 1,2-5,7 Comisién Europea (1998)
Fumonisina B4 1 Comisién Europea (2000a)
Deoxinivalenol 1 Comisién Europea (2002)
Nivalenol 0,7 Comisién Europea (2002)
Zearalenona 0,2 Comisién Europea (2000b)
Toxina T-2 0,06 Comisién Europea (2002)
Aflatoxina B: 0,014 Kuiper-Goodman (1991)

*pv- peso vivo

donos en los compuestos micotdxicos con riesgo cancerigeno, vemos que
pese a las posibles propiedades carcinogénicas de la OTA, existen otras
micotoxinas mucho maés peligrosas (tabla 4).

3. Comunicacién del riesgo

Los problemas emergentes relacionados con los alimentos constituyen
una cuestiéon de alcance mundial que debe abordarse mediante un
enfoque unificado y conjunto de todos los paises. Dentro de este
enfoque, un aspecto de maxima relevancia es la comunicacién, pues el
consumidor tiene derecho a estar bien informado sobre temas de calidad
e inocuidad de los alimentos que consume. La comunicacién del riesgo
se define como el intercambio interactivo de informacién y opiniones en
relacién con los factores de peligro y los riesgos, que se establece entre
los responsables de la determinacién y los responsables de la gestion del
riesgo, los consumidores, las empresas alimentarias y la comunidad
cientifica en general. En este intercambio estd incluida la explicacién de
los resultados de la determinacion del riesgo y la motivacién de las deci-
siones relacionadas con la gestion del riesgo. Aparte de este tipo de
comunicaciones, también es importante incidir en la educacién de los
responsables de la fabricaciéon y manipulacion en este caso de los vinos,
para conseguir finalmente el control de 1a OTA en ellos.

En el mundo se elaboran anualmente unos 264 millones de hectolitros
de vino. Francia e Italia son grandes potencias vitivinicolas de la UE,
con producciones que rondan los 54 millones de hectolitros en ambos
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casos. En tercer lugar aparece Espana (22 millones de hectolitros) y, por
debajo de ésta se sitian Alemania (11,5 millones de hectolitros), Por-
tugal (3,6 millones), Grecia (3,5 millones) y Austria (2,3 millones).
La produccién total de los 15 paises miembros de la UE es de unos 163
millones de hectolitros. Las estadisticas ponen de manifiesto que el con-
sumo medio de vino por persona en KEuropa se encuentra en 29,3 1/afio,
mientras que en algunos paises dicha cifra llega a superar los 50 1/afio
(Sainz, 2001). Pese a que se puede detectar OTA en el vino, las concen-
traciones encontradas siempre han sido infimas, aunque no debemos
descartar que esta toxina puede llegar a representar un problema para
la economia de Europa, que representa el 40% del vinedo mundial, con
2,8 millones de hectareas, y que supone el 75% de la produccién vinicola
mundial.

4. Gestion del riesgo

Para poder llevar a cabo una correcta y eficiente gestién del riesgo son
necesarios todos los pasos anteriores incluyendo la instauracion de pro-
cedimientos y recomendaciones para la reduccién, asi como para la pre-
vencion del riesgo. Asi pues, se debera llegar a un consenso en relacién
tanto con la evaluacion del riesgo como con los procedimientos necesa-
rios de gestién de este, como la instauracién de limites de control.

Desde el descubrimiento de las aflatoxinas en los afios sesenta, en
muchos paises se han establecido reglamentaciones para proteger a los
consumidores de los efectos nocivos de las micotoxinas que pueden con-
taminar los alimentos. Existen varios factores a tener en cuenta en el
proceso de adopcién de decisiones para establecer limites para las mico-
toxinas. Entre ellos, factores cientificos como la disponibilidad de
datos toxicoldgicos, de datos de las investigaciones, conocimiento sobre
la distribucién de las micotoxinas en los productos basicos y metodo-
logia analitica. Influyen también factores econdémicos como el
rechazo injustificado de lotes aceptables, la necesidad de mejoras tecno-
légicas y equipos sofisticados para la deteccién de alguna micotoxina, la
suficiencia del abastecimiento de alimentos, etc. Finalmente en el esta-
blecimiento de la reglamentacién de las micotoxinas también influyen
factores politicos como el conocimiento de la legislacién en otros
paises con los que existen contactos comerciales, siendo necesario con-
seguir un equilibrio entre la proteccién al consumidor y evitar barreras
innecesarias al comercio.
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Todo esto incide en que los aspectos legislativos sobre los niveles
maximos tolerados de las micotoxinas en los alimentos sean dificiles de
definir. No obstante, cada dia existen mas paises que presentan leyes o
recomendaciones para regular este problema. En su dltimo estudio, la
FAO compilé informacién a escala mundial sobre las concentraciones
maximas tolerables de micotoxinas en alimentos y piensos mostrando
que 77 paises disponen ya de leyes o regulaciones, aunque no son uni-
formes en cuanto a los alimentos que deben ser controlados, ni engloban
el mismo tipo o nimero de micotoxinas. Nueve paises cuentan con legis-
lacién especifica para la OTA con unos limites que van de 5 a 50 mg/kg
aplicados a cereales concretos, a algunos alimentos o a todos los ali-
mentos (van Egmond y Dekker, 1995). De todos modos, la Comisién de
la Unién Europea cree absolutamente necesario procurar que se lleven
a cabo las oportunas investigaciones y que se tomen todas las medidas
preventivas posibles para reducir al maximo el contenido de OTA, a la
espera de fijar limites maximos con arreglo al principio ALARA (“tan
bajo como razonablemente sea posible”, en sus siglas inglesas) (Reco-
mendacién de la Comisién de 12 de marzo de 2002).

Para evitar la presencia de estas micotoxinas, el Grupo de expertos de
contaminantes agricolas de la Comisiéon Europea esta estudiando la
fijacién de limites maximos de OTA y los métodos de muestreo y de ana-
lisis. Segtn el Reglamento (CE) n® 472/2002 de la Comisién, de 12 de
marzo de 2002, que modifica el Reglamento (CE) n°466/2001 por el que
se fija el contenido maximo de determinados contaminantes en los pro-
ductos alimenticios, se establece el contenido méaximo de OTA (mg/kg o
ppb) en algunos alimentos (tabla 5). Esta norma regula la presencia de
OTA en alimentos que no estaban regulados, y obliga a rechazar lotes de
alimentos cuyos contenidos superen los limites legales. Para llevar a
cabo este analisis, esta previsto incrementar el nimero de controles ofi-
ciales por las autoridades sanitarias en los productos procedentes de
paises terceros, de las comunidades auténomas y entidades locales en
los de produccién comunitaria.

Las nuevas condiciones aprobadas pretenden establecer un mayor nivel
de proteccion a los consumidores frente a la micotoxina en los cereales y
sus derivados y uvas pasas, siendo los primeros los alimentos con un
mayor consumo en la dieta alimentaria europea. La Comisién revisara
las disposiciones de los puntos 2.2.2. y 2.2.3. para el 31 de diciembre de
2003 a mas tardar, por lo que respecta al contenido maximo de OTA
en las uvas pasas y con vistas a introducir un contenido maximo de OTA
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Tabla 5. Limites permitidos de OTA en algunos alimentos (Reglamento (CE)
n°® 472/2002 de la Comision, de 12 de marzo de 2002)

Contenido Método de Método de

Producto fos A
maximo toma de analisis de
(ug/kg o ppb) muestras referencia
2.2.1. Cereales (incluido el arroz y el
alforfén) y productos derivados de
los mismos:
2.2.1.1. Cereales en grano sin trans- 5 Directiva Directiva
formar (incluido el  arroz sin 2002/27/CE de 2002/27/CE
transformar y el alforfén) la Comisién
2.2.1.2. Productos derivados de los cerea- Directiva Directiva
les (incluidos los productos 3 2002/27/CE  2002/27/CE
transformados a base de cerea-les
y los cereales en grano destinados
al consumo humano directo)
2.2.2 Uvas pasas (pasas de Corinto, 10 Directiva Directiva
sultanas y otras variedades de 2002/27/CE  2002/27/CE

pasas)

2.2.3. Café verde y tostado y productos -
del café, vino, cerveza, zumo de
uva, cacao y productos del cacao y
especias

*Pendiente de préxima aprobacidn

en el café verde y tostado y los productos basados en café, el vino, la cer-
veza, el zumo de uva, el cacao y los productos a base de cacao y especias,
atendiendo a las investigaciones realizadas y las medidas preventivas
aplicadas para reducir la presencia de OTA en dichos productos.

Aunque puede ser justificable la introduccién de limites maximos para
los alimentos que son la fuente principal de exposicién, la mejor forma
de asegurar la proteccién de la salud humana es la aplicaciéon de
medidas preventivas para reducir al maximo la acumulacién de OTA
en los alimentos susceptibles de contaminacién por esta micotoxina.
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Bajo este concepto aparece la necesidad de establecer los programas de
analisis de peligros y de puntos de control criticos (HACCP) para iden-
tificar y controlar las causas de contaminaciéon por OTA de los ali-
mentos. La implementacién y buena practica de este programa
proporcionara beneficios tanto desde el punto de vista de la salud
humana como el econémico, mediante un suministro de alimentos ade-
cuados, sanos e inocuos y una reduccién de los indices de deterioros y
descartes.

E1 HACCP es un sistema de control de la inocuidad de los alimentos
basado en la determinacién y evaluacion sistematicas de sus peligros y
la definicién de los medios para controlarlos. Es un instrumento preven-
tivo, que confia a sistemas de gestion de los alimentos la proteccion de
los suministros alimentarios contra peligros microbiolégicos, quimicos
y fisicos.

Estudios micolégicos

Bajo el propésito de evitar el riesgo de exposicidn a las micotoxinas por
los consumidores mediante el establecimiento de sistemas integrados
de gestion basados en el concepto HACCP, surgen unos proyectos de
investigacion financiados por la UE, entre los que destacan:

1. Prevention of ochratoxin A in cereals (QLK1-CT-1999-00433)

2. Prevention of Fusarium mycotoxins entering the human and
animal food chain (QLK1-CT-1999-00996)

3. Early detection of toxigenic Fusarium species and ochratoxigenic
fungi in plant products (QLK1-CT-1999-001380)

4. Risk assessment and integrated ochratoxin A (OTA) manage-
ment in grape and wine (QLK1-CT-2001-01761)

En este dltimo proyecto, referente al control de la OTA en vinos, cola-
boran 12 grupos (10 grupos de investigacion, 1 grupo de investigacién
aplicada y 1 cooperativa) de 7 paises. El objetivo general de este pro-
yecto multidisciplinar es evaluar el riesgo de OTA en uva y vino, y pro-
teger la salud del consumidor, disminuyendo la cantidad de toxina de
estos productos con la ayuda de la gestién integrada de la produccién y
procesado. El primer paso en esta investigacién es identificar y caracte-
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rizar los hongos responsables de la contaminaciéon de OTA en uvas. Para
ello se muestrean cada afio (2001-2003) 107 vifiedos de distintos paises
de la UE, siguiendo un protocolo comun. Los muestreos se realizan en
distintos estadios comprendidos entre la formacion del grano y la reco-
leccién de la uva. Los mohos que con mayor frecuencia se han aislado de
uva espanola se muestran en la tabla 6.

La mayoria de géneros empiezan a colonizar la uva en los primeros esta-
dios aumentando su infestacion conforme avanza el desarrollo del fruto
y llegando a infestar la totalidad de los granos en la fase final, proxima
a la recoleccion. La infestacién de otros géneros como Alternaria puede
sufrir un ligero descenso en el estado final de la uva, debido al cambio
de composicién de ésta y sobretodo al cambio en su disponibilidad de
agua. En general, también se produce un aumento en el nimero de
cepas potencialmente ocratoxigénicas conforme se acerca la época de
cosecha, siendo el numero de Aspergillus pertenecientes a la seccién
Nigri mayor que los de la seccion Circumdati (figuras 2 y 3).

Tabla 6. Mohos detectados en uvas espafiolas
muestreadas entre Junio y Septiembre (2001-2002)

Género

Alternaria spp.
Aspergillus spp.
Aureobasidium spp.
Botrytis spp.
Cladosporium spp.
Epicoccum spp.
Fusarium spp.
Penicillium spp.
Rhizopus spp.
Ulocladium spp.

Posteriormente, en el laboratorio, se procede a la identificacién y aisla-
miento de las cepas potencialmente ocratoxigénicas. Como se ha dicho
anteriormente, las especies productoras de OTA pertenecen a los géne-
ros Aspergillus y Penicillium. P. verrucosum y los Aspergillus de la
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Figura 2. Porcentage promedio de granos infestados en los tres periodos de
muestreo: (1) un mes después de la formaciéon del grano, (2) envero y (3) justo
antes de la cosecha, por () Alternaria spp., [1 Epicoccum spp., # Aspergillus
seccién Nigriy $ A. seccién Circumdati, en el afio 2002. La linea —l— repre-
senta el total de granos infestados en cada muestreo.

N° de cepas ocratoxigénicas

Muestreo

Figura 3. Numero de cepas de Aspergillus pertenecientes a las secciones [ ] Nigri
y () Circumdatti, aisladas de uvas espanolas durante el # 2001 y $ 2002.
Los periodos de muestreo fueron (1) formacién del grano, (2) un mes después de
la formacién del grano, (3) envero y (4) justo antes de la cosecha.
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seccion Circumdati (grupo A. ochraceus) son las especies productoras
mas estudiadas hasta la fecha. Recientemente, muchos estudios coin-
ciden en destacar los Aspergillus de la seccién Nigri como los princi-
pales causantes de los niveles de OTA encontrados en uva, zumo y vino.

Los Aspergillus de la seccién Nigri son frecuentes en uva. Varios
autores han propuesto agrupar las especies pertenecientes a esta sec-
cién segun criterios morfolégicos y culturales (Raper y Fennell, 1965;
Al Musallam, 1980; Klich y Pitt, 1988; Kozakiewicz, 1989; Accensi et al.,
2001) y otros segun criterios moleculares (Kuster van Someren et al.,
1991; Mégnégneau et al., 1993; Varga et al., 1993; Parenicova et al.,
1997; Accensi et al., 1999). En este capitulo, se dividen las especies per-
tenecientes a la seccidén Nigri segun si son uniseriadas o biseriadas.
Dentro de las biseriadas destaca A. carbonarius por presentar algunas
particularidades, y el resto queda englobado en lo que se conoce por
agregado A. niger.

De los resultados de los muestreos de uva de los anos 2001 y 2002 se
concluye que dentro de esta seccion, A. carbonarius es menos comun que
las especies del agregado A. niger o los uniseriados (tabla 7), aunque el
numero de cepas productoras de OTA no sea proporcional a las aisladas,
pues al analizar la capacidad productora de OTA de estas cepas, se ve
que ningun Aspergillus uniseriado produce toxina y el agregado A. niger
s6lo ocasionalmente y en bajas concentraciones; por otro lado, la
mayoria de cepas aisladas de A. carbonarius son capaces de producir
OTA, en concentraciones variables. En consecuencia, A. carbonarius es
probablemente la principal fuente de OTA en el zumo de uva, mostos,
asi como en el vino.

Tabla 7. Numero de cepas aisladas de uva espafiola y porcentaje de cepas pro-
ductoras de OTA de A. secciones Nigriy Circumdati en el ano 2002.

. Namero % cepas productoras
Especie .
de cepas aisladas de OTA
uniseriados 45 0
agregado A. niger 181 2
A. carbonarius 17 82

A. seccién Circumdati 23 26
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El principal objetivo de los estudios micolégicos con cepas ocratoxigé-
nicas aisladas de uva, llevados a cabo en el Departamento de Tecnologia
de Alimentos de la Universidad de Lleida (Espafa), es la identificacién
de los parametros ecofisiolégicos que les influyen en el crecimiento y
producciéon de OTA. Se esta estudiando el efecto de algunos factores
como la actividad de agua, la temperatura y el tiempo de incubacién en
el crecimiento de cepas de Aspergillus secciéon Nigri aisladas de uvas de
distintos paises europeos y en la produccién de OTA de cepas perte-
necientes al agregado A. niger y sobre todo de A. carbonarius. Por el
momento existen pocos estudios ecofisiolégicos sobre A. carbonarius,
debido a que no hace muchos anos que se le asocia con la produccion de
OTA (Téren et al., 1996; Heenan et al., 1998).

Resultados preliminares realizados sobre medio sintético de uva, mues-
tran que existen diferencias significativas (P < 0.01) en el crecimiento
miceliar de los distintos grupos de Aspergillus negros (uniseriados,
agregado A. niger y A. carbonarius), pero también entre las cepas de
dentro de cada grupo. Tanto la a,, como la temperatura y su interacciéon
influyen en el crecimiento de las cepas estudiadas. El pais de origen de
las cepas no influye estadisticamente en los resultados. Se han estu-
diado rangos de temperaturas que oscilan entre 10y 37 °C y de a,, entre
0,90 y 0,99. Todas las cepas ensayadas hasta el momento crecen mejor a
temperaturas altas (30-37 °C) que a bajas y en general, el crecimiento es
mas rapido a 30 °C que a 37 °C, excepto cuando los niveles de a,, son
bajos. A 10 °C y a bajas a,, (0,90-0,93) el crecimiento de los A. seccién
Nigri es imperceptible. Para todas las cepas y temperaturas ensayadas,
las velocidades de crecimiento incrementan al hacerlo la a,, estando el
6ptimo entre 0,95 y 0,98. La figura 4 muestra el efecto conjunto de la
temperatura y la a,, en el crecimiento de cuatro cepas de Aspergillus
negros.

Segun los resultados del muestreo en campo, las especies ocratoxigé-
nicas de A. secciéon Nigri se encuentran en la uva antes de la cosecha.
En esa época del afio y en relacion a los estudios ecofisioldgicos que se
han llevado a cabo, se deduce que las temperaturas pueden favorecer el
crecimiento de estas especies. Ademas, los niveles de a,, en la superficie
de la uva también seran favorables al crecimiento. Por todo ello, las
medidas preventivas que se puedan tomar en este punto tendran gran
importancia.



48 IMPACTO DA CONTAMINACAO FUNGICA SOBRE A COMPETITIVIDADE DE VINHOS

10
9 a) b)
8.
7.
6.
5.
% 43
€ ]
£ 3
8 2
g 1
g 0 7 T ' '
5
3 d)
°
@
i
5
k<)
Q)
>
¢ T 3/,././..\‘
0,90 0,92 0,94 0,96 0,98 09 092 0,94 0,96 0,98 1

w

Figura 4. Efecto de la actividad de agua y la temperatura en las velocidades
de crecimiento (mm/dia) de las siguientes cepas de Aspergillus seccién Nigri:
(a) A. carbonarius 01UAS294, (b) A. carbonarius Mu644, (c) agregado A. niger
W119 y (d) uniseriado W118. Las temperaturas ensayadas fueron: 10 °C (@-),
15°C (%), 20 °C (&), 30 °C (-l) y 37 °C (—%-).

Los resultados del estudio de la influencia del tiempo de incubacién y la
a,, en la produccion de OTA permiten agruparse segun si la cepa perte-
nece al agregado A. niger o es un A. carbonarius. La figura 5 muestra la
superficie de respuesta para una cepa de A. carbonarius, que permite
predecir la producciéon de toxina a las distintas condiciones de a,, a
25 °C. El tiempo 6ptimo de produccién de OTA por A. carbonarius a
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25 °C es de 5 dias para cualquier a,,. A partir de aqui, la produccién des-
ciende con el tiempo. A los 5 dias, la mayor producciéon de OTA se dio a
0,96 a,,. Para las cepas del agregado A. niger, el tiempo 6ptimo para pro-
ducir la toxina también es de 5 dias a 0,995 a,,, pero aumenta al dismi-
nuir los niveles de a,, llegando a los 13 dias a 0,90 a,. De estos
resultados se deduce que la producciéon de OTA en el campo podria ser
méaxima al poco tiempo de germinar las esporas de estos hongos, sin
haber sintomas evidentes de crecimiento fingico.

Dia Response Surface

Figura 5. Superficies de respuesta del efecto de la actividad de agua y el tiempo
de incubacién sobre la produccién de OTA (nug g-1) por la cepa A. carbonarius
(ScpW120) a 25 °C en medio sintético de uva

Conclusion

La ocratoxina A es una micotoxina que estd adquiriendo una gran
importancia hoy en dia debido a su presencia en un gran niumero de ali-
mentos. Dada su toxicidad y sus efectos acumulativos a largo plazo ha
surgido la necesidad de reducir su ingesta por los consumidores. Para
ello se han establecido limites de contenido maximo en los alimentos y
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se estan desarrollando una serie de proyectos de investigacion encami-
nados a entender mejor la ecofisiologia de los mohos ocratoxigénicos y a
facilitar los procedimientos de control de esta toxina.

Se ha detectado que A. carbonarius es el principal causante de la acu-
mulacién de OTA en la uva y en el mosto con el que posteriormente se
producira el vino. Los estudios preliminares que se estan desarrollando
van dirigidos al control de este hongo y a la produccion de esta toxina.
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Sumario

Hoje em dia, as técnicas analiticas s@o cada vez mais capazes de detectar um
maior nimero de compostos em menores concentracoes. Este facto, mais de que
a descoberta de novos contaminantes, tem aumentado a discussio em torno das
questoes relacionadas com a segurancga alimentar. Por outro lado, nem sempre
é possivel estabelecer em tempo util a dose maxima admissivel de um composto
de forma a nao causar efeitos negativos na saiide humana, uma vez que os
estudos toxicol6gicos e epidemioldgicos caminham a par da detecgio crescente
deste tipo de substancias. Em alguns casos, este facto conduz a imposi¢ao de
limites legais baseados em factores de segurancga, o que acarreta necessaria-
mente consequéncias econémicas negativas, tanto para o produtor como para o
consumidor. Embora cientes das consequéncias, aos niveis da seguranca ali-
mentar, econémico, e da imagem do produto, decorrentes da detec¢io de um con-
taminante num determinado tipo de vinho, um rastreio alargado é um
contributo fundamental na avaliagdo do problema, para depois se poder
avancar para formas de prevencio e/ou eliminacao. Neste trabalho foi efectuado
o rastreio de ocratoxina A em 340 vinhos nacionais e em 122 amostras de uvas
das Regides Demarcadas dos Vinhos Verdes e do Douro. Este estudo esta englo-
bado em dois projectos — Projecto Agro n.° 255 — Preven¢do da Contaminag¢do
Fungica em Vinho do Porto e em Vinho Verde, e Protocolo de Colaboragao entre
a Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto e o Instituto da Vinha e
do Vinho — Ocratoxina A (OTA) em Vinhos Nacionais. Tendo como referéncia o
limite maximo recomendado pela OIV de 2 pg/L, ndo foram detectados niveis de
ocratoxina A preocupantes nos vinhos analisados, sendo que dos 340 vinhos
analisados, 67 apresentaram teores de OTA inferiores a 0,5 pg/L. Das 58 amos-
tras de uvas analisadas até ao presente (de 122 recolhidas na vindima de 2002),
apenas uma amostra revelou um nivel detectavel de OTA (0,1 pg/L).
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Introducao

Os principais factores de apreciacdo de qualidade de um vinho tém sido,
ao longo dos anos, a cor, o aroma e o sabor. Contudo, o desenvolvimento
de novas praticas agricolas e o aumento de controlo de qualidade anali-
tico, em particular associado a melhoria da capacidade de resolucao ins-
trumental que permite a detecgdo um maior nimero de compostos
presentes e menores quantidades (os chamados compostos vestigiais),
tem colocado a seguranca alimentar como um dos principais factores
que condicionam a opinido dos consumidores. E, por esta razio, também
a seguranca alimentar tem sido usada como estratégia de marketing.
Entre diversos compostos com potenciais efeitos indesejaveis para a
satde humana, que tém sido investigados nos vinhos, podem referir-se
o carbamato de etilo, as aminas biogénicas, o chumbo, os pesticidas e
actualmente a ocratoxina A.

O necessario esforco multidisciplinar de epidemiologistas, toxicologis-
tas, quimicos analiticos e endlogos, tendente a uma tomada de posic¢ao
cientificamente fundamentada, é por vezes dificil de obter, pois requer
tempo que nio existe, ja que periodo que decorre entre a detecgdo do
contaminante e o consumo do produto pode ser curto e as decisdes
devem ser tomadas rapidamente. E por isso que as preocupacdes em
torno de alguns compostos com potencial efeito negativo para a saude
humana, conduzem muitas vezes a recomendacio de limites maximos,
antes ainda de existir um estudo epidemiolégico/toxicolégico consis-
tente e até antes de serem efectuados ensaios interlaboratoriais para
uniformizar métodos de analise. Contudo, (e felizmente) na generali-
dade, ndo tem havido razdo para preocupag¢ido no que respeita aos
vinhos, embora a deteccio esporadica de um ou outro caso de contami-
nacao justifique o estudo do problema e a adopg¢ao de estratégias de pre-
vengao e de controlo.

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina (metabolito secundario pro-
veniente da actividade fuingica) produzida maioritariamente por
Aspergillus e Penicillium. Embora genericamente as espécies maiores
produtoras de OTA sejam Aspergillus ochraceus (abundante em climas
temperados) e Penicillium verrucosum (abundante em climas tropicais),
nas uvas sao os Aspergillus negros (A. niger e A. carbonarius) (Abru-
nhosa et al., 2001, 2002; Serra et al., 2003; OIV, 1998).

Quimicamente a OTA é uma isocumarina ligada pelo grupo carboxilo a
L-fenilalanina (fig. 1), que se caracteriza pela sua estabilidade. Uma
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das propriedades toxico-cinéticas mais significativas é a sua alta afini-
dade pelas proteinas plasmaticas, determinante na persisténcia da
toxina no sangue e, portanto, na sua toxicidade (Lépez de Cerain et al.,
comunicacao pessoal 2001). Parece que a producio de OTA nas uvas é
favorecida pela presenca de acido glutamico e prolina. E um composto
com reconhecida actividade nefrotéxica, sendo-lhe atribuida responsa-
bilidade na crise endémica dos Balcas. A sua carcinogenicidade foi até
ao momento provada em estudos laboratoriais com ratos (IARC, 1993).
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I
H
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Figura 1. Férmula estrutural da ocratoxina A

A problemética da OTA no que concerne a seguranca alimentar, pren-
de-se com o facto da sua presenca no organismo humano ser devida a
ingestdo de pequenas quantidades presentes em varios tipos de ali-
mentos, como cafés, cereais, frutos secos, uvas, cerveja e vinho, entre
outros. As concentragées observadas sdo da ordem de 0,3-1,6 pg/kg em
cereais, 0,8 ug/kg em cafés e 0,01-0,1 pg/kg em vinho (European Com-
mission, 1996).

A analise de ocratoxina A em vinhos

Quando se pretende comparar niveis de ocratoxina A em diferentes
vinhos, em uvas ou mostos, observando-se um limite maximo recomen-
dado, ou seja um valor numérico que niao deve ser excedido para segu-
ranca do consumidor, duas questoes fundamentais devem ser tidas em
consideracio: (1) se o método analitico utilizado esta ou ndo uniformi-
zado, ou se os diferentes métodos usados foram sujeitos a estudos com-
parativos (ensaios interlaboratoriais), e (ii) qual o significado do valor
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obtido, isto é, o valor em si e a incerteza que lhe esta associada, que se
calcula pelos correntes processos de validagdo intralaboratorial do
método analitico.

Relativamente ao método analitico, os primeiros estudos de ocratoxina
A em vinhos foram realizados, na sua maioria, utilizando uma extraccgéo
liquido-liquido e a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com deteccao por fluorescéncia (Majerus e Otteneder, 1996;
Ospital et al., 1998). O procedimento de extracc¢io, além de extrema-
mente demorado, apresenta fraca reprodutibilidade, devido as inu-
meras operacoes de manuseamento laboratorial. Além disso, exige um
grande cuidado na deteccio cromatografica, pois varias substancias que
ndo a ocratoxina A podem ser confundidas com esta (co-eluicdo),
gerando valores anormalmente elevados. Varios laboratérios europeus,
entre os quais o nosso, participaram num estudo colaborativo (Tricard
et al., 1999), cuja conclusdo mais significativa foi a muito baixa repro-
dutibilidade dos resultados obtidos pelos diferentes laboratérios, para
teores de OTA em vinho da ordem de 0,2 pg/L (coeficiente de variacao de
cerca de 100 %).

Posteriormente, Visconti et al. (1999) usaram colunas de imunoafini-
dade para a extrac¢cdo de OTA de vinhos e cerveja, apds diluicdo da
amostra numa solugdo aquosa de polietilenoglicol e NaHCO,. Em 2000,
a Comunidade Europeia propos a utilizacdo de um método analitico
(prEN 14133) que envolve um procedimento de extrac¢do com as refe-
ridas colunas de imunoafinidade e a analise por HPLC-fluorescéncia.
A diferenca entre este método e o anterior reside no procedimento de
extraccdo, que é muito mais selectivo e exacto. Os ensaios interlabora-
toriais referentes a este método (OIV, 2001) apontam para uma maior
precisdo e exactiddo dos resultados (coeficiente de variacdo de 40 %
para 1 pg/L). Falta no entanto validar este método e conduzir estudos
interlaboratoriais para diferentes tipos de vinho, dada a inexisténcia de
dados relativos a interferéncia do etanol ou dos acicares no processo de
extraccao.

Quanto a incerteza global associada aos resultados, verifica-se que a
maioria dos estudos refere, de uma forma mais ou menos consistente, os
parametros de validacdo do método (linearidade, limites de detecgéo,
precisdo e exactiddo), mas para gamas de concentracdo normalmente
mais elevadas do que as encontradas nos vinhos. Poucos utilizam o con-
ceito de incerteza global, conforme é definido pela Eurachem (2000).
Além disso a maioria dos resultados de OTA em vinhos situa-se abaixo
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de 0,5 pg/L, muito préximo da capacidade de detec¢cao do método anali-
tico, ou seja a fronteira entre mencionar o vinho como «teor de OTA néo
detectado» ou um teor de 0,5 ug/L é muito ténue. Por isso, este trabalho
também visou avaliar a incerteza global associada aos resultados, de
forma a poder atribuir-se um significado efectivo aos dados obtidos.

Incidéncia de ocratoxina A em vinhos

No que diz respeito aos vinhos, embora alguns estudos refiram a pre-
sencga de ocratoxina A em valores que atingem os 8 pg/L, a recomen-
dagdo da OIV é um maximo de 2 pg/L. Como referido anteriormente,
apesar de ser dificil a comparacio dos resultados obtidos com diferentes
métodos analiticos, a Tabela 1 apresenta os principais resultados publi-
cados em literatura.

Zimmerli 118 vinhos |<0,003 a 0,178 pg/L (brancos) |Vinhos tintos, vinhos do
e Dick, 1996 tranquilos <0,003 a 0,388 pg/L (tintos) sul da Europa e norte de

. Africa com teores mais
15 licorosos | 63 _ 0,017 ug/L (Porto) | elevados

Majerus et al., | 114 vinhos | 0,007 pg /L. (brancos) 50 % contaminados

1996 0,200 pg /L (tintos)
vinho da Argélia — 1,85 pg/L

Gilbert, 1998 10 vinhos | 0,02 pg/L

Visconti et al., .
38 tintos | <0,010 a 7,63 pg/L

1999
Pietri et al,, 96 tintos | <0,001 a 3,856 pg/L norte de Italia — 100 %
2001 <0,2 pg /L

15 brancos sul de Ttalia — 80% > 1 pg/L
DGCCRF, 230 vinhos | 1% ultrapassa 1 pug/L

Bordéus 2001

Tabela 1. Teores de ocratoxina A encontrados em vinhos



58 IMPACTO DA CONTAMINACAO FUNGICA SOBRE A COMPETITIVIDADE DE VINHOS

Otteneder e Majerus (2000) estudaram a influéncia do tipo de vinho e
da sua origem geografica nos teores de OTA, tendo concluido que:

(1) a origem geografica parece afectar as diferengas encontradas
entre os teores de OTA de vinhos do norte e do sul da Europa,
verificando-se maior incidéncia nos vinhos tintos do sul da
Europa;

(11) a tecnologia de vinificagdo também é muito importante, pois
existem diferengas significativas entre vinhos brancos e tintos
(que contém mais OTA). Nestes ultimos, os tratados com enzimas
pectoliticas apresentam maiores teores. A explicacdo parece
residir no maior contacto entre as peliculas e o mosto, destinada
a favorecer a extraccdo dos compostos responsaveis pela cor,
associada a maiores temperaturas e inibicdo da fermentacio
alcodlica.

Incidéncia de ocratoxina A em vinhos portugueses

Relativamente aos vinhos portugueses, apesar de literatura estran-
geira citar teores maximos da ordem de 0,337 pg/L num conjunto de
5 vinhos licorosos analisados (Zimmerli e Dick, 1996), um trabalho
anteriormente efectuado por nés provou, através de uma amostragem
de 64 vinhos (Vinho do Porto e Vinho Verde), que o teor maximo de OTA
néao excedeu 0,080 pg/L (Festas et al., 2000). Admitindo a possibilidade
da Comunidade Europeia adoptar limites maximos legais num futuro
préximo, urge a obtencédo de um banco de dados nacional, que possam
ajudar nessa tomada de decisdo. Foi esse um dos objectivos subjacentes
aos dois projectos cujos resultados hoje se apresentam.

O projecto Agro n.° 255 — Preven¢do da Contaminagdo Fungica em Vinho
do Porto e em Vinho Verde, em colaboracdo com a Universidade do
Minho, o Instituto do Vinho do Porto e a Comissdo de Viticultura da
Regifo dos Vinhos Verdes, tem como objectivos:

(1) Promover a seguranca alimentar, através da avaliacdo da exten-
sdo da contaminacio fungica e/ou presenca de ocratoxina A em
vinhos de qualidade da Regido Norte — Vinho do Porto e Vinho
Verde;
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(i) Definir as origens da contaminacio desde a vinha até ao vinho,
no sentido de ajudar a prevencio antes do processo de fermen-
tacdo. Embora se reconheca que a prevencao passe pela adopgao
de boas praticas agricolas, que incluem a utilizacdo de varie-
dades resistentes, a proteccdo integrada das culturas, a utili-
zagdo de uvas em estado sanitario apropriado e as correctas
condicoes de manuseamento a data da vindima, o conhecimento
de outros factores que possam influenciar o aparecimento de OTA
nos vinhos (como os climatoldgicos e a predisposicio de certas
regides/castas para a contaminacio fingica), ndo é de desprezar.
Por outro lado, pretende avaliar-se, no caso da contaminacio fun-
gica existir, quais os processos tecnoldgicos de vinificagdo que
influenciam, negativa ou positivamente, o nivel final de OTA no
vinho.

(i) Reduzir a contaminacio de OTA nos vinhos, nas situac¢ées em que
néo tenha sido possivel, através de mecanismos apropriados de
prevencao, evitar o seu aparecimento. Nestes casos, pretende-se
elucidar quais os processos tecnoldgicos mais apropriados para
eliminar a OTA dos vinhos, sem perder caracteristicas sensoriais.

Relativamente ao projecto em colaboracédo com o IVV — Ocratoxina A em
Vinhos Nacionais — pretendeu-se conhecer a situacio efectiva dos
vinhos nacionais e fundamentar cientificamente a eventual adopcao
futura de um limite.

Material e métodos

Amostras. Foram analisadas 340 amostras de vinho (189 Vinhos do
Porto, 85 Vinhos Verdes e 66 Vinhos de outras regiées nacionais, onde se
incluiram VQPRD, VLQPRD e Vinhos Regionais). Relativamente ao
controlo das uvas efectuou-se uma amostragem na Regido do Douro e
dos Vinhos Verdes, na vindima de 2002, correspondente a um total de
122 amostras. Este estudo apenas reporta os resultados obtidos até ao
momento — 58 amostras analisadas.

Reagentes e Equipamento. Utilizaram-se reagentes e solventes
organicos de grau de pureza apropriado para deteccéo por fluorescéncia.
O padrao de ocratoxina A foi adquirido através da Sigma-Aldrich. Na
extracc¢do usaram-se colunas de imunoafinidade Ochratest, da Vicam e
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um evaporador rotativo Heidolph com bomba de vacuo KNF Neuberger.
O HPLC estava equipado com detector de fluorescéncia e injector auto-
matico programavel Merck Hitachi e a coluna cromatografica era
Nucleosil 100-5 C18, de 5 pm.

Método analitico. Para a andlise de vinhos utilizou-se o método des-
crito no projecto de Norma Europeia — prEN 14133, com as seguintes
alteracées:

(1) desgasificaram-se 10 mL de vinho durante 15 min, a excepg¢éo do
Vinho Verde (5 min);

(i1) a solug¢do-méae do padrdo de OTA foi preparada em tolueno/acido
acético (99:1) e os padroes de calibracdo foram obtidos a partir
deste por dilui¢ao na fase mével usada no HPLC;

(111) apbds a extracgdo de OTA, evaporou-se o metanol a secura no eva-
porador rotativo (em vez de corrente de azoto) e retomou-se em
1 mL de fase mével (em vez de 250 pL);

(iv) o volume de injecg¢ao foi de 118 pL. em vez de 100 pL;

(v) os parametros de operacio da andlise cromatografica foram opti-
mizados e estdo descritos em Festas et al (2000).

Para analise de uvas/mostos nao existe método de referéncia, pelo que
se utilizou o descrito por Pietri et al. (comunicagao pessoal, 2001).

Resultados e discussao

Avaliagao da incerteza associada aos resultados
de ocratoxina A em vinhos

Numa primeira fase deste trabalho procedeu-se a ensaios de optimi-
zag¢do do método analitico para determinag¢ido de OTA em vinhos, que
permitiu adoptar a Norma Europeia (prEN 14133), com as alteragoes ja
referidas. Apresentam-se nas Figuras 2 e 3 os cromatogramas de um
padrao de OTA, de um vinho contendo um teor de 2 pg/L de OTA.
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OTAL - Vial 2 Inj 1 Pad 2,0 - Channel 1

Current Data Path: C:\Win32App\HSMiota200 \DATA0263
Data Desc.: IFM CI11 2-D
Vial Number: 2 Inj Number: 1 Sample Name: Pad 2,0

Intensity {(mV)

Retention Time (min)

Figura 2. Cromatograma de um padrio de OTA 2 pg/L

Irciath O

3 ;
40 ~Foans ®

35

30

=
2 3
g R
H A
i
152 '
3 5
3 #
10 = £,

T e -'.";‘_ﬁ-rx-L'-?-}'uw-p"f‘ S RARAS Sans B bas s ko
o g & 8 10 X2
Retsntion Time {(min)

Figura 3. Cromatograma de um vinho tinto

Apds a obtencao dos principais parametros de validacdo — linearidade e
limite de deteccdo, repetibilidade e precisao intermédia, e exactidao
através da percentagem de recuperacao, calculou-se a incerteza global
associada aos resultados.
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As principais caracteristicas deste método sio:

®

(i1)

(iii)

(iv)

2

O limite de detecgdo do método situa-se em 0,084 ug/L para
vinhos e 0,105 ug/L para uvas (o que equivale em média a 0,064
pg/Kg uva);

A precisido do método, quer avaliada pela repetibilidade (coefi-
ciente de variacdo obtido a partir de 6 ensaios independentes
executados nas mesmas condi¢oes analiticas, no mais curto inter-
valo de tempo), quer pela precisdo intermédia (coeficiente de
variacao obtido com 6 ensaios independentes em dias diferentes),
é de 4,9 % e 6,2 %, respectivamente, para um padrio de 1 ug/L,, e
de 1,0 % e 1,3 %, respectivamente, para um padréao de 4 ug/L;

A exactidao do método, expressa em percentagem de recuperacio
(obtida por adi¢do de 3 niveis de padrio a 5 amostras) foi de 105,7
+ 26,9 % para Vinho do Porto e 116,9 + 18,8 % para Vinho Verde;

Foi ainda estudada a especificidade do método, através da ava-
liacdo da interferéncia do teor em agtcar e do etanol, na efi-
ciéncia da extraccdo de OTA pelas colunas de imunoafinidade.
Nenhuma interferéncia significativa destes parametros no pro-
cesso de extracc¢ao de OTA foi encontrada;

Aincerteza global depende do intervalo de concentragées a que se
reporta o resultado. Para niveis de OTA superiores a 0,500 ug/L,
a incerteza global é de 36,8 % e, para teores de OTA sucessiva-
mente mais baixos, a incerteza val aumentando até cerca de
70 %, na proximidade do limite de detec¢do — 0,084 pg/L (fig. 4).
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L i
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Figura 4. Incerteza global associada aos resultados
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Realizou-se um ensaio preliminar de intercomparacio, entre os labo-
ratérios envolvidos no projecto AGRO — LEPA-DEQ-FEUP e DEB-
-UMINHO, nio se tendo verificado diferencas significativas, ao nivel da
incerteza referida atras. Julga-se, no entanto, imperiosa a realizacao de
um ensaio colaborativo internacional, envolvendo o maior nimero pos-
sivel de laboratdérios experientes neste tipo de andlises, de forma a
validar definitivamente a técnica nas matrizes estudadas — Porto e
Verde. Esta accdo ja foi promovida, encontrando-se na fase de arranque.

Rastreio de ocratoxina A em vinhos portugueses

A Tabela 2 descreve a amostragem efectuada aos vinhos nacionais, bem
como os principais resultados obtidos. Por serem os vinhos abrangidos
especificamente pelo Projecto AGRO, o Vinho do Porto e o Vinho Verde
contribuem com um maior numero de amostras estudadas, sendo por
isso os seus resultados apresentados em detalhe (figs. 6 e 7).

Origem

Vinhos
analisados

(.%)

Vinhos com OTA
superior a limite
de detecgao (n°/ %)

Nivel de OTA
Média/Maximo
pg/L

Amostragem | Vinho do Porto

189

33/17%

0,1368/0,4744

do Projecto

AGRO Vinho Verde

85

20/24 %

0,1202/0,2411

[op)

Bairrada
Dao
Tras-os-Montes
Pico
Settbal
Tavora
Douro
Bucelas
Arruda
Madeira
Alentejo
Ribatejo

Vinhos
nacionais

Amostragem
do IVV

B — WO W 00 W

—
[l V]

66

16/24 %

0,2152/0,3344 *

Global

340

69/20 %

0,1371/0,4744

* Para efeito de média e valor maximo foram excluidos dois vinhos com teores superiores

a 0,5 ng/L (2,08 e 0,96 pg/l)

Tabela 2. Resultados médios de ocratoxina A em Vinhos Portugueses
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Foi detectada ocratoxina A em cerca de 20 % dos vinhos totais anali-
sados, ndo havendo distin¢io relativamente a maior incidéncia em
algum tipo de vinho e/ou regido. Destes 69 vinhos, 2 continham OTA em
teores superiores a 0,5 ug/L e os restantes situaram-se abaixo deste
valor (fig. 5). E de salientar que a incerteza associada a niveis de con-
centragdo de OTA abaixo de 0,5 pg/Li é da ordem dos 70 %, o que significa
que a fronteira entre os vinhos que contém OTA abaixo de 0,5 pug/L e os
que figuram como «OTA nao detectada», é muito ténue.

2,5000
limite OIV 2 ug/L .
= 2,0000
=
< 1,5000
'—
O 10000 -
i
3
& 05000 - R
-,
0,0000 s0a9%etstsests Cootrnsesset® eastietetstare stesrett 40t 404
A T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Vinho

Fig. 5. Teores de OTA encontrados em 69 dos 340 vinhos nacionais analisados
(limite de detec¢do = 0,084 pg/L)

As figuras 6 e 7 traduzem os resultados das analises efectuadas ao
Vinho do Porto e Verde. Como se pode verificar, ndo existe influéncia do
tipo de vinho nos teores encontrados. Em particular, relativamente ao
Vinho do Porto, parece constatar-se que os teores de OTA se dispersam
entre vinhos de diferentes tipos, bem como de diferentes idades. A amos-
tragem do Vinho do Porto incluiu vinhos de colheita, vinhos com indi-
cacao de idade e categorias especiais. Em particular destaca-se um
conjunto de 30 vinhos Vintage 2000, nos quais foi detectada OTA em
8 dos mesmos, em quantidades vestigiais. Este facto ndo aparenta ser
significativamente diferente dos restantes tipos de vinho analisados,
mesmo aqueles com idade superior a 40 anos.

Estes resultados permitem questionar se a presen¢a de OTA nos vinhos
existiu em quantidades vestigiais desde sempre, sendo s6 possivel a
sua deteccado com as capacidades analiticas actuais. Diversos autores
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Fig. 7. Teores de ocratoxina A em Vinho Verde
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apontam para teores mais elevados de ocratoxina A em vinhos de ambos
os tipos, mas o teste de significancia aplicado as médias do teor de OTA
dos vinhos brancos e dos vinhos tintos, ndo revelou diferengas significa-
tivas, talvez fruto dos baixos niveis detectados em todos os vinhos.

Excluindo dois vinhos que apresentavam teores de OTA superiores a
0,5 pg/L, dos 109 vinhos brancos analisados, 29 continham OTA em con-
centracao inferior a 0,2411 ug/L. Relativamente aos vinhos tintos, 40 dos
229 vinhos revelaram quantidades de OTA menores que 0,4744 pg/L.

Rastreio de ocratoxina A em uvas

Durante a vindima de 2002 foram recolhidas 122 amostras de uvas, das
quais 58 se encontram até ao presente analisadas. Com critérios de
amostragem pré-estabelecidos, que incluiram uma percentagem idén-
tica de uvas sas e com sinais de podridéo, as amostras distribuiram-se
pelos locais assinalados nas Figuras 8 e 9, do seguinte modo:

(1) Regido Demarcada do Douro — 14 quintas; 75 amostras, distri-
buidas pelas castas: touriga nacional, 13; touriga francesa, 12;
tinta barroca, 13; tinta roriz, 13; tinto cdo, 11; tinta amarela, 5;
malvasia fina, 2; rabigato, 1; viosinho, 1; cédega, 1; esgana cio, 1
e gouvelio, 1.

(11)) Regido Demarcada dos Vinhos Verdes — 14 quintas; 47 amostras,
distribuidas pelas castas: vinhao, 9; trajadura, 7; arinto, 10; bor-
racal, 5; loureiro, 6; pederna, 4; azal, 4 e avesso, 2.

Para avaliar os teores de OTA em uvas, e devido a inexisténcia de um
método analitico de referéncia, fol necessario executar ensaios prelimi-
nares para comparacio dos resultados obtidos com diferentes processos
de extrac¢do, bem como validar a metodologia implementada. Obteve-se
um limite de detec¢do de 0,105 pg/L e uma incerteza global associada
aos resultados idéntica a obtida com vinho.

De seguida procedeu-se a analise das uvas, tendo sido detectada ocrato-
xina A em apenas uma das 58 amostras analisadas até ao momento, com
um teor de 0,1102 pg/L.
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Estes resultados sdo, em certa medida, concordantes com os obtidos nos
vinhos, os quais apresentam apenas quantidades residuais de ocrato-
xina A. A presenga de OTA nos vinhos pode resultar da existéncia do
composto na préopria uva ou da sua producao durante o processo de vini-
ficacdo, através de fungos ocratoxigénicos. Neste caso, uma vez que os
teores encontrados sdo extremamente baixos, tanto nas uvas como nos
vinhos, devemos questionar o método utilizado na andlise das uvas, pois
o procedimento de extraccdo pode nio ser suficientemente eficiente
para tornar detectaveis os niveis provavelmente baixissimos. De qual-
quer forma, este estudo permite concluir que os teores encontrados em
uvas e vinhos sdo claramente baixos e ndo preocupantes.

Conclusoes

Para avaliar a presenca de ocratoxina A em uvas e vinhos portugueses e
retirar um significado fiavel dos niveis obtidos, procurou-se estudar, em
primeiro lugar, a incerteza associada aos resultados, na gama de con-
centragoes encontrada. Concluiu-se que a incerteza é elevada, da ordem
de 70 % para concentracdes inferiores a 0,5 pg/L, reduzindo-se para
37 % para concentragoes superiores a este valor. Ou seja uma concen-
tragdo de 0,20 pg/L estara associada a uma incerteza de + 0,14 ug/L, o
que equivale a um valor maximo de 0,34 pg/Li e um valor minimo de
0,06 ug/L (que se situa abaixo do limite de detec¢do da técnica). Assim
sendo, o significado atribuido aos vinhos onde foi detectada OTA a
niveis inferiores a 0,5 ug/L é semelhante ao daqueles em que esta nao é
detectada.

Quanto aos resultados obtidos, foi detectada ocratoxina A em cerca de
20 % dos 340 vinhos analisados, ndo havendo distingao relativamente a
maior incidéncia em algum tipo de vinho e/ou regido. Destes 69 vinhos,
2 continham OTA em teores superiores a 0,5 ug/L e os restantes situa-
ram-se abaixo deste valor

Relativamente a distingdo entre vinhos brancos e tintos, dos 110 vinhos
brancos analisados, 29 continham OTA, encontrando-se um teor maximo
de 0,2411 ug/L. Relativamente aos vinhos tintos, 40 dos 229 vinhos
revelaram quantidades de OTA inferiores a 0,4744 pg/L.

Quanto a analise das uvas provenientes da vindima de 2002 (112 amos-
tras), foi detectada ocratoxina A em apenas uma das 58 amostras anali-
sadas até ao momento (teor de 0,1102 pg/L).
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De uma forma global pode afirmar-se que a situacio geral nacional no
que se refere a contaminac¢io de vinhos com Ocratoxina A nio é de forma
alguma preocupante.
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Introduccion

La ocratoxina A, (OTA), es un contaminante alimentario identificado en
cereales, oleaginosas, cacao, café, frutos secos, cerveza, pan, carnes y en
la Gltima década en pasas, mostos y vinos (Zimmerli, 1996). Tras el con-
sumo de alimentos contaminados, su presencia se puede constatar en
la sangre, suero y tejidos de las personas. Los efectos toxicos son muy
amplios como demostraron Creppy y col., en 1995. Su presencia en los
vinos va desde contenidos no detectables (con limites de detecciéon
situados en 0.003 pg/L), hasta niveles que superan los 10 pg/L.

Ante esta situacién la FAO-OMS, en una sesiéon de la Comisién del
Codex Alimentarius sobre Aditivos Alimentarios y Contaminantes
(FAO-OMS, 1997) tomé postura y impulsé a que todos los Estados
tomasen conciencia del problema de salud que puede representar la
OTA y para que establecieran y asegurasen las buenas practicas agri-
colas y de elaboracién que permitiesen evitar o disminuir la presencia
de aquella en los alimentos y bebidas.

Por su parte, la Oficina Internacional de la Vifia y el Vino, llamoé parale-
lamente la atencién sobre el problema que podia suponer en el futuro
esta micotoxina y, en una llamada a través de sus Grupos de Expertos,
impulsé la busqueda de los medios de prevencién de dicha contamina-
cién, asi como también, caso de producirse aquella, de los medios que
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disminuyan el contenido de OTA a niveles sin riesgo para la salud
humana.

El agente causal de la generaciéon de OTA fue durante un tiempo desco-
nocido, siendo después relacionado su presencia a los hongos de las
especies Penicillium verrucosum en paises septentrionales y Asper-
gillus ochraceus en paises meridionales (Majerus y Otteneder, 1996;
Pittet, 1998; Ospital y col., 1998; Otteneder y Majerus, 1999). Sin
embargo, Cabanes y col., (2001 y 2002) han demostrado que los agentes
principales causantes de la contaminacién de OTA en la totalidad de los
vifiedos controlados en diversas experiencias realizadas en Espana,
pertenecen a la especie Aspergillus carbonarius.

Los estudios sobre los niveles de contaminacion existente en los vinos,
han demostrado que la mayoria de los valores de OTA se encuentran en
orden creciente desde los vinos blancos a los rosados y los tintos. Sin
embargo aun es posible encontrar valores mas altos en vinos de licor
(Zimmerli, 1996; Majerus y Otteneder, 1996; MAFF 1998; Ospital y col.,
1998; Burdaspal y Legarda, 1999; Otteneder y Majerus, 1999; Minguez
y col., 2000; Tateo y col, 2000; Minguez y col., 2001; Tateo y Bononi, 2001).

La contaminacién de OTA en los vinos puede ser un condicionante del
desarrollo comercial de los productos vitivinicolas. Ciertos estudios han
concluido que los vinos que proceden de las areas meridionales poseen
mayor contenido de OTA que aquellos procedentes de areas mas septen-
trionales (Majerus y Otteneder, 1996; Ospital, 98; Otteneder y Majerus,
1999). Al mismo tiempo se contempla a corto plazo una regulacién sobre
el contenido de dicho contaminante en los vinos (MAFF,1997).

Actualmente la produccién del vino de las areas calidas esta sometida a
inspecciones sanitarias en muchos paises importadores. La respuesta
de los paises de estas areas calidas debe desarrollarse en dos vertientes:
por un lado, deben dar una respuesta politico-sanitaria, consistente en
demostrar la falacia de la generalizacion del problema y por otro ofrecer
una eficaz respuesta técnica, consistente en identificar los factores de
produccién que la hacen posible dicha contaminacién, planteando el
codigo de técnicas vitivinicolas que pueden minimizar o eliminar el
riesgo de la presencia de dicha micotoxina.

En Espana, el sector vitivinicola en sus diversos niveles productivos y
las diferentes Administraciones (Central y Autondémicas), estuvieron
interesados en atender dicha llamada y apoyaron diferentes equipos de
trabajos que tuvieron interés por conocer el origen del problema, las
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claves de su resolucién y, por ello, orientar la normativa que debe ser
establecida sobre limites maximos.

Entre de los diferentes equipos equipos deben destacarse:

+ el configurado por los Dres. P. A. Burdaspal y T. M. Lagarda en
el Ministerio de Sanidad y Consumo, que realizé el primer
estudio, por su amplitud, en Espana sobre los valores de Ocrato-
Xlna en vinos,

* el perteneciente al Departamento de Tecnologia de los Alimentos
de la Universidad de Lleida, coordinado por el Dr. V. Sanchis,
con enfoque en estudios sobre la micologia responsable de la pro-
duccién de OTA, y

+ el configurado entre la Unidad de Microbiologia e Inmunologia
de la Universidad Auténoma de Barcelona (coordinado por el
Dr. Cabanies) con acciones en micobidtica, el Laboratorio Arbi-
tral Agroalimentario del Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacién (coordinado por el Sr. A. Pons), con acciones anali-
ticas de OTA, el Servicio de Proteccion de los Vegetales de la
Generalidad de Cataluna (coordinado por el Sr. G. Barrios), con
acciones de lucha fitosanitaria, la bodega Coop. de Sarral, SCCL
(coordinado por el Sr. S. Guardiola) con acciones experimentales
en bodega, la bodega La Baronia de Turis, Coop.V. (coordinado
por la Sra. M. Blasco y V. Riera), con acciones experimentales en
bodega, el Grupo Syngenta (coordinado por el Dr. P. Margot y
J.M. Cantus) con acciones de lucha fitosanitaria y el Instituto
Catalan de la Vina y el Vino, que actué como coordinador
general.

En base a éste iltimo equipo interdisciplinar se acometieron y en fase
de desarrollo diferentes proyectos de trabajo:

* Incidencia de la sanidad de la vendimia y de las prdcticas eno-
légicas sobre el contenido de Ocratoxina A (OTA) en el vino
(VINO00-022-C3), financiado por INTA (Ministerio de Ciencia y
Tecnologia),

* Riesgos de contaminacion y control integral de Ocratoxina A en
uva y vino (OTA-Wine Risk), proyecto europeo (QLK1-CT-2001-
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01761) en colaboracién interdisciplinar con diferentes paises del
area mediterranea,

+ Estudio de la biodindmica de implantacion de Aspergillus spp en
el viiedo, efecto de la lucha preventiva y de las técnicas postco-
secha, para reduccién del contenido de Ocratoxina A en los vinos
de licor, (VIN02-023), financiado por el INTA (MCyT), y en el que
participan también el Instituto Valenciano de Calidad Agro-
alimentaria (Valencia) coordinado por el Dr. J.V. Guillem, y
en Andalucia el CIFA-Rancho de la Merced (coordinado por la
Sra. A. Jimenez y el Dr. A. Garcia) y la E.T.S.I. Agréonomos de
Cérdoba, coordinado por el Dr. F. Pérez Camacho.

+ Efectividad de la lucha fitosanitaria, en colaboraciéon con el
Grupo Syngenta.

Resultados obtenidos en la lucha contra la OTA

En un estudio preliminar, realizado por nuestro equipo, realizado en el
ano 2000, se observd que los posibles factores condicionantes de la pre-
sencia y contenido de OTA se sitiian tanto en el ambito de la protecciéon
fitosanitaria de la vifia, como en el de las operaciones prefermentativas
y postfermentacién (Minguez y col, 2000).

En dicho trabajo, se pudo observar que las condiciones de sanidad de la
vendimia, en relacién directa con la maduracién y sobremaduracién,
podian jugar un papel destacado en la presencia de Ocratoxina A en el
vino, por lo que debian desarrollarse los mecanismos mas eficaces para
evitar la proliferacion de los hongos causantes.

También se observaba que los niveles de OTA podian estar en relaciéon
con las condiciones en que se desarrollaba la clarificacién. Asimismo,
las pautas técnicas de la extracciéon del mosto, (principalmente la
energia del prensado), de la maceracién y de la clarificacién del vino
podrian ser los elementos mas condicionantes de los niveles de OTA en
el vino cuando la contaminacién esta presente en la uva.

Cuando la presencia de hongos en la uva es importante, especialmente
de la Seccion Nigri del género Aspergillus spp., existen muchas posibi-
lidades de tener una contaminaciéon del mosto significativa en OTA,
puesto que a ésta seccidon pertenecen las cepas que son productoras
de OTA.
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En los trabajos realizados hasta ahora por nuestro equipo de trabajo y
en el area productiva mediterranea espafola, se ha visto que si bien en
la uva se dan una serie de poblaciones de la Seccion Nigri del género
Aspergillus, las cepas potencialmente OTA-génicas pertenecen a A. och-
raceus, Agregado A. niger y A. carbonarius. Una de las caracteristicas
apreciadas en estos estudios es que las cepas de A. niger que se han ais-
lado en los vifiedos muestreados no son productoras de OTA.

Por el contrario, todas las cepas de A. carbonarius y A. ochraceus ais-
ladas han expresado su produccién de OTA, habiendo demostrado
nuestro equipo cientificamente y por primera vez que han sido las res-
ponsables del contenido de OTA en sus vinos, (Cabafies y col., 2001).
Posteriormente Sage y col. (2002) también han encontrado que tras ino-
culacion de A. carbonarius y Penicillium chysogenum en uvas (expe-
riencia en laboratorio), sélo A. carbonarius era OTA-génica.

La estrategia de la lucha preventiva a realizar en el vifiedo estara
en funcién de la dindmica de presencia de Aspergillus en el racimo.
En controles realizados en diferentes vifiedos, se observa una evolu-
cién creciente de la poblacién durante todo el proceso de maduracién

(fig. 1).
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Fig. 1. Evoluciéon de especies relacionadas con la produccién de ocratoxina A.
(Accensi y col., 2001a). Analisis: Depto. Microbiologia e Inmunologia (UAB).
Proyecto: OTA-INTA



76 IMPACTO DA CONTAMINACAO FUNGICA SOBRE A COMPETITIVIDADE DE VINHOS

Por las observaciones realizadas hasta la fecha, es posible afirmar que
en todas aquellas practicas culturales que favorezcan la sanidad de la
vifia, (abonados y riego racionales, vigor moderado, entre otros), asi
como la proteccién fitosanitaria del viiedo (lucha quimica y bioldgica
principalmente) estan las claves de la contencién del problema de la
presencia de OTA en mosto y la contaminacién inherente del vino.

La proteccion fitosanitaria contra la poblacién de Aspergillus ha de
basarse en que los productos anticriptogdmicos a emplear deben tener
una verdadera eficacia en el control del hongo (fig. 2) y en el periodo de
cobertura de la proteccion que realizan (Minguez, 2000). Este hecho es
importante principalmente para los vifiedos destinados a la produccién
de vinos con uva de buena maduracién o sobremaduras por deshidrata-
cién (ya sea en la cepa o después de vendimiar).

[Jaoowna  [Hecowna [ rocona

50
40 ]
£ 30
E 20
il .
0 \
Ridomil Switch CGA Chorusb Geoxe Shirlan
Gold (100g/hL) 302130a (200g/hL) (200g/hL) (125g/hL)
(200g/hL) (200 g/hL)

Fig. 2. Efectividad de los fungicidas in vitro sobre especies OTA-génicas
(Accensi y col, 2001b). Método: Difusién en agar (Screening); Datos: medida de
halos de inhibicién; Hongo: Aspergillus carbonarius, cepa: P23D3.; Analisis:
Depto. Microbiologia e Inmunologia (UAB). Proyecto: OTA — INIA- Syngenta

Los vinos de mayor graduacién o aquellos que se producen con técnicas
de sobremaduracién son, aquellos que tienen maés riesgos de poseer un
nivel de contaminacién de la OTA A més elevado. Estos vinos, debido a
las temperaturas que se producen durante la maduracion, la vendimia
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y la consiguiente época posterior, son caracteristicos de los paises meri-
dionales y calidos.

Desear llegar a una completa madurez o sobremadurez, habitual en los
vifiedos cuyo destino es producir vinos singulares y de licor, tiene el
riesgo que la proteccién fitosanitaria realizada por el dltimo trata-
miento desaparezca.

Puesto que el grupo Aspergillus spp. tiene mas posibilidades de des-
arrollarse en la época de mayor temperatura, y que la piel de la uva se
ablanda y se vuelve mas sensible al ataque de la micoflora en dicha
época, todo conduce a que en los vinos procedentes de una alta madurez
tengan mas riesgos de presencia indeseable de OTA.

Las experiencias conducidas sobre estrategia de tratamientos anti-
botrytis en el vifiedo han permitido ver que, en la mayoria de los casos
en que ésta ha sido correctamente realizada, se correlaciona bien con
una inexistente o testimonial concentracién de OTA en mosto y vino
(Giralt y col., 2003; Minguez y col., 2003) (fig. 3).
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Fig. 3. Mycotoxin trials 209-2002. OTA in grape juice, % in relation to treat. n° 3.
(Giralt y col., 2003). Variety: Tempranillo; Protocol: according OTA-INTA-Group
Syngenta. Vinification: INCAVI-Reus; Analysis: INCAVI, LAA-MAPA
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Asimismo se ha comprobado que, una vez la contaminacién de OTA se
ha producido en mosto y vino, los tratamientos que han disminuido de
forma més eficaz la concentracién de OTA en dichos productos ha sido la
clarificacién con carbén activo, dejando sus niveles en niveles testimo-
niales o con reducciones de hasta el 90 % del valor inicial (Minguez y
col., 2000 y 2001) (cuadros 1, 2, 3y 4)

Cuadro 1. Incidencia de las précticas enolégicas: Energia del prensado
(Minguez, 2000)

Vinificacién Tratamiento Ocratoxina A en vino (ug/L)
OTA-1. Vinif. ¢/ maceracién Prensada suave 1.67
OTA-2. Vinif. ¢/ maceracién Mosto segundas 2.21

Cuadro 2. Incidencia de las practicas enolégicas: Sulfitado (Minguez, 2000)

Vinificacién Tratamiento Ocratoxina A (ug/L)
Vinificacién con maceracién
Garnacha blanca SO, : 4 g/hL 2.81
G ha bl Vinificacién con maceracién 1.05
arnacha blanca .
SO: : 8 g/hLL

Cuadro 3. Incidencia de las practicas enolédgicas: Clarificaciéon (Minguez, 2000)

Vinificacién Antes de clarificar Después de clarificaciéon
OTA-1 1.67 1.32
OTA- 2 3.16 2.15
OTA- 3 2.81 1.54
OTA- 4 1.05 0.76




EFECTIVIDAD DE FUNGICIDAS EN EL CONTROL DE LAS ESPECIES OCRATOXIGENICAS 79

Cuadro 4. Incidencia de las précticas enoldgicas: Tratamiento enolégico cor-
rectivo con Carbén (Minguez, 2001)

Agitacién 60 horas OTA (ng/L) Disminucién %
Testigo 1.976 1.32
Carbén (20g/hL) 0.081 96
Carbén (30 g/hLy) 0.04 98
Carbén (40 g/hL) 0.045 97
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Introducao

No plano internacional, a definigdo dos limites em vinhos de espécies
quimicas consideradas nocivas para o consumidor, bem como o estabe-
lecimento das praticas enoldgicas a usar para a minimizacdo da sua
ocorréncia, compete ao OIV (Office International de la Vigne et du Vin),
organizacao inter-governamental, hoje constituida por quase meia cen-
tena de Estados membros. Sdo essas defini¢oes estabelecidas em Reso-
lugdes, aprovadas pela Assembleia Geral da organizagio, devendo
seguidamente os Estados transpo6-las para a sua legislagdo nacional.
A elaboracédo de uma Resolu¢do do OIV obedece a uma tramitacao por 8
etapas, nas quais os respectivos Projectos de Resolucao sao alternada-
mente analisados pelos Estados e pelos peritos do OIV, igualmente
designados por estes, no ambito dos Grupos de Peritos, Subcomissdes e
Comissées com competéncia na respectiva matéria.

Mais concretamente para o caso que estamos a abordar (espécies qui-
micas consideradas nocivas para o consumidor), compete a “Sub-
comissiao Convencional para a Unificacdo dos Métodos de Analise e de
Apreciacao de Vinhos” (SCMA) a preparacao das Resolucgées visando o
estabelecimento dos limites e dos respectivos métodos de andlise, com-
petindo a “Subcomissio de Nutricdo e Saude” (SCNS), muito principal-
mente ao seu Grupo de Peritos de Seguranca Alimentar, a recolha de
estudos cientificos de &mbito médico sobre os efeitos fisiol6gicos e toxi-
colégicos no consumidor. Em opinido que ja exprimi no 6rgéo oficial do
OIV (Curvelo-Garcia, 1999), poderao os projectos de Resolucao, nestes
casos, ter o ponto de partida em qualquer destas Subcomissdes, mas
deverdo necessariamente ser analisadas pelas duas, bem como inclusi-
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vamente por outros Grupos de Peritos com competéncia em matérias
ligadas ao assunto.

Foi o que aconteceu no caso da ocorréncia de ocratoxina A (OTA) em
vinhos, para a definigdo dos seus limites e do seu método de analise,
processo que decorreu em poucos anos, considerando a complexidade
inerente a aprovacao de Resolu¢bes em matérias tdo sensiveis, e que
seguidamente irei descrever.

Ocorréncia em vinhos de ocratoxina A
—a actividade desenvolvida no seio do OIV

Na 5.7 sessio (1998) do Grupo de Peritos de Seguranca Alimentar da
SCNS do OIV, foi ja o assunto agendado (OIV, 1998a), com apresentacio
da situacao geral do problema e a posicado das organizacgoes internacio-
nais (Ruf, 1998). Nessa exposicdo, sido designadamente referidas a
posic¢ido da “International Agency for Research on Cancer / WHO” (clas-
sificando a OTA no grupo 2B, e considerando ainda insuficientes os
estudos cientificos existentes para extrapolacdo para o homem os efeitos
cancerigenos encontrados em animais de laboratoério), do “Comité misto
de Peritos FAO-OMS sobre Aditivos Alimentares / JECFA” (referindo
uma dose toleravel didria proviséria de 14 ng/kg,cc, corporaly €mbora as
delegacoes do Canada e de paises do Norte da Europa tivessem proposto
valores bem inferiores, na ordem de 5 ng/kg .., corporai/dia), da “Comissao
Cientifica para os alimentos da Comissao Europeia” (concluindo que o
nivel de seguranca aceitdvel seria da ordem de “alguns” ng/ kg, cor-
pora/dia) e do “Comité do Codex Alimentarius sobre os Aditivos e os Con-
taminantes” (tendo em analise um documento da Suécia, apontando
para recomendar niveis de OTA os mais baixos possiveis, para o apro-
fundamento do exame desses niveis em vinhos e fixando um limite de 5
ug/kg para os cereais e produtos a base de cereais).

Nessa mesma sessdo da SCNS, foi também apresentado um documento
do Reino Unido (Gilbert, 1998), onde se refere que nio tendo embora
sido realizado nenhum controlo sistematico sobre a presenca de micoto-
Xinas em uvas secas, sumos de uva e vinhos, parece verificar-se a pre-
senca de OTA em uvas e uvas secas em teores relativamente elevados
(50 pg/kg) e em sumos de uva e vinhos, especialmente de uvas tintas
(com teores relativamente baixos, da ordem de 1-2 ug/L).
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Ainda nessa sessio, refere-se ainda uma contribuicio da Franca (Ospital
et al., 1998), onde os autores apresentam dados de OTA em alguns
vinhos franceses e de outros paises, comparando-os com 0s apresen-
tados por outros autores; o niumero de amostras é contudo, em nossa
opinido, muito reduzido e sobretudo sem uma base cientifica de amos-
tragem. Assim, por estas razdes, as conclusoes dos autores terdo um sig-
nificado muito reduzido, em termos de perspectivacao de defini¢do de
limites.

Da discussio havida nessa 5.% sessdo do Grupo de Peritos de Seguranca
Alimentar da SCNS do OIV, pareceu claro que o factor climatico podera
ser importante na ocorréncia de OTA em uvas e vinhos, particularmente
tintos e que essa ocorréncia podera ter mais significado em vinhos pro-
venientes de determinadas regides (Africa do Sul e regiées mediterra-
nicas, europeias e do Magreb). Concluiu-se parecer nao haver grandes
problemas de risco derivados dos niveis de ocorréncia de OTA em
vinhos, embora tenha sido considerada a importancia de continuar a ser
desenvolvido trabalho nesta area, tendo designadamente sido solicitado
a andlise do problema a outros Grupos de Peritos do OIV (“Uvas secas e
uvas de mesa”, “Tecnologia do vinho” e “Microbiologia do vinho”), consi-
derando essencialmente os aspectos mais preocupantes no que se refere
as uvas secas e uvas de mesa. Na 31.% sessdo do Grupo de Peritos” de
“Tecnologia do vinho” foi ja o assunto agendado, tendo os seus membros
sido informados do ponto da situacio sobre o problema (OIV, 1998b).

Por outro lado, também em 1998, a SCMA do OIV agendou esta questao
(OIV, 1998c¢), sobretudo no ambito da defini¢do de uma metodologia de
analise da OTA em vinhos. Foi apresentado um método de doseamento
por HPLC, apds extraccido por tolueno, apresentando um limite de
detecgdo de 0,01 pg/L (Tricard et al., 1998). J4 nessa sessdo, o Reino
Unido informou a utilizacao, para o doseamento da OTA em vinhos, por
recurso a uma coluna de imunoafinidade.

No ano seguinte, na 6.* sessdo do Grupo de Peritos de Seguranga Ali-
mentar, continuou o assunto agendado (OIV, 1999a). Ruf (1999) apre-
sentou um documento da “Finland National Food Administration”
(apresentando dados de OTA em vinhos tintos de diversas provenién-
cias, com valores podendo atingir 1,9 pg/L), bem como pareceres sobre o
assunto do “Comité Cientifico” da Comissdo Europeia e da Comissédo do
“Codex Alimentarius”; (indicando valores para a dose diaria admissivel
entre 0,35 e 0,98 ug, constituindo o vinho, a seguir aos cereais, a
segunda maior fonte).



84 IMPACTO DA CONTAMINACAO FUNGICA SOBRE A COMPETITIVIDADE DE VINHOS

Também a SCMA continuou em 1999 com o assunto em agenda (OIV,
1999b), tendo tomado conhecimento do ponto de situacgio dos trabalhos
da SCNS, mas focando essencialmente a sua aten¢éo para a fixagéo de
um método analitico reconhecido internacionalmente. Lehtonen (1999)
apresentou um método onde se realiza previamente uma purificagio do
vinho com uma coluna de imunoafinidade, seguida da analise por HPLC
com detecgdo por fluorimetria. Por outro lado, foi a SMA informada de
ter sido recentemente validado o método apresentado no ano anterior
por Tricard et al. (1998). Foram ainda apresentados dados da presenca
de OTA em vinhos espanhéis e portugueses (Vinhos do Porto e Vinhos
Verdes), concluindo-se ndo haver razées para qualquer alarme.

Ainda em 1999, foi o tema também agendado, no ambito da Comissao de
Viticultura, pelo grupo de Peritos de “Doencas, Pragas e Protecc¢io da
Videira” (OIV, 1999c). O debate havido focou essencialmente o ponto
actual do conhecimento sobre as condigoes de ocorréncia de OTA nas
uvas, em ligacdo com o desenvolvimento de fungos dos géneros Asper-
gillus e Penicillium, facilitado em variedades com bago de pelicula fina,
por climas humidos e em sequéncia a ataques de oidio ou de deprada-
dores.

Na 7.* sessdo do Grupo de Peritos de Seguranca Alimentar (OIV, 2000a),
foram designadamente analisadas algumas praticas enoldgicas orien-
tadas para a redugdo dos teores de OTA em vinhos, como o emprego de
carvao enolégico (permitindo uma reducao de cerca de 50%, parecendo
contudo introduzir alteracées no aroma) ou de silica e gelatina (condu-
zindo a uma reducdo de 50% até 90%, sem produzir modifica¢des nos
indices de cor ou de polifendis totais). Foi bem vincado, designadamente
com base numa exposicao do Reino Unido (Jones & Goldwin, 2000) que
o principal problema da presenca de OTA é no caso de uvas secas, pelo
que a investigacdo a desenvolver devera ser sobretudo nesse ambito.

Evidentemente, também a SCMA continuou em 2000 com o assunto em
agenda (OIV, 2000b). A delegagdo italiana apresentou ainda um método
com o emprego de colunas de imunoafinidade (Bezzo et al., 2000), tendo-
se estabelecido grande debate essencialmente sobre os principios de
validagdo usados para os diferentes métodos em aprecia¢do. Tomou
ainda a SCMA conhecimento das metodologias enolégicas em estudo,
sobre a eliminacido de OTA em vinhos, e ja apresentadas a SCMA. Face
a urgéncia do tema, foi ainda decidido propor ao “Comité Cientifico e
Técnico” (CST) do OIV a aceleragao do processo de aprovagao do método
analitico.
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Ainda em 2000, também o Grupo de Peritos de “Tecnologia do Vinho” do
OIV agendou o assunto, analisando concretamente diversos factores
que poderdo influenciar a presenca de OTA em vinhos, com base num
documento apresentado por Espanha (Minguez et al., 2000): os tra-
tamentos fitossanitarios (anti-mildio e anti-podriddao) e as praticas
enolégicas (maceracéo, clarificagio do mosto, prensagem, sulfitagem,
clarificagdo do vinho). Segundo esse documento, a sanidade da vindima
é fundamental na prevencio de fungos que poderao originar a formacao
de OTA, a maceracao pelicular origina um incremento da migracao de
OTA da uva para o mosto/vinho, elevados niveis de diéxido de enxofre na
macera¢do minimizam a ocorréncia de OTA nos vinhos, elevadas pres-
sOes na prensagem aumentam os teores de OTA e uma correcta clarifi-
cacdo dos mostos e vinhos contribui significativamente para uma
diminui¢io desses teores de OTA nos vinhos.

No ambito das diferentes especialidades, o conhecimento cientifico
comegava assim a ficar estabelecido. Assim, a actividade cientifica
desenvolvida em 2001 e 2002 haveria de ser decisiva, levando a apro-
vacao dos dois documentos-chave, no plano internacional.

Na 8.* sessdo do Grupo de Peritos de Seguranca Alimentar (OIV, 2001a),
foi analisado um ante-projecto de Resolu¢éo, com base no conhecimento
ja adquirido, propondo um limite maximo de OTA em vinhos de 1 pg/L e
propondo o prosseguimento dos estudos visando a reducao dos teores de
OTA nos vinhos e em outros produtos de origem viticola, quer no ambito
viticola quer enoldgico. Esta proposta teve essencialmente o apoio da
Finlandia, com apoio designadamente de Marrocos, e uma oposi¢ao
muito frontal da Espanha, que sublinhou a necessidade de se dispor de
mais estudos sobre o assunto, muito em especial sobre os efeitos cance-
rigenos da OTA. Foi decidido fazer avancar este ante-projecto na etapa
3, com conhecimento a SCMA.

Em 2001, a SCMA (OIV, 2001b), apés longa discussio, acaba por dar
parecer favoravel ao texto para o projecto de Resolugdo relativo ao
método de andalise de OTA em vinhos, com emprego de colunas de imu-
noafinidade. Nao foi possivel, por outro lado, encontrar um consenso
relativamente ao limite de 1 pg/L, considerado por alguns Estados como
o limite desejavel (face ao conhecimento existente sobre os efeitos na
saude do consumidor e as possibilidades tecnolégicas de conseguir
atingir este limite) e por outros como injustificadamente (pelo conheci-
mento existente quanto a efeitos sobre a satide do consumidor) penali-
zador para certos tipos de vinhos; foi decidido aguardar por mais dados,
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a apresentar na sessao de 2002, antes de dar um parecer favoravel a
este projecto.

A 81.% Assembleia Geral do OIV, realizada ainda em 2001 em Adelaide
(Australia) aprovou a Resolugdo OENO 16/2001, relativa ao método de
determinacio de OTA em vinhos, apds passagem por coluna de imunoa-
finidade, por HPLC com detec¢ido fluorimétrica (OIV, 2001c). Com o
reconhecimento internacional do método analitico, estava assim con-
cluido o primeiro passo nesta acgio.

Ainda neste ano e em 2002, o Grupo de Peritos de “Tecnologia do Vinho”
analisou esta questao (OIV, 2001d; OIV, 2002a), designadamente no que
se refere a influéncia de diversos tratamentos ou praticas enoldgicas
visando a minimizacido de OTA em vinhos. O principal documento em
analise foi o apresentado por Dumeau et al. (2000).

No essencial, estava ainda aberto a defini¢do do limite maximo de OTA
em vinhos. Em 2002, na sua 9.* sessdo, o Grupo de Peritos de Seguranca
Alimentar debate longamente o problema (OIV, 2002b). Nao tendo sido
possivel a obtencdo de consenso sobre a defini¢cido deste valor limite, fo1
decidido levar a questdo ao CST do OIV, decisio posteriormente assu-
mida pela propria SCNS. Também em 2002, a SCMA, na sua 42.” sessao
(OIV, 2002c¢), nédo conseguindo a obten¢do de um consenso sobre o valor
limite de OTA em vinhos, decide solicitar a arbitragem do CST, embora
propondo um limite provisério de 3 ug/L (5 ng/L para certos vinhos espe-
ciais, designadamente provenientes de uvas tendo sofrido uma sobre-
maturacio).

Foi assim o assunto discutido pelo CST do OIV, na sua sessdo de Marco
de 2002. Foi aprovado um texto, fixando um limite provisério de 2 pg/L
e com o objectivo de diminuir este limite significativamente até Janeiro
de 2005.

Finalmente, a 82.* Assembleia Geral do OIV, realizada ainda em 2002
em Bratislava (Eslovaquia) aprovou a Resolucido CST 1/2002 (OIV,
2002d), fixando um teor maximo de 2 pg/L de OTA em vinhos, a partir
da colheita de 2005, incentivando os Estados membros a prosseguir
a actividade cientifica objectivada para a minimizac¢io da ocorréncia
de OTA em vinhos. Ainda assim, a Finlandia apresentou uma decla-
racdo, lamentando que os Estados membros ndo tenham conseguido um
consenso sobre a entrada em vigor desse limite de 2 pg/Li a partir
de 2002.
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Conclusoées

Foram assim estabelecidos os documentos base, reconhecidos interna-
cionalmente, para o controlo da presenca de OTA em vinhos, num lapso
de tempo relativamente curto (cerca de 5 anos): o método analitico e o
limite maximo admissivel. Seguir-se-a ainda provavelmente novas
acgoes por parte do OIV, designadamente no que se refere a indicagoes
relativas a praticas tendentes a minimizar a ocorréncia de OTA em
vinhos, seja no ambito viticola seja no ambito enolégico. Contudo, o per-
curso até aqui seguido, sempre baseado em critérios cientificos e com o
concurso das diversas instancias do OIV envolvidas no assunto, cons-
titui felizmente mais um bom exemplo do funcionamento da sua activi-
dade, facto que nem sempre tem acontecido, como eu préprio ha algum
tempo o referi (Curvelo-Garcia, 1999).

Bibliografia

Bezzo, G., Maggiorotto, G., Testa, F. (2000). A method for the determination of
specific mycotic contaminants random occuring in wines. OIV, Feuillet Vert, 1097,
2706/070200.

Curvelo-Garcia, A. S. (1999). Les limites des limites dans le controle analytique des vins.
Bulletin de I'OIV, 72, 185-191.

Dumeau, F., Trione, D., Tricard, Ch., Labardin, M., Medina, B. (2000). Influence de divers
traitements sur la concentration en ochratoxine A des vins rouges. OIV, Feuillet
Bleu, 85, 2722/140200.

Gilbert, J. (1998). Overview of the occurrence and significance of mycotoxins in grape
juice, dried grapes and wine. OIV, Feuillet Bleu, 47, 2535/020398.

Jones, B. & Goldwin, G. (2000). The occurrence of ochratoxine A in grape products in the
UK. (Ref. OIV, 2000a).

Lehtonen, P. (1999). Quantitative detection of ochratoxin A in wine, Feillet Vert, 1095,
2647/010399.

Minguez, S., Vilavella M., Nasqué, C., Bartra, E., Sella, J., Villaroya, A., Reyes, J., Giralt,
E., Garcia, J., Pons, A., Rodriguez, G:, Cabanes, F. (2000). Factores que inciden
sobre la presencia de ocratoxina A en el vino. GP “Technologie du Vin”, OIV.

OIV (1998a). Compte Rendu de la 5¢ session du Groupe d’experts”’Sécurité Alimentaire”.
OlV, 2572/98-28, 110598.

OIV (1998b). Compte Rendu de la 31¢ session du Groupe d’experts”Technologie du vin”.
01V, 2569/98-1, 110598.



88 IMPACTO DA CONTAMINACAO FUNGICA SOBRE A COMPETITIVIDADE DE VINHOS

OIV (1998c). Compte Rendu de la 38¢ session de la “Sous-Commission Conventionnelle
d’Unification des Méthodes d’Analyse et d’Appréciation des vins”. OIV, 2595/98-28,
011098-18.

OIV (1999a). Compte Rendu de la 6¢ session du Groupe d’experts” Sécurité Alimentaire”.
01V, 2667-28, 230899.

OIV (1999b). Compte Rendu de la 39¢ session de la “Sous-Commission Conventionnelle
d’Unification des Méthodes d’Analyse et d’Appréciation des vins”. OIV, 2665-99-18,
16081999.

OIV (1999c). Compte Rendu de la 8¢ session du Groupe d’experts” Maladies, Ravageurs et
Protection de la Vigne”. OIV, 2663/99-25, 170699.

OIV (2000a). Compte Rendu de la 7¢ session du Groupe d’experts’Sécurité Alimentaire”.
01V, 2787-28, 121200.

OIV (2000Db). Compte Rendu de la 40¢ session de la “Sous-Commission Conventionnelle
d’Unification des Méthodes d’Analyse et d’Appréciation des vins”. OIV, 2764/00-18.

OIV (2001a). Compte Rendu de la 8¢ session du Groupe d’experts”’Sécurité Alimentaire”.
OIV, 2830/160701.

OIV (2001Db). Compte Rendu de la 41e session de la “Sous-Commission Conventionnelle
d’Unification des Méthodes d’Analyse et d’Appréciation des vins”. OIV, 2838-18,
100901.

OIV (2001c). Résolutions de la 81¢ Assemblée Générale de I'OIV. OIV.

OIV (2001d). Compte Rendu de la 34 ¢ session du Groupe d’experts”Technologie du Vin”.
OIV, 2765-1, 070900.

OIV (2002a). Compte Rendu de la 35¢ session du Groupe d’experts”Technologie du Vin”.
OIV, CII-TECHNO CR 03.2002.

OIV (2002b). Compte Rendu de la 9¢ session du Groupe d’experts”’Sécurité Alimentaire”.
OIV, CII-SECUAL CR-03.2002.

OIV (2002c). Compte Rendu de la 42¢ session de la “Sous-Commission Conventionnelle
d’Unification des Méthodes d’Analyse et d’Appréciation des vins”. OIV, CII-SCMAV-
03.2002.

OIV (2002d). Résolutions de la 82 Assemblée Générale de 'OIV. OIV.

Ospital, M., Cazabeil, J. M., Betbeder, A. M., Tricard, C., Creppy, E., Médina, B. (1998).
L’Ochratoxine A dans les vins. OIV, Feuillet Bleu, 45, S.A.2519/290198.

Ruf, J. C. (1998). Situation générale et positions des organisations internationales. OIV,
Feuillet Bleu, 46, S.A.2520/100298.

Ruf, J. C. (1999). Ochratoxine A in wine.

Tricard, C., Ospital, M., Cazabeil, J. M., Médina, B. (1998). Méthode de dosage de I'ochra-
toxine A dans les vins. OIV, Feuillet Vert, 1065, 2526/050298.



