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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduagéo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

INFLUENCIA DAS CONDIGOES FITOSSANITARIAS DA UVA
NO TEOR DE OCRATOXINA A EM VINHOS BRANCOS

AUTORA: Tiane Teixeira Simon
ORIENTADORA: Neidi Garcia Penna
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 14 de dezembro de 2006.

A Ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina que possui propriedades nefrotoxicas,
nefrocarcinogénicas, teratogénicas e imunossupressora que pode ser encontrada no vinho e
no suco de uva, bem como em outros grupos de alimentos, como cereais e oleaginosas. A
sua ocorréncia nas uvas e posteriormente nos mostos e nos vinhos, deve-se principalmente
as condigbes fitossanitarias das uvas, além da sua variedade, grau de maturagéo, danos
fisicos do grao, praticas de viticultura e condigdes climaticas, uma vez que a Ocratoxina A é
produzida por espécies de fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus. O objetivo principal
do presente trabalho foi determinar a relagao entre as condic¢des fitossanitarias da uva com
o teor de Ocratoxina A dos mostos e vinhos de variedades viniferas brancas. As uvas foram
coletadas na Cooperativa Vinicola Aurora Ltda., na localidade de Pinto Bandeira, do
municipio de Bento Gongalves, RS, a partir de trés variedades de uva viniferas brancas,
Gewurztraminer, Chardonnay e Sauvignon Blanc. As uvas foram coletadas num intervalo de
aproximadamente quatro em quatro (4) dias, apo6s a data de colheita estabelecida pela
vinicola (que foi o dia zero) até o oitavo (8) dia apds esta data, para as variedades
Gewdlrztraminer e Sauvignon Blanc e até o décimo quinto dia (15) para a variedade
Chardonnay. O critério de maturacgao foi a determinagcédo do grau Brix e da acidez total. O
volume coletado em cada amostragem foi de aproximadamente 6 Kg de uva sendo que
foram feitas trés repeticbes de cada amostragem, para cada variedade de uva. A escolha
das plantas foi realizada de forma aleatéria, coletando um pequeno numero de cachos das
plantas em cada amostragem. Posteriormente a colheita, foram realizadas as
microvinificagdes destas uvas. Nos mostos foram realizadas as determinagbes de pH,
solidos soluveis (° Brix) e acidez total. Em todas as amostras dos vinhos foram analisados
parametros fisico-quimicos como: teor alcodlico; densidade; pH; acidez total e volatil;
agucares totais e extrato seco reduzido. Ocratoxina A foi determinada nos mostos e vinhos
através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detecgdo por fluorescéncia,
segundo a técnica descrita pela Office International de La Vigne et Du Vin (OIV) (2001), com
0 uso de colunas de imunoafinidade. Os resultados das andlises dos mostos e vinhos foram
avaliados estatisticamente através do programa computacional SAS for Windows 2000,
versao 6.11. Tanto as amostras dos mostos como dos vinhos analisados nao apresentaram
teores detectaveis de ocratoxina A, mesmo sendo utilizadas uvas de diferentes condicbes
de sanidade. Ja em relagao as analises fisico-quimicas dos mostos e dos vinhos, todas se
encontraram dentro dos limites exigidos pela legislagdo para a produgdo de vinhos ideais
para consumo.

Palavras-chave: ocratoxina A, sanidade das uvas, mosto, vinho.
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The ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin with nephrotoxic, nephrocarcinogenic,
teratogenic and immunossupresive properties that can be found in grape juice and wine, as
well as other food groups, like cereals and oil seeds. Its occurrence in grapes and afterwards
in musts and wines is due mainly to the phytosanitary conditions of grapes, besides their
variety, the degree of berry maturity, physical damage, viticulture practices and climatic
conditions; once the ochratoxin A is produced by strains of Penicillium and Aspergillus
species. The objective of this study was to determine the relationship between the
phytosanitary conditions of grape and the level of ochratoxin A in white vitis vinifera musts
and wines. The grapes were collected at Cooperativa Vinicola Aurora Ltda., localized in
Pinto Bandeira, a district of Bento Gongalves, RS — from three varieties of white vitis vinifera
(Gewdrztraminer, Chardonnay and Sauvignon Blanc). The grapes were collected four (4)
days apart from the harvest day stablished by the vineyard (day zero) up to the eighth (8) (to
Gewdrztraminer and Sauvignon Blanc wines) and fifteenth (15) days (Chardonnay). The
maturation criteria were the ° Brix and total acidity determinations. The collected amount of
grape in each sample was approximately 6 Kg and three repetitions of each sampling (to
each grape variety), were made. The plant’s selection was randomized, by the collection of a
small amount of bunches in each sample. The grape microvinification was made after the
harvest. In the musts was realized the determination of pH, soluble solids (° Brix) and total
acidity. In all the wine samples these physic-chemical parameters were analyzed: alcohol
content, density, pH, total acidity, volatile acidity; total sugar and reduced dry stratum. The
determination of ochartoxin A in musts and wines was done by High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) with fluorescence detection accordingly to the of Office
International de La Vigne et Du Vin (OIV) (2001), with the use of immunoaffinity columns.
Statistical analysis was performed using the program SAS for Windows 2000, version 6.11.
Even presenting different conditions of sanity, neither the musts nor the wines had detectable
levels of ochratoxin A. The physic-chemical analysis was in the range accepted by the
legislation of wines production for beverage.

Keywords: ochratoxin A, grape sanity, must, wine.
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1 INTRODUGAO

O vinho tem sido reconhecido por trazer beneficios fisioldgicos para a saude
humana. Atualmente vem crescendo os estudos relacionados ao vinho, 0 que se

deve provavelmente ao chamado “Paradoxo Francés”.

Devido a estes beneficios, recomenda-se um consumo regular e moderado
junto as refeicbes como um habito saudavel. Entretanto, toda esta atengao voltada
ao vinho e ao atual incentivo para seu consumo é motivo de preocupacao, pois, nos
vinhos também tém sido encontradas algumas substancias que promovem efeitos
téxicos a saude humana, como por exemplo, o etil carbamato, as aminas biogénicas

e mais recentemente, as micotoxinas como a ocratoxina A (OTA).

A ocratoxina A tem propriedades nefrotdxicas e carcinogénicas em animais e
nos ultimos anos tem recebido internacionalmente grande atencao pelos cientistas e
pelas autoridades de saude.

Ocratoxina A, além de ser encontrada no vinho e no suco de uva, também
esta presente em outros grupos de alimentos, como cereais e oleaginosas, que sao
a sua grande fonte de contaminagao.

A ocorréncia desta micotoxina nas uvas e posteriormente nos mostos e nos
vinhos, deve-se principalmente as condi¢des fitossanitarias das uvas, uma vez que a
ocratoxina A € produzida por espécies de fungos dos géneros Penicillium e
Aspergillus e estes se desenvolvem na uva quando se constata algum rompimento
da sua pelicula e durante a maturacao.

As uvas das variedades Vitis vinifera, por serem mais sensiveis a podridao e
ao ataque fungico, sdo as que possuem maior probabilidade de contaminagdes por
fungos produtores de ocratoxina A.

No Brasil, atualmente, ndo se tém muitos estudos sobre o teor de ocratoxina e
qual a sua ocorréncia nos vinhos, assim como seus limites estabelecidos pela
legislagdo. Alguns estudos mostraram que as variedades mais problematicas em
relagao a esta, séo os vinhos brancos de Gewdurztraminer e os tintos de Merlot.

Dessa forma, as instituicbes de controle da seguranca alimentar tém

demonstrado grande interesse em pesquisas relacionadas a micotoxinas e suas
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concentracbes em alimentos e bebidas. No caso especifico do vinho, a O.L.V.
(Organizagao Internacional da Vinha e do Vinho) estabeleceu em 2 pg.L™ os niveis
maximos aceitaveis de ocratoxina A em vinhos e derivados da uva e do vinho, sendo
estes utilizados em muitos paises como critério de controle para exportagao. Devido
aos fatores citados anteriormente, o estudo relacionado com as condigdes da
matéria prima e as possiveis conseqléncias no produto final, torna-se uma
ferramenta de grande valia para o setor da uva e do vinho brasileiro.

Diante disto, considera-se de extrema importancia, a nivel industrial, ter um
parametro de sanidade da uva através do estudo dos niveis de OTA no produto final.
Este estudo ainda ganha importancia uma vez que o vinho tem sido alvo de estudos
devido aos seus beneficios, o que tem elevado seu consumo. Isso pode estar
contribuindo para uma maior ingestdo de substancias toxicas ao organismo humano.

Dentro deste contexto, este trabalho tem como objetivos:

e determinar a relagao entre a sanidade da uva com o teor de Ocratoxina A dos
vinhos;

e verificar o ponto ideal de colheita da uva em relacdo ao seu nivel de
maturagao, de sanidade e a composigao fisico-quimica do mosto e do vinho;

e analisar o teor de Ocratoxina A nos mostos e nos vinhos Gewdrztraminer,

Chardonnay e Sauvignon Blanc microvinificados com uvas de diferentes

condi¢cdes de sanidade, da localidade de Pinto Bandeira, no municipio de

Bento Goncgalves, RS, na safra 2006.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Vinhos

2.1.1 Cenario da producao de vinhos no Brasil

A produgdo nacional de uva e seus derivados vém aumentando
gradativamente a cada ano. Isto se deve gracas ao reconhecimento dos vinhos
brasileiros em concursos nacionais e alguns internacionais. Este reconhecimento é
fruto do esforco das vinicolas que investem em tecnologia e uvas varietais para
melhorar a qualidade do vinho. No Brasil, a produ¢do de uvas destinadas ao vinho
esta localizada, principalmente, na regido da Serra Gaucha. Cerca de 95% dos
vinhos brasileiros s&o produzidos no Rio Grande do Sul, com predominancia do tinto
em 77,4%. A producgao do rosado € de 15,25% e a de vinho branco, de 7,3% (SATO,
2000).

Na regido da Serra Gaucha, a vitivinicultura abrange uma area de 27,0 mil
hectares e 620 vinificadoras, de acordo com o Instituto Brasileiro do Vinho (IBRAVIN,
2006). O total de vinhos produzidos no Brasil, considerando-se a produgao adicional
de vinhos comuns ou de mesa, foi de 270,7 milhdes de litros em 2005, segundo a
Unido Brasileira de Vitivinicultura (UVIBRA, 2006). Deste volume, somente 37,5
milhdes de litros sdo vinhos finos, obtidos através do processamento de varietais
européias.

No Brasil, o consumo per capita dos vinhos vem crescendo gradativamente. A
tabela 1 apresenta uma sintese do mercado brasileiro, do ano 2000 a 2005. O
consumo per capitalano de vinhos no pais ficou em torno de 2,01 litros em 2005, o
que nos mostra um gradativo aumento no consumo de vinho em 2005 em relagao
aos outros anos. Um dos fatores desse aumento no consumo de vinho é devido a
busca de habitos alimentares mais saudaveis pelo consumidor.

Em relagdo ao consumo de suco de uva, este aumentou significativamente

nos ultimos anos, passando de 0,33 L em 2000 para 0,54 L per capita, em 2005.
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Também houve um pequeno aumento no consumo de uvas in natura, situando-se
em 3,54 kg per capita em 2005 (MELLO, 2006).

Tabela 1 — Consumo per capita de vinhos, sucos e uvas, no Brasil (2000/2005)

PRODUTOS/ANOS 2000 2001 2002 2003 2004 2005
Vinhos (L) 1,89 1,81 1,71 1,68 1,76 2,01
Suco de Uva (L) 0,33 0,35 0,34 0,39 0,37 0,54
Uvas de Mesa (Kg) 2,32 3,42 3,42 3,39 3,52 3,54

Fonte: Adaptado de MELLO, 2006.

A vitivinicultura brasileira tem avangado nos produtos elaborados com uvas.
Em 2004, foram produzidas 1.283.203 toneladas de uvas, segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Em 2005, a produgao de uvas foi 2,89%
inferior ao ano anterior, sendo produzidas 1.246.071 toneladas. Apesar desta
diminuicdo, a qualidade da safra gaucha de 2005 foi excepcional, resultando na
producao de vinhos de alta qualidade. Em 2004, 48,72% da uva produzida no Brasil
foi destinada a elaboragdo de vinhos, sucos, destilados e outros derivados. Em
2005, face a redugao da quantidade de uvas produzidas no Rio Grande do Sul, este
percentual foi reduzido para 44,19%. O Rio Grande do Sul, principal produtor, possui
area de 42.449 hectares, o que representa 57,46% da area total do pais. Em 2005,
houve aumento de 5,20% na area cultivada com videiras. Nesse Estado, mais de
90% da producgao destina-se a agroindustria, para produg¢ao de vinhos, suco e outros
derivados. Os ultimos anos caracterizam-se por grandes investimentos na viticultura,
notadamente em regides nao-tradicionais do pais, dada a caracteristica da cultura,
geradora de empregos e renda, especialmente para a pequena propriedade
(MELLO, 2006).

Ja na producgado de uvas, na elaboragao de vinhos e derivados dos anos de
1998 até 2006, ocorreu um acréscimo na produgao total de uvas (conforme ANEXO
A). No entanto, este aumento nao se refletiu proporcionalmente na produgéo total de

vinhos e derivados.

Em termos de mercado, os vinhos de mesa do Rio Grande do Sul que
apresentaram tendéncia crescente nos ultimos anos, sinalizam para um periodo de

estabilidade. Os vinhos finos de mesa nacionais, em termos quantitativos, tém
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apresentado decréscimo na comercializagao, devido principalmente aos vinhos finos
importados, que continuam sendo um fator de desequilibrio para o setor, pois estao

tomando o espaco dos vinhos finos nacionais no mercado brasileiro (MELLO, 2005).

2.2 Variedades estudadas

2.2.1 Gewdrztraminer

Uva bastante difundida na Alsacia, nordeste da Franga. Sua historia comegou
no norte da Italia, onde era plantada desde a Idade Média. Introduzida nos vinhedos
do Rio Grande do Sul a partir do final dos anos 70. Apresenta pelicula rosada e
sabor picante, fortemente aromatica. E moderadamente sensivel a antracnose a ao
mildio, sensivel ao oidio e altamente sensivel as podriddes. Produz vinho branco ou
rosado, varietal fino, aromatico. Sua fruta pode concentrar altos niveis de acgucar,
produzindo vinho seco, com alto teor alcodlico. Sua area plantada reduziu-se
grandemente, pois as plantas sofrem de morte precoce, além de seu cultivo ser
bastante dificil, pois costuma brotar cedo, na primavera, e por isso € mais suscetivel
aos danos causados pelas geadas. Além disso, a produtividade ndo remunera ao
produtor. A uva tem problemas de podridao, dificilmente originando um vinho com
todo o potencial da cultivar. Em anos chuvosos esta sujeita a ataques de Botrytis
cinerea, forgando a antecipacéo da colheita, o que aliado a sua baixa produtividade
tem limitado a expansé&o desta cultivar. Nos anos com clima mais quente, a uva n&o
mantém o aroma marcante e fino que apresenta em outras situagdes. Entretanto,
permanece no mercado, pois seu vinho €& caracteristico e tipico, facilmente
identificavel; além disso, é reconhecida internacionalmente pela fineza e intensidade
de aroma e sabor (CAMARGO, 1994; GIOVANNINI, 2005).
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2.2.2 Chardonnay

Originaria da Borgonha, Franga. Fruto do cruzamento da uva Pinot Noir com a
Gouais Blanc, a Chardonnay é pequena, redonda, de pele fina, fragil, de pelicula
branca e sabor simples a aromatico, dependendo do clone. E resistente a
antracnose, sensivel ao oidio e as podriddes e moderadamente sensivel ao mildio.
Devido a esta sensibilidade, seu sabor pode ser afetado principalmente por
diferencas no solo, no clima e nas praticas vinicolas. Produz vinho branco, varietal
fino, frutado, vinho geralmente rico e encorpado, com acidez de média a alta, de
médio envelhecimento ou espumante. E um dos vinhos brancos que aceita e se
beneficia da fermentagdo e/ou maturagcdo em barricas de carvalho. Produz vinho
branco de caracteristicas notaveis. Tem uma area cultivada estavel no Brasil. Dos
novos varietais, € um dos que tem melhores perspectivas de se manter no mercado,
pela qualidade do vinho, devido, principalmente ao seu intenso aroma e gosto
persistente (CAMARGO, 1994; GIOVANNINI, 2005).

Chardonnay foi introduzida em Sao Roque, SP, em 1930, e no Rio Grande do
Sul em 1948. A partir do final da década de 1970, por interesse do setor vitivinicola,
esta casta foi trazida de procedéncias diversas e difundida na Serra Gaucha, tanto
pelos 6rgaos de pesquisa como pela iniciativa privada. Adapta-se bem as condigbes
da Serra Gaucha, com vigor e produtividade médios, atingindo boa graduacéo de
agucar em anos favoraveis. No Brasil tem sido usada para a elaboragdo de vinho

fino varietal e também para vinhos espumantes (GUERRA et al., 2005).

2.2.3 Sauvignon Blanc

Originaria de Bordeaux ou do Vale do Loire, Franga, onde origina célebres
vinhos licorosos. Introduzida no Rio Grande do Sul em 1927, por iniciativa da
Estacdo Experimental de Caxias do Sul. Recentemente foram realizadas introducdes
da variedade tanto pelos orgaos oficiais de pesquisa como por iniciativa privada. A
fruta possui um aroma de groselha, grama cortada ou palha. De pelicula branca e
sabor neutro. Tem acidez aguda, frescor, aspectos minerais e bastante frutados no
Novo Mundo. Mantém a limpidez, pois, raramente fica impregnada de carvalho. Em

seu caracteristico aroma, predominam as frutas tropicais, como maracuja e abacaxi
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ou ainda de meldo e pera. E sensivel a antracnose e ao oidio, moderadamente
sensivel ao mildio e altamente sensivel as podriddes. Na Serra Gaucha, nao pode
manifestar todas as suas qualidades enoldgicas. Apesar disto, produz vinho de bom
aroma e é utilizada na elaboracdo de vinho fino varietal (CAMARGO, 1994;
GIOVANNINI, 2005).

2.3 Ocratoxina A (OTA)

Ocratoxina A é uma micotoxina produzida por uma variedade de espécies de
fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium, que se desenvolvem nos

alimentos, podendo assim originar sua presenga nos mesmos.

2.3.1 Origem

A ocratoxina A (OTA) foi descoberta como um metabdlito de cultura de
Aspergillus ochraceus em 1965 na Africa, por Van Der Merwe et al. (1965 apud
BENNETT & KLICH, 2003), ao observar sua presenga em amostras de milho, o qual
foi designado especificamente para identificar novas micotoxinas. Mais tarde foi
identificada como um metabdlito secundario de varios outros Aspergillus e
Penicillium spp. (ROSA et al., 2002).

Em 1969, foi relatada a sua presenga como contaminante em géneros
alimenticios, primeiramente em milho e cereais e depois em um grande numero de
produtos de origem animal e vegetal (TATEO et al., 2000). A detecgdo de OTA como
contaminante em vinhos apareceu nos anos 80, com maior incidéncia nas regides do
Sul da Europa.

E foi a partir de 1995 (ZIMMERLI & DICK, 1995) que confirmaram a sua
presenga em uvas e vinhos e desde entdo esta micotoxina tem sido considerada a

mais relevante para a saude em relagao a uvas e vinhos.
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2.3.2 Propriedades

A ocratoxina A ¢é uma micotoxina com propriedades nefrotéxicas,
nefrocarcinogénica, genotoxicas, teratogénica e imunossupressora (JECFA, 2001) e
tem recebido interesse da comunidade cientifica e comités de alimentos nos ultimos
anos. Foi detectada em diferentes tipos de alimentos e bebidas, incluindo suco de
uva e vinho. A ocratoxina A esta relacionada com o tipo de vinho e com a regiao de
origem (SERRA et al., 2002; JELEN & GRABARKIEWICZ-SZCZESNA, 2005).

Sua diversidade e populagdo dependem da variedade de uva, grau de
maturagdo e danos fisicos dos gréos, das praticas de viticultura e condigbes
climaticas (ROSA et al., 2002).

A OTA esta classificada pela International Agency for Research on Cancer
(IARC) como possivel carcinogénico humano (grupo 2B). Mas nos niveis em que é
correntemente detectada no sangue das populagdes, a principal preocupagio deve-
se as suas propriedades imunotdxicas. A OTA é imunotdxica em concentragcdes da
ordem de pg.l”’ (ppb) (PETZINGER & WEIDENBACH, 2002). Os efeitos
imunotoxicos das micotoxinas ndo sdo facilmente detectados nas populagdes, mas
sdo de extrema importancia, devido a suscetibilidade da defesa do organismo contra

microrganismos e células tumorais.

2.3.3 Ocorréncia

Em 1995, Zimmerli & Dick (1995) rastrearam a presenca de OTA em fluidos
bioldégicos humanos da populagao suiga (sangue, soro e leite materno), assim como
em diversos produtos alimenticios.

A OTA tem sido detectada em numerosos alimentos, como cereais (trigo,
cevada, aveia e milho), legumes, especiarias, café, cacau, frutos secos, amendoins
com bolor, queijo, carne, coco, cerveja, uva passas e também no vinho (CABANES,
2000; DAl et al., 2004).

Desta forma, foram feitos estudos subseqlientes que confirmaram a presenca
de OTA em sucos de uva e vinhos. Nas 133 amostras de vinho e 11 sucos de uva

comerciais analisadas, foi detectada OTA de < 3 a 451 ng.L'1 nos vinhos e <3 a 337
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ng.L™" nos sucos. Verificou-se que a incidéncia e niveis de OTA nos vinhos estavam
relacionados com a origem geografica do vinho e com o tipo de vinho. E que a
concentragédo de OTA nos vinhos tintos era maior que nos vinhos roses e este maior
que nos vinhos brancos. As frequéncias e concentracbes mais elevadas de OTA
foram observadas em vinhos e sucos de uva tintos originarios das regides mais ao
sul da Europa (ZIMMERLI & DICK, 1996).

Amostras de vinhos de varias regibes da Comunidade Européia foram
analisadas por Otteneder & Majerus (2000), e com base em dados disponiveis de
amostras analisadas por outros estudos, discutiram a situacdo da contaminacio da
OTA no vinho e relacionaram os niveis de OTA no vinho de acordo com a sua
origem. Neste estudo, confirmaram as investigacées de Zimmerli & Dick (1996), de
que a frequéncia de contaminagéo e os niveis de OTA aumentam do vinho branco
para o rose e do rose para o tinto, sendo os vinhos tintos originarios do sul da
Europa os mais contaminados.

Em relacdo a contaminagao dos vinhos com OTA de acordo com a origem
geografica, a analise dos resultados publicados na literatura permite concluir que ha
areas vitivinicolas onde o risco de contaminacgao € mais elevado.

Estudos italianos (PIETRI et al., 2001) mostraram que a regido geografica de
origem dos seus vinhos tem forte influéncia nos niveis de contaminagédo de OTA.
Analisaram um total de 96 vinhos tintos e 15 vinhos brancos licorosos, produzidos
nos anos de 1995-1997 em 19 regides da Italia. Verificou-se que os vinhos do sul da
Italia encontram-se mais contaminados que os do norte e centro, sendo a média da
concentracdo de OTA nos vinhos oriundos do noroeste, nordeste, centro e sul da
ltalia 0,011; 0,081; 0,295 e 1,233 ug.L”", respectivamente. O mesmo foi observado
nos vinhos brancos licorosos italianos, onde os niveis de OTA dos vinhos da regiao
sul foram mais elevados, cerca de 3,86 pg.L™".

Em vinhos africanos, de Marrocos, foram detectados teores de OTA
semelhantes aos niveis dos para paises do Sul da Europa, ou seja, a média da
concentragdo de OTA em vinhos brancos e roses foi de 0,117 pg.L™, enquanto que
para vinhos tintos foi de 0,912 pg.L'1, o0 que permite definir a bacia mediterranea
como uma area de risco (FILALI et al., 2001).

Vinhos oriundos de regides da costa Mediterranica da Espanha e da regiao
de Rioja foram analisados por Belli et al. (2004). Nos vinhos tintos da regido de Rioja

e em vinhos correntes foram detectados OTA em niveis elevados (maximo 3,19
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ug.L" e 4,24 pg.L’, respectivamente), mas ndo foram encontradas diferencas
estatisticas significativas entre a origem ou cor do vinho e os niveis de OTA das
amostras.

Estudos em vinhos da Grécia, detectaram niveis de OTA que variaram de
0,05 a 2,69 pg.L" (STEFANAKI et al., 2003) e niveis ndo detectaveis a 2,51 pg.L”
(SOUFLERGOS et al., 2003).

Segundo Vanderlinde et al. (2005), os vinhos brasileiros apresentaram baixas
concentragdes de ocratoxina A, sendo que dos vinhos analisados da safra de 2003,
somente 7,4% dos vinhos brancos e 6,25% dos vinhos tintos apresentaram teor de
OTA superior a 2 pg.L'1, e destes as variedades mais problematicas foram
Gewdurztraminer e Merlot, respectivamente. Em relagdo a safra 2004, os teores de
OTA foram inferiores a 2 pg.L‘1 para todas as amostras analisadas, indicando que a
presenca de OTA esta relacionada diretamente as condi¢des climaticas.

Outros paises também detectaram OTA, como na Africa do Sul (SHEPHARD
et al., 2003), Australia (HOCKING et al., 2003) e Argentina (ROSA et al., 2002), mas
em niveis mais baixos que o valor proposto pela OIV.

Em relacdo ao tipo de vinho, sao confirmadas as observacdes de Zimmerli &
Dick (1996), de que os niveis mais elevados de OTA sdo detectados em amostras
de vinhos doces, e em seguida, nos tintos.

Zimmerli & Dick (1996) foram os primeiros a detectar OTA em vinhos
portugueses em niveis muito baixos em amostras de vinho do Porto. O teor médio
de OTA em 6 amostras foi de 0,011 ug.L™.

Em 1998, Ospital et al., detectaram ocratoxina em dois vinhos de mesa tintos
portugueses. Festas et al. (2000) e Ratola et al. (2004) analisaram o maior numero
de vinhos, o qual em 340 vinhos portugueses, verificaram a presengca de OTA em
cerca de 20% dos vinhos analisados, ndo havendo distingdo a incidéncia em algum
tipo de vinho ou regiao.

A OTA néo foi somente detectada em vinhos, mas também em outros
produtos viticolas, como mosto de uvas nao fermentado (sucos de uva e mosto
destinado a vinificagao), vinagres e uvas secas. Os niveis de OTA nas uvas secas
sao marcadamente superiores do que nos outros produtos.

Macdonald et al. (1999) analisaram uvas passas provenientes de varios
paises e chegaram a conclusdo que as amostras originarias da Grécia (2 amostras,

8,5 e 5,8 ug.L") estiveram mais contaminadas que as de outros paises (Estados
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Unidos, n = 10, niveis entre <0,2 e 1,7 pg.L™"; Chile, n = 2, <0,2 pg.L™"; Australia, 1
amostra com 0,6 ug.L™").

Devido a ocorréncia da ocratoxina em vinhos, a Unido Européia apoia-se nas
Resolugcdes da O.l.V. para uma adog¢ao de medidas relativas aos vinhos e outras
bebidas alcodlicas. A O.l.V. (Resolugdo CST 1/2002, conforme ANEXO B) e a
Comissao das Comunidades Européias (Regulamento 123/2005, conforme ANEXO
C) sugerem a fixagdo de uma dose limite em 2 ug.L™" de ocratoxina A para vinhos e

derivados, o qual entrou em vigor a partir da safra de 2005.

2.3.4 Riscos para a saude

Certos compostos presentes em alimentos parecem ter um efeito protetor
contra os efeitos nocivos da OTA, como a fenilalanina, vitamina C e outros
compostos antioxidantes (CREPPY et al., 1998; STOEV et al., 2002).

Uma correlagdo entre carcinogenicidade e exposicdo a OTA nao foi
estabelecida em humanos. No entanto, a correlacdo tem sido descrita entre alta
exposicao a OTA e a etiologia da BEN (Nefropatia Endémica dos Balcas), que € uma
doencga crénica renal de longa laténcia. A associacdo a doencga foi feita devido a
semelhanga da patologia e ao fato de se terem encontrado niveis de OTA mais
elevados nos alimentos produzidos e consumidos pelos habitantes da area onde a
doenca era endémica comparativamente aos locais onde a doenca era ausente
(PAVLOVIC et al., 1979 apud SERRA, 2005).

Varios efeitos téxicos tem sido descrito, como a inibicao da sintese protéica,
prejuizo da homeostase do calcio, inibicdo da peroxidagdo lipidica, estresse
oxidativo e danos no DNA. Apesar disto, 0 mecanismo patolégico ainda nao tem sido
bem elucidado (O’BRIEN & DIETRICH, 2005).

Nos ultimos anos, organizag¢des internacionais cientificas tém avaliado dados
da toxicidade e exposigdo a toxina através da dieta. A FAO/JECFA (Joint Expert
Commitee on Food Additives), ap6s avaliar a nefrotoxicidade da ocratoxina A,
propés um consumo semanal toleravel provisoério de 0,1 ug/kg de massa corporal,

equivalente a 14 ng/kg de massa corporal por dia. Ja em relagdo a
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carcinogenicidade, propds-se um consumo diario maximo toleravel de ocratoxina A
de 5 ng/kg de massa corporal (VISCONTI et al., 1999).

2.3.5 Influéncia de fatores na producao de ocratoxina

Condicdes ambientais como umidade, temperatura, tempo de incubacio e
tipo de substrato (LILLEHOJ & ELLING, 1983), tdo bem como fatores como a
presenca da flora competitiva e integridade do grédo, tem papel importante na
colonizagéo por Aspergillus ochraceus e a produgao de ocratoxina. Os fatores mais
importantes que influenciam o desenvolvimento fungico séo a atividade de agua (ay),
temperatura de armazenagem e a composicdo de gases intergranular das uvas
(MAGAN & LACEY, 1988; RAMOS et al., 1998).

Ramos et al. (1998) mostraram que ocorreu um crescimento de A. ochraceus
nas uvas com o aumento de temperatura e atividade de agua no grao.

Otteneder & Majerus (2000) mencionaram que o suco de uva é usualmente
mais contaminado que os vinhos, dado a auséncia do processo de fermentacao. No
entanto, Zimmerli & Dick (1996) afirmaram que concentragdes similares de
ocratoxina A foram observadas em suco de uva e vinho tinto sugerindo que esta
provavelmente seja formada antes da fermentacéo alcodlica, e que a quantidade de
toxina degradada durante o processo de produgao do vinho n&o seja consideravel,
levando a crer que a OTA nao era degradada durante o processo de vinificagdo e/ou
armazenamento. Sugeriram que as diferengas quanto a regido de origem dos vinhos
poderiam ser devido a diferente incidéncia de fungos produtores de OTA na vinha,

com as condigdes climaticas favoraveis ao crescimento de espécies de Asperqgillus

OTA+; bem como diferentes praticas usadas no cultivo de uvas e processos de
vinificacao.

Conforme Ratola et al. (2005), uma forte e consistente diminuicdo da
concentracado de OTA foi observada durante o processo de microvinificagado de vinho
do Porto. Os seus niveis diminuiram notavelmente em todas as situagcdes durante as
microvinificagées. A diminuicao do conteudo de ocratoxina A é mais pronunciada no

mosto inicial que depois do inicio da fermentacao.
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A toxina encontra-se fundamentalmente nas cascas da uva e, portanto, a sua
maior quantidade esta presente nos vinhos tintos em relagdo aos brancos, ou seja,

esta relacionada com o processo de maceragao (MORUNO, 2002).

O processo de vinificagéo classico de vinho branco é a fermentagdo em que,
apo6s o esmagamento, as partes solidas do grao separam-se do mosto havendo
pouco contato deste com as cascas e sementes. Ja no vinho tinto, apds o
esmagamento, as partes sélidas do gréao fermentam juntamente com o mosto, para
potenciar a extragcdo de cor, sendo nesta fase que ocorre a maior extragcao da
micotoxina, quando esta presente nas uvas. Esta suposi¢cdo é devido a resultados
de estudos sobre o destino da OTA durante a fermentacdo. Além disso, verificaram
que os niveis de OTA no vinho diminuem sempre que se retira as partes solidas,

principalmente cascas e sementes (FERNANDES et al., 2003).

2.3.6 Espécies de fungos produtores de OTA

OTA foi isolada pela primeira vez do Aspergillus ochraceus, o qual é o
principal fungo formador deste metabdlito, além disso, tém sido também identificadas
outras espécies de Aspergillus, como A. alliaceus, A. melleus, A. sulphureus, A.
ostianus, A. petrakii, A. sclerotiorum, A. niger var. niger, A. versicolor, A. fumigatus e
A. albertensis (JELEN & GRABARKIEWICZ-SZCZESNA, 2005).

As uvas abrigam uma variedade de espécies de fungos (ROSA et al., 2002).
A ocratoxina A é produzida por varias espécies de fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium (MOSS, 1996). Varias destas espécies estdo descritas na literatura como
capazes de produzir a micotoxina, mas ¢é confuso e contraditério, devido
principalmente a identificacdes erradas da estirpe ou do metabdlito em questao.

No género Aspergillus, antes da década de 90, pensava-se que a producao
de OTA estava relacionada ao A. ochraceus e espécies afins. Contudo, em 1991,
Ueno et al. descobriram A. foetidus, também capaz de produzir ocratoxina. Apds,
Abarca et al. (1994) isolaram estirpes de Aspergillus niger, capazes de produzir OTA
em meio de cultura. Em outros estudos foi confirmada a producao da micotoxina
pelas espécies de A. carbonarius (VARGA et al., 2000; JOOSTEN et al., 2001;
URBANO et al., 2001).
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Aspergillus spp. pode infectar uvas e Aspergillus niger € o mais comum dos
Aspergillus spp., 0 qual € responsavel pela deterioragao pos-colheita da fruta fresca
incluindo uvas. Segundo Rosa et al. (2002), embora uma freqiéncia moderada de
Aspergillus spp. foram encontrados, alguns foram potencialmente produtores de
OTA.

As espécies produtoras de OTA mais frequientemente detectadas nas uvas
sédo A. niger e A. carbonarius. Em uvas destinadas a vinificagado, foram detectadas
estirpes produtoras de OTA das duas espécies, na lItalia (BATTILANI & PIETRI,
2002; BATTILANI et al., 2003) e na Grécia (TJAMOS et al., 2004). No entanto, em
outros paises europeus, A. carbonarius foi a espécie produtora de OTA a ser
isolada, principalmente na Espanha (BAU et al., 2005) e Frangca (SAGE et al., 2002,
2004).

Detectaram-se estirpes OTA+ de outras espécies de Aspergillus nas uvas, em
particular, A. ochraceus (ROSA et al., 2002; BATTILANI et al., 2003; BAU et al.,
2005), mas nao parecem ser relevantes para a contaminagéo das uvas devido a sua
baixa frequéncia.

Com o decorrer de estudos sobre a produgao de OTA, outras espécies foram
descobertas, como A. fumigatusi e A. versicolor (ABARCA et al., 1997).

A producao de OTA é maior dentro do género Aspergillus do que se pensava.
Entretanto, a importancia das espécies para a producdo da ocratoxina n&ao parece
ser a mesma. A sua produgdo por algumas espécies (A. wentii, A. fumigatus) é
bastante rara e variavel, enquanto que em outras € mais frequente (A. carbonarius,
A. ochraceus).

No género Penicillium, Frisvad e seus colaboradores (FRISVAD, 1981,
FRISVAD & FILTENBORG, 1983) e Pitt (PITT, 1987) chegaram a conclusdo que P.
verrucosum € a unica espécie produtora de OTA no género. Contudo, uma
caracterizagao de P. verrucosum produtora de OTA, com base nas caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas e moleculares (LARSEN et al., 2001), resultou na
descoberta de P. verrucosum comum em cereais € P. nordicum comum em
derivados de carne e queijos.

Penicillium spp. aparentemente ndo ataca uvas antes da colheita, mas sao
prevalentes nas uvas armazenadas quando P. expansum € O mais comum

contaminante da espécie. Outras espécies isoladas em uvas armazenadas séo P.
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aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. chrysogenum, P. citrinum, P. crustosum, P.
decumbens e P. glabnum (ROSA et al., 2002).

Estudo de Rosa et al., (2002) relataram que o Penicillium spp. foi isolado em
baixa e moderada percentagem e P. verrucosum nao foi isolado nas amostras das

uvas Malbec e Chardonnay, tanto da Argentina como do Brasil.

2.3.7 Biossintese da OTA

Ocratoxina A (figura 1) (L-phenilalanine N-[5-cloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-
metil-1-oxo1H2-benzopyran-7-y1] carbonyl-(R)-) (C2oH1sCINOg, PM=403,82 g.mol'1),
€ um derivado do acido isocumarinico ligado a L-fenilalanina (MOSS, 1996) e tem
propriedades quimicas derivadas da sua estrutura. E um composto cristalino incolor,
moderadamente soluvel em solventes organicos polares como cloroférmio, metanol
e acetonitrila, e dissolve-se numa solu¢gdo aquosa de hidrogenocarbonato de sédio
(NaHCO3).
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Figura 1 — Estrutura da Ocratoxina A
Fonte: Moss, 1996.

Biossinteticamente, o grupo isocumarina da OTA é um esqueleto com um
complexo dobravel, no qual o atomo de cloro tem sido introduzido em uma unidade
C1 e subseqientemente oxidado para carboxila. E através deste grupo carboxil
adicional que a L-fenilalanina esta ligada (MOSS, 1977 apud MOSS, 1996).

OTA inibe a biossintese protéica in vitro e in vivo, peroxidagao lipidica e
reagdo com enzimas utilizando fenilalanina como substrato (JELEN &
GRABARKIEWICZ-SZCZESNA, 2005).
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A hidrélise acida da ocratoxina resulta em dois compostos, fenilalanina e uma
lactona &cida opticamente ativa, a ocratoxina a (OTa). Ja a ocratoxina B também
contém o nucleo de isocumarina, mas, em relagao a ocratoxina A, ndo apresenta o
radical cloreto. A reacdo com metanol e acido cloridrico resulta na formacao do
metil-éster (MOSS, 1996; SERRA, 2005).

Podem ocorrer ésteres de metila e etila, chamados ocratoxina C. A 4-hidroxi-
OTA também pode ser encontrado por culturas de Aspergillus ochraceus. Embora
derivados de ocratoxina podem ser isolados em culturas de laboratério, o qual é
usualmente apenas OTA e ocasionalmente OTB, os quais sdo descobertos em
ocorréncia natural em plantas produtoras de fungos (bolores). No entanto, OTC nao
pode ser isolada por métodos que dependem do grupo carboxila livre e sua

ocorréncia nao pode ser estimada (MOSS, 1996).

2.4 Maturagao e sanidade das uvas e qualidade do vinho

Ao contrario do ataque de oidio e do mildio, que é possivel controlar, a
podriddo é a enfermidade mais grave da uva. As podriddes d&o lugar a diversas
transformagdes bioquimicas e quimicas na uva (FLANZY, 2000).

Muitos fungos, como espécies de Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Penicillium, Rhizopus e Stemphylium podem causar podriddo nas uvas, e estes
podem ocorrer associados a Botrytis cinerea, por exemplo .

Como no caso da podridao negra, causada por Aspergillus negros, a podridao
verde, causada por Penicillium, e a podriddao acética, causada por leveduras e
bactérias acéticas, que penetram nas bagas das uvas por feridas e bagas com
rupturas, aumentando o risco com a maturagdo a medida que se aproxima a
vindima, quando o teor de agucar nas bagas esta elevado e a pelicula mais
vulneravel a rompimentos e danos. Em uvas com cachos muito fechados e vinhas
muito vigorosas, o risco é maior. Além de feridas nas bagas causadas por granizo,
tracas, oidio, passaros, abelhas ou secura excessiva e também devido a
temperaturas e umidade elevadas (agravada pela chuva), favorecendo ainda mais o
risco de podriddo (AGUIAR et al., 2001 apud SERRA, 2005).
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Quando a uva permanece muito tempo na parreira, ocorre a sobrematuracao.
Assim o fruto perde agua, comega a murchar e seu suco concentra. Este suco
concentrado possui maior quantidade de acucar podendo ocasionar um maior
ataque fungico, causando mais podridao a uva (PEYNAUD, 1999).

A diversidade das espécies de fungos encontradas como esporos na
superficie saudavel das uvas depende ndo somente da variedade da uva,
maturidade, praticas culturais, mas também das condigbes climaticas e geograficas
(SAGE et al., 2004).

Ja, Lo Curto et al. (2003) relataram que o uso de alguns pesticidas sintéticos
podem reduzir os niveis de OTA e que o bom estado sanitario € essencial para
prevenir alto nivel de contaminagao.

Considera-se que os fatores abidticos que mais influenciam o cultivo da vinha
sao o solo e o clima. Estes fatores abidticos, além de poderem ser limitantes ao
estabelecimento da cultura, sdo responsaveis por uma grande diversidade de
situacoes, que influenciam as caracteristicas das uvas e vinhos de um determinado
local (SERRA, 2005).

E fundamental que a videira esteja perfeitamente adaptada as condi¢des
edafoclimaticas da regido. Por isso, a escolha da variedade a se cultivar e do porta-
enxerto utilizado sdo muito importantes para o bom estabelecimento da vinha e
qualidade das uvas produzidas. A escolha do sistema de conducdo da vinha
condiciona fortemente a qualidade das uvas. Outros fatores, como fertilizacdes e
tratamentos fitossanitarios, determinam o sucesso da vinha, interferindo desta forma
no estado sanitario da vindima podendo provocar uma degradagao do potencial
qualitativo da uva (RIBEREAU-GAYON et al., 2003).

Estes fatores, naturais e humanos, contribuem na obtengédo de um vinho de
qualidade, resultando em um aumento significativo do valor agregado ao mesmo e a
viabilizagdo da atividade vitivinicola em determinada regidao. O acompanhamento da
maturagao e da colheita € fundamental para a obtengdo de um maximo de qualidade
do vinho. Além disso, cuidados na colheita auxiliam para a obtengao de um grau de
qualidade do vinho significativamente maior (GUERRA & ZANUS, 2006).

Diante dessas tendéncias mundiais, o consumidor nacional tem valorizado
cada vez mais os alimentos produzidos em sistemas que estabelecam um

compromisso com a preservagcdo do meio ambiente, da saude e da estrutura de
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producdo, sempre valorizando um produto final que atenda aos requisitos de
seguranga alimentar (ROMBALDI et al., 2004).

2.5 Comportamento meteorolégico da Serra Gaucha na safra de 2006

A radiagdo solar, a temperatura do ar, a precipitagdo pluviométrica e a
umidade relativa do ar sdo os elementos meteoroldgicos que mais exercem
influéncia sobre o desenvolvimento, producéo e qualidade da uva da Serra Gaucha.
Essa influéncia ocorre em todos os estadios da videira, ou seja, desde o repouso
vegetativo (inverno), brotagdo, floragao, frutificacdo, crescimento das bagas
(primavera), maturagdo (verado), até a queda das folhas (outono). Cada estadio
necessita de uma quantidade adequada de luz, 4gua e calor para que a videira

possa se desenvolver e produzir uvas de qualidade (MANDELLI, 2006).

Segundo Mandelli (2006), a safra de 2006 se caracterizou pelo menor volume
de precipitacdo pluviométrica, considerando o final de novembro até a segunda
quinzena de margo, enquanto que as temperaturas foram préximas a normal, sendo
inferiores nos meses de dezembro e fevereiro e superiores em janeiro e margo
(Figura 2), quando comparado com a normal climatolégica. Destacou que né&o
somente a quantidade de chuva precipitada, mas também sua intensidade,
distribuicdo e o numero de dias de chuva de maior intensidade sao interferentes na
qualidade das uvas e posteriormente, do vinho. Chuvas intensas em poucos dias,
sem intervalos sequenciais de dias ensolarados contribuem para a quebra de safra,
especialmente nos vinhedos localizados em solos rasos e pouco profundos, como é

0 caso da regido de Pinto Bandeira (Bento Gongalves-RS).
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PRECIPITACAO PLUVIOMETRICA
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Figura 2 — Comportamento meteoroldgico (precipitagdo pluviométrica e

temperaturas do ar) na safra da uva de 2006 em relagdo a normal climatologica
(1961/1990). Bento Gongalves, RS.

Fonte: Embrapa Uva e Vinho, Comunicado Técnico, n.67, 2006.

2.6 Comportamento meteoroloégico da regiao de Pinto Bandeira na safra de
2006

Para o estudo das condigbes meteoroldgicas da regidao de Pinto Bandeira na
safra de 2006, foram utilizados os dados meteorolégicos da Estagdo Meteoroldgica
Aurora — Pinto Bandeira, da Embrapa Uva e Vinho. Essa estagdo localiza-se na

altitude de 725 m (cujas coordenadas geograficas sao: Latitude — 29° 07' 16" S;
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Longitude — 51° 26' 4" W) e tem sido utilizada para caracterizar o comportamento da
videira da regido de Pinto Bandeira, ja que a videira, nessa regido é cultivada em um
topoclima distinto das demais regides.

Os fatores meteorolégicos que influenciaram a safra de 2006, da regido de
Pinto Bandeira foram: o clima (principalmente a precipitacdo pluviométrica e as
temperaturas do ar conforme Figura 3), a geologia e o relevo.

As safras apresentam uma ampla variedade climatica, podendo ocorrer
periodos chuvosos que dificultam a maturacdo das uvas bem como sua maior
qualidade (MANDELLI & ZANUS, 2005). A temperatura em Pinto Bandeira resulta
em uvas com acidez adequada para a producao de vinhos brancos, além de vinhos
finos espumantes. Os vinhos destacam-se pelo frescor, jovialidade e sabores nitidos
(FLORES et al., 2005).
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Precipitacao Pluviométrica
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Figura 3 — Comportamento meteorolégico (Precipitagdo pluviométrica e

temperaturas do ar) na safra da uva de 2006 na Estagdo Meteorologica Aurora —
Pinto Bandeira.
Fonte: Embrapa Uva e Vinho (dados nao divulgados ao publico), 2006; adaptado

pelo autor.
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Na regido de Pinto Bandeira, em relagédo a precipitagdo pluviométrica, o més
de dezembro se caracterizou pelo menor volume de chuvas e no més de janeiro
choveu mais, comparado com os dados meteoroldgicos da safra de 2006 da Estagao
de Bento Gongalves. Esse pode ser um dos fatores que distingue a viticultura de
Pinto Bandeira em relagdao a outras regides viticolas da Serra Gaucha interferindo
nos estadios de brotagao, floragdo, mudancga de cor das bagas e colheita da uva.

De modo geral, em Pinto Bandeira a brotagdo ocorre cerca de 15 dias e a
colheita da uva até 30 dias depois, quando comparados com outros locais de menor
altitude, influenciando na obtengdo de produtos distintos em relagdo as demais
regides viticolas de Bento Gongalves e regido (FLORES et al., 2005).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

As amostras das uvas foram coletadas no Centro Tecnolégico da Cooperativa
Vinicola Aurora Ltda., na localidade de Pinto Bandeira, no municipio de Bento
Gongalves, RS, a partir de trés variedades de uva viniferas branca (Gewurztraminer,
Chardonnay e Sauvignon Blanc), na safra 2006.

As uvas foram coletadas num intervalo de aproximadamente quatro em quatro
(4) dias, o qual, ap6s a data de colheita estabelecida pela vinicola (que foi o dia
zero), até o oitavo (8) dia apos esta data, para as variedades Gewdurztraminer e
Sauvignon Blanc e até o décimo quinto dia (15) para a variedade Chardonnay, ou
seja, foram feitas trés coletas para as uvas das variedades Gewdlrztraminer e
Sauvignon Blanc e quatro coletas para as uvas Chardonnay.

A primeira coleta para todas as variedades das uvas foi feita dia 06 de
fevereiro de 2006, a segunda foi dia 09 de fevereiro de 2006 e a terceira foi dia 13
de fevereiro de 2006. Para a uva da variedade Chardonnay, foram feitas quatro
coletas e esta ocorreu dia 20/02/2006, a qual foi feita uma semana apo6s a 32 coleta,
com o objetivo de obter uma maior porcentagem de uvas danificadas desta

variedade.

O critério do intervalo de cada coleta foi estabelecido neste periodo devido as
condi¢bes climaticas e do estado fitossanitario das uvas. Este estado fitossanitario
foi caracterizado devido as danificagbes das uvas, sendo estas, bagas que foram
atacadas por fungos, aves, vespas e abelhas, além daquelas com podriddes e

secura excessiva.

Desta forma, os mostos e vinhos resultantes destas coletas divididos como:
tratamento 1, os da 12 colheita; tratamento 2, os da 22 colheita; tratamento 3, os da
32 colheita; e no caso da uva Chardonnay, tratamento 4, os da 42 colheita.

O critério de maturagao foi a determinagdo do °Brix e da acidez total.
Procurou-se obter uvas com as mesmas caracteristicas fisico-quimicas, teor médio

de acucar de 17 °Brix e acidez total de aproximadamente 90 meq.L'1.
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As uvas colhidas das variedades Gewdurztraminer e Chardonnay, foram
conduzidas no sistema de latada simples, enquanto que as uvas colhidas da

variedade Sauvignon Blanc foram conduzidas no sistema de espaldeira.

O volume coletado em cada amostragem foi de aproximadamente 6 Kg de
uva sendo que foram feitas trés repeticbes de cada amostragem, para cada
variedade de uva , ou seja, foi coletado aproximadamente 20 Kg de uva em cada
coleta para cada variedade de uva.

A escolha das plantas foi realizada de forma aleatdria, e a coleta das uvas foi
realizada da forma mais homogénea possivel, coletando um pequeno numero de
cachos das plantas em cada amostragem.

Posteriormente a colheita, as uvas foram conduzidas a Vinicola Don Affonso,

no municipio de Caxias do Sul, RS, onde foram realizadas as microvinificacées.

3.2 Métodos

3.2.1 Microvinificagdes em branco das uvas Gewurztraminer, Chardonnay e

Sauvignon Blanc

As microvinificacbes para cada variedade, separadamente, foram realizadas
seguindo o critério da vinificagdo em branco classica, segundo Ribéreau-Gayon et al.

(2003), procurando seguir as mesmas condigdes encontradas na industria.

Primeiramente foram coletados os cachos de uva e armazenados em caixas
plasticas de 20 Kg, no qual foi separado o grdo do engaco. As bagas danificadas
foram separadas e pesadas, assim como as bagas sas, estabelecendo a
percentagem de bagas danificadas em relagdo as s&s em cada coleta. Apods
desengace e pesagem, as fracbes foram unidas, esmagadas e homogeneizadas
manualmente. O mosto foi separado da parte sélida através de prensagem manual,
homogeneizando-o com a adi¢ao de uma dose de aproximadamente 30 mg.L'1 de

SO, (metabissulfito de potassio, K2S,0s5, marca Veronese®) e 2 g.hL'1 de enzima
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pectolitica enoldgica (marca Zimopec®). O mosto foi colocado em recipiente de

plastico, com tampa, com capacidade de 20 L.

Em seguida foi realizada a limpeza do mosto através de frio (0 °C) a fim de
clarificar o mosto antes da fermentacado, por um periodo de aproximadamente 36
horas para obteng¢ao de um mosto limpido.

Apds a limpeza do mosto, o liquido foi retirado através de sifonagem do
recipiente de 20 litros. As fermentacdes foram conduzidas em recipientes de vidro
com capacidade de 4,6 litros, acoplados com valvulas de Muller e colocados a uma

temperatura de aproximadamente 18 °C.

Posteriormente foram adicionados 20 g.hL'1 de levedura seca ativa,
Saccharomyces cerevisiae var. cerevisiae (levedura FR 95, marca Perdomini®)
previamente hidratada e assim dando inicio ao processo fermentativo.

Depois de 20 dias, ocorreu a constatacdo do término da fermentacao através
da analise de agucares residuais. Assim o vinho foi sifonado, desprezando-se as
borras grossas e este foi submetido a estabilizagcao tartarica em camara fria por
aproximadamente 20 dias a uma temperatura de -3 °C.

Apos a estabilizagdo tartarica, corrigiu-se o teor de SO, livre a
aproximadamente 40 mg.L™".

Finalizando a fermentagao, o vinho foi acondicionado em garrafas de 750 mL,

hermeticamente fechada com rolha de cortica para posterior analise.

3.3 Analises

3.3.1 Analise de Ocratoxina A

Foram analisados os mostos e seus respectivos vinhos das variedades Vitis
vinifera brancas Gewdurztraminer, Chardonnay e Sauvignon Blanc, elaborados com

uvas de diferentes periodos de colheitas conforme citados anteriormente.
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A anélise de Ocratoxina A foi realizada segundo o método oficial 2001.01 da
AOAC (Association of Official Analytical Chemists), conforme Visconti et al. (1999),

mesma metodologia descrita pela O.1.V. (Resolu¢ao 16/2001).

As determinagbes de OTA foram realizadas no Laboratério de Referéncia
Enoldgica (LAREN), em Caxias do Sul, RS.

3.3.1.1 Principio do método

As amostras foram diluidas com uma solugao contendo polietilenoglicol (PEG)
e NaHCO; e as solugdes diluidas foram filtradas e limpas em uma coluna de
imunoafinidade (IMC) OchraTest Vicam®. OTA foi eluida com metanol e quantificada
em cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com coluna Zorbax C18 e

detector de fluorescéncia.

3.3.1.2 Preparacgao da solugéo padrao de Ocratoxina A e curva de calibragao

A solucdo padrdo de ocratoxina A (150 mg.L™), foi preparada dissolvendo
1,50 mg do padrao soélido (Sigma®) em um baldo volumétrico de 10 mL com solugéo
de tolueno-acido acético (99:1, v/v) e conservada em frasco ambar, sob refrigeragao.

Para a analise em HPLC e obtencao da curva de calibragdo, 100 uL desta
solugéo foram evaporados com nitrogénio e redissolvidos com a solugdo da fase
movel em um baldo volumétrico de 10 mL (solucdo de 15 mg.L™"). A partir desta
solugao foi diluido 50 pL em baldo de 10 mL, resultando uma solugdo de 75 ug.L™.

Preparou-se a curva de calibragdo sempre no inicio das analises e sempre
que ocorreram mudangas cromatograficas.

A partir da solucdo de 75 ug.L'1 foram feitas diluicdes adequadas para a
obtencao das concentragdes de 0,75; 1,50; 3,80; 15,50 e 38,70 ug.L™.

Injetaram-se 100 puL de cada solugdo de calibragdo no sistema

cromatografico. A curva de calibragao foi obtida pela area do pico do padrdo com a
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resposta a sua concentragdo (Figura 4). O coeficiente de correlagédo da curva de

calibracao foi de 0,99998 indicando uma resposta alta da analise.
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Figura 4 — Curva de calibragdo do padrdo de Ocratoxina A.

3.3.1.3 Preparagao da amostra e purificagdo em coluna de imunoafinidade (IMC)

Uma amostra de 10 mL de vinho foi diluida com 10 mL de solugdo aquosa
contendo PEG Vicam® G1015 (1%) e NaHCOs (5%), homogeneizada e filtrada
através de filtro de microfibra de vidro Whatman® 934AH. A filtracdo é necessaria
para solugdes turvas ou quando se forma residuo solido depois da diluicdo. A
solugcdo diluida (10 mL) foi passada através da coluna de imunoafinidade
Ochratest®, para purificagdo, a um fluxo de 1 gota por segundo, sem deixar a coluna
secar. A coluna foi lavada com 5 mL de uma solugdo de NaCl (2,5%) e NaHCO3
(0,5%) seguida de 5 mL de agua desionizada com fluxo de 1-2 gotas por segundo,
deixando a coluna secar, passando ar através dela. A ocratoxina A foi eluida com 2
mL de metanol e coletada em um vial, passando pela coluna a um fluxo de 1 gota
por segundo . O extrato eluido foi evaporado com nitrogénio em manta de
aquecimento a uma temperatura de aproximadamente 50 °C e reconstituido com
250 uL da fase mével do HPLC, ou seja, solugéo de acetonitrila-H,O-acido acético
glacial (99:99:2, v/v/v).
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3.3.1.4 Determinacdo em HPLC

O extrato reconstituido foi coletado em um vial com cone de 250 ulL e injetado
no HPLC com detector de fluorescéncia. O equipamento usado foi um sistema
Hewlett Packard Série 1100, ajustado a um comprimento de onda de 333 nm para
excitagao e 460 nm para emisséo. As separagdes cromatograficas foram realizadas
numa coluna Zorbax® 300SB-C1s (4,6 x 150 mm ; 5 um), equipada com uma pré-
coluna Zorbax® SB-Cig (4,6 x 12,5 mm; 5 um) e esta coluna operada a uma
temperatura de 25 °C. A fase moével foi bombeada a um fluxo de 1 mL.min™" e
consistiu num gradiente de eluigédo isocratico, cuja fase mével é acetonitrila: agua:

acido acético (99:99:2, v/v/v). O volume de injeg&o foi de 100 L.

As amostras foram consideradas positivas para OTA quando foi detectado um
pico com tempo de retencdo similar ao do padrdo de OTA (7,4 minutos,

aproximadamente) (Figura 5).
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Figura 5 — Cromatograma do padrao de ocratoxina A utilizado nas analises.
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3.3.1.5 Deteccéo e quantificagao

A ocratoxina A foi quantificada pela medicao da area do pico de retencao,

comparada a uma curva de calibragdo, calculado em pg.L™ através da equagao:
COTA = MOTA X (2/V1) X (V3/V2)
Onde:

Cota — Concentragdo de ocratoxina A (ug L™)

Mota — Massa de ocratoxina A em (ng)

2 — Fator de diluicédo

V41 = Volume de vinho usado para analisar (10 mL)

V, — Volume da solugéo utilizado na injegao (100uL)

V3 — Volume da solugado de fase movel utilizada para dissolver a OTA apoés

secagem com nitrogénio (250uL)

3.3.1.6 Confirmagao

Para a confirmacao do teor de OTA fez-se um teste de linearidade em uma
amostra de vinho, partindo de sua condic¢ao inicial e adicionando-se padroes de OTA

em concentragdes crescentes conhecidas.

3.3.1.7 Procedimentos de seguranga

A ocratoxina A é um composto toxico, portanto certas normas de seguranga
devem ser observadas: deve ser manipulada com cuidado e com as medidas de
seguranga adequadas, ou seja, manipulacdo das solugcées em capela, com luvas e
mascara; procedimentos de descontaminagdo na lavagem da vidraria e para que

nao ocorram desperdicios laboratoriais, aconselhados pela IARC (CASTEGNARO et
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al., 1991) usando solugdes de hipoclorito de sddio concentrado para a destruigao

das solugdes padrao de OTA.

3.3.2 Analises fisico-quimicas

As determinagbes realizadas nos mostos e vinhos foram feitas segundo

metodologia oficial descrita pela Office International de la Vigne et du Vin (1990).

Nos mostos foram realizadas as determinagcdes de acidez total por
titulometria; pH, pelo método eletrométrico, densidade e grau Brix, através de
balanca hidrostatica, a temperatura de 20 °C, da marca Gibertini® (Italia).

Em todas as amostras dos vinhos foram analisados parametros fisico-
quimicos como: pH, pelo método eletrométrico; acidez total, acidez volatil e agucares
totais, através de metodologia de infravermelho aproximado utilizando equipamento
Wine Scan® (FOSS); teor alcodlico por destilacdo, densidade do vinho em balanga
hidrostatica, a temperatura de 20 °C e extrato seco reduzido utilizando um destilador
eletrdnico enoquimico equipado com balanca hidrostatica, da marca Gibertini®
(Italia). O extrato seco foi determinado apds definidas as densidades do vinho e do

destilado, com recursos computacionais da Gibertini®.

3.3.3 Analise estatistica

Os resultados das analises dos mostos e dos vinhos foram avaliados
estatisticamente através do programa computacional SAS for Windows 2000, versao
6.11, sendo feito delineamento inteiramente casualizado. Os resultados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e regressao entre as médias, ao
nivel de significancia de 0,05 (ou 5%).

Para a analise de correlagdo entre a precipitagdo pluviométrica e a

porcentagem de uvas danificadas, foi calculado o coeficiente “r’ de Pearson através

do programa computacional SPSS, 12.0 for Windows.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta seccdo discutem-se os resultados obtidos quanto as variedades
estudadas, em relagao aos seguintes aspectos: sanidade das uvas nas diferentes
colheitas; composi¢cao dos mostos; parametros fisico-quimicos dos vinhos e nivel de

ocratoxina A nos mostos e vinhos.

4.1 Sanidade das uvas nas diferentes colheitas

Conforme pode ser constatado na figura 6, nas uvas da variedade
Gewdlrztraminer observou-se um nivel de danificagao de 20,78; 25,15 e 26,95 % na
primeira, na segunda e na terceira colheitas, respectivamente, comprovando ser
uma variedade altamente suscetivel as podridées da uva madura e do cacho
(CAMARGO, 1994; GIOVANNINI, 2005). A variedade Chardonnay apresentou um
nivel de danificagéo inicial de 5,5 % e com o passar do tempo, a danificagdo nas
uvas foi para 10,93 %; 7,26 % e 12,96 % nas segunda, terceira e quarta coleta,
respectivamente, comprovando ser uma variedade menos suscetivel as podridoes
da uva madura do que as outras estudadas (HIDALGO, 1999; GIOVANNINI, 2005).
Ja a variedade Sauvignon Blanc apresentou inicialmente um grau de uvas
danificadas de 23%, aumentando progressivamente nas outras duas coletas, sendo
31,21% e 31,64 % na segunda e terceira coletas respectivamente, mostrando-se
altamente problematica em relagdo a ataques fungicos e podriddes (CAMARGO,
1994; GIOVANNINI, 2005). O comportamento observado em todas as variedades foi

coincidente com dados encontrados na literatura.
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Figura 6 — Percentual de uvas danificadas e sas das variedades Gewurztraminer,
Chardonnay e Sauvignon Blanc em relagéo a diferentes colheitas, da localidade de

Pinto Bandeira, na safra 2006

Na tabela 2 observou-se uma elevada correlagdo entre a percentagem de
uvas danificadas nas variedades Gewdurztraminer e Sauvignon Blanc em relagéo a
precipitacao pluviométrica, sendo que no periodo de 8 dias onde foram realizadas as
3 coletas, ocorreu uma precipitagao total de 18 mm. Para a variedade Chardonnay,
ndao se observou a mesma correlagdo, mesmo que esta tenha sido também
considerada alta, apesar do periodo da primeira a ultima coleta ter sido de 15 dias e
com uma precipitagdo total de 41,4 mm neste periodo (conforme APENDICE A). A
umidade associada a temperatura elevada que ocorreu na Serra Gaucha, mais
precisamente na localidade de Pinto Bandeira, contribui para o desenvolvimento dos
microrganismos causadores de podriddes e para a formagao de acidez no mosto.
Fato este que pode ser explicado devido a precipitagdes pluviométricas ou caso haja
muita irrigagdo nas fases iniciais do periodo de maturagdo podem ocasionar danos
nas bagas por rupturas (HIDALGO, 1999); além disso, a variedade Chardonnay
possui uma maior resisténcia a ataques fungicos, principalmente, em relagdo as
outras variedades estudadas.

Conforme Giovannini (2005), a chuva também facilita as condi¢bes para o
aumento da incidéncia de podriddes do cacho, sendo que a possibilidade de manter

a uva com estado de sanidade ideal diminui.
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“

Tabela 2 — Resultados do teste de correlagdo “r’ de Pearson e interpretacdo da correlagédo
entre a precipitacdo pluviométrica e a percentagem de uvas danificadas das variedades

Gewdrztraminer, Chardonnay e Sauvignon Blanc, da localidade de Pinto Bandeira, na safra

2006
Variedades Coeficiente de correlagdo “r’ de Interpretagao
Pearson
Gewdlrztraminer 0,959 Correlagdo muito alta
Chardonnay 0,873 Correlagdo alta
Sauvignon Blanc 0,999* Correlagdo muito alta

* correlagéo é significante ao nivel de significancia de 5% (0,05).

4.2 Composicao dos mostos

As analises efetuadas no mosto das variedades Gewurztraminer, Chardonnay
e Sauvignon Blanc a partir de uvas com diferentes tempos de colheitas estao
indicadas na tabela 3.

Os mostos apresentaram um aumento de acidez total na segunda colheita (98
meq.L”, para Gewirztraminer, 96 meq.L” para Chardonnay e 144 meq.L” para
Sauvignon Blanc) em comparagdo com a primeira (94 meq.L'1, para Gewurztraminer,
92 meq.L" para Chardonnay e 130 meq.L” para Sauvignon Blanc), o que nao
concorda com a literatura (VOGT et al., 1984; PEYNAUD, 1999). Isso pode ter
ocorrido devido as condi¢des climaticas da Serra Gaucha, uma vez que durante esta
safra, um dos fatores determinantes da época de colheita foi a precipitagao
pluviométrica, principalmente entre os dias destas colheitas. Apds, a acidez total
diminuiu no decorrer das outras colheitas para todas as variedades.

Observou-se que ocorreram outras alteragbes nos parametros como pH,
densidade e °Brix analisados nos mostos, de uma colheita para outra dentro de uma
mesma variedade de uva. Estes parametros encontram-se dentro dos niveis normais
e desejaveis para obtencdo de um vinho de boa qualidade fisico-quimica (OUGH,
1992; RIBEREAU-GAYON et al., 2003).



Tabela 3 — Analises fisico-quimicas nos mostos das uvas Gewdlrztraminer,

Chardonnay e Sauvignon Blanc em relagéo a diferentes tempos de colheita, da

localidade de Pinto Bandeira, na safra 2006

Variaveis Gewiirztraminer Média
G1 G2 G3*
pH (a 25 °C) 3,45° 3,41° 3,42° 3,426
densidade (a 20 °C) 1,0737° 1,0733° 1,0761°2 1,0743
°Brix 17,7° 17,7° 18,3 17,9
Acidez Total (meq.L") 94° 98° 78° 90
Variaveis Chardonnay Média
C1 c2 C3 c4*
pH (a 25 °C) 3,32° 3,28° 3,27° 3,27° 3,285
densidade (a20°c)  1,0633" 1,0861°  1,0837°  1,0805° 1,0784
°Brix 15,4° 20,5 20,0° 19,3° 18,8
Acidez Total (meq.L") 92° 96° 84° 70° 85,5
Variaveis Sauvignon Blanc Média
S1 S2 S3*
PH (a 25 °C) 3,32° 3,28" 3,29 3,29
densidade (a 20 °C) 1,0862° 1,0877° 1,0942° 1,0893
°Brix 20,5° 20,9° 22,3° 21,2
Acidez Total (meq.L™) 130° 144° 114° 129,3

Letras distintas indicam diferencga estatistica dentro da mesma linha.
*G1, C1, S1 = 12 colheita; G2, C2, S2 = 22 colheita; G3, C3, S3 = 3? colheita; C4 = 42 colheita.
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Com relagado ao °Brix, a acidez total do mosto e os diferentes tempos de
colheita das uvas, a figura 7 mostra as analises efetuadas nos mostos de
Gewdrztraminer, Chardonnay e Sauvignon Blanc obtidos a partir de uvas de
diferentes tempos de colheita, o qual se observa interferéncia de fatores externos,
como ataques fungicos, vespas, precipitacdo pluviométrica, variagbes de
temperatura, nesta relagao, ja que com o passar do tempo das colheitas ndo ocorreu
uma diminui¢cao da acidez titulavel (94, 98, 78 meq.L'1 para Gewdurztraminer; 92, 96,
84, 70 meq.L" para Chardonnay e 130, 144 e 114 meq.L" para Sauvignon Blanc nas
18, 22 e 32 e 42 colheitas, respectivamente) e um aumento dos agucares (17,7; 17,7 e
18,3 °Brix para Gewdurztraminer; 15,4; 20,5; 20 e 19,3 °Brix para Chardonnay e 20,5;
20,9 e 22,3 °Brix para Sauvignon Blanc nas 12 22 e 3% e 42 colheitas,
respectivamente) nos mostos, ndo concordando com Hidalgo (1999) e Ribéreau-
Gayon et al. (2003), que afirmam que a maturagdo pratica da uva é alcangada
quando a concentragdo de agucares da uva estiver aumentando e a acidez total
diminuindo e quando estes componentes se manterem praticamente estaveis
durante alguns dias, este € o momento de maturagédo da uva. Esta relagao facilita na

hora da colheita, podendo saber se a uva ja esta madura e pronta para ser colhida.
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Quanto a relagéo entre os agucares, a percentagem de uvas sadias (%) e os
diferentes tempos de colheita das uvas, a figura 8 mostra as analises efetuadas nas
variedades Gewdrztraminer, Chardonnay e Sauvignon Blanc, o qual observa-se que
com o passar do tempo das colheitas, ocorreu uma mudanga na sanidade das uvas
(79,22; 74,85 e 73,05 % de uvas sadias para Gewdurztraminer; 94,50; 89,07; 92,74 e
87,04 % de uvas sadias para Chardonnay e 77; 68,79 e 68,36 % de uvas sadias
para Sauvignon Blanc nas 1?2, 22 e 32 e 42 colheitas, respectivamente), ndo sendo
proporcional ao aumento do °Brix nos mostos (17,7; 17,7 e 18,3 °Brix para
Gewdurztraminer; 15,4; 20,5; 20 e 19,3 °Brix para Chardonnay e 20,5; 20 e 22,3 °Brix
para Sauvignon Blanc nas 12, 2% e 32 e 42 colheitas, respectivamente).

Na variedade Gewdurztraminer, observou-se que com o aumento dos °Brix
ocorreu uma diminuicdo da sanidade das uvas, no decorrer das colheitas, ou seja,
aumentou as uvas danificadas, podendo ter sido por ataques de abelhas e vespas
que atacam a uva madura devido a dogura das bagas, além do ataque fungico, uma
vez que esta variedade é altamente sensivel a podriddo da uva madura, conforme
Giovannini (2005).

O teor médio de agucar na uva Chardonnay aumentou da primeira colheita
(15,4 °Brix) para a segunda (20,5 °Brix), ou seja, ocorreu uma maturagdo na uva
entre estas colheitas, mas apds comegou a diminuir. O que ndo se pode relacionar
com a sanidade das uvas, pois esta variou aumentando e diminuindo a percentagem
de uvas danificadas entre as colheitas.

O desenvolvimento inicial de Botrytis cinerea nas uvas, por exemplo, tem
importante papel no acumulo de acucares, mostrando que o aumento de acucares
pode ser também devido a este tipo de ataque fungico (RIBEREAU-GAYON et al.,
2003).

O °Brix das uvas da variedade Sauvignon Blanc obtiveram uma leve
diminuicdo da primeira colheita para a segunda (20,5 e 20 °Brix, respectivamente) e
apos, na terceira colheita ocorreu um aumento destes agucares (22,3 °Brix).
Contudo, as uvas sofreram grande diminuicdo na sanidade da primeira para a
segunda colheita (de 77 % para 68,79 %, respectivamente), ja na terceira colheita
(68,36 %) ocorreu uma leve diminui¢cao de uvas sadias. Esta diminuigdo na sanidade
e posterior aumento de bagas danificadas pode ter sido também, pois esta
variedade esta em sistema de conducdo em espaldeira e este tipo de sistema de

conducao é mais suscetivel ao ataque de passaros, pois a uva fica mais exposta,
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mas também as uvas ficam mais expostas ao sol, e a insolagdo nas bagas auxilia

em uma maior concentracdo dos compostos, como os agucares (GIOVANNINI,

2005).
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4.3 Parametros fisico-quimicos dos vinhos

Os teores médios das analises fisico-quimicas realizadas nos vinhos
Gewdurztraminer, Chardonnay e Sauvignon Blanc, obtidos por diferentes tempos de
colheita estdo apresentados na tabela 4.

O pH apresentou diferenca significativa nos trés tratamentos dos vinhos de
Gewdrztraminer, sendo que na primeira colheita o pH foi maior (3,54) e com o
decorrer das colheitas, este foi diminuindo, ou seja, na segunda colheita o pH foi de
3,27 e na terceira colheita o pH foi de 3,20; o que n&o coincide com Ribéreau-Gayon
et al. (2003) que diz que com a maturagao da uva, ou colheitas em dias sucessivos,
o pH dos vinhos aumentam. Desta forma, observa-se que a quantidade de uvas
danificadas pode ser um fator interferente neste resultado. Para a variedade
Chardonnay, ndo houve diferenga significativa no pH entre os vinhos das diferentes
colheitas (3,23; 3,23; 3,27 e 3,26; na 1% 22 32 e 42 colheitas, respectivamente)
apesar de ter aumentado com o decorrer das colheitas. J&4 para a variedade
Sauvignon Blanc, ndo houve diferenga significativa entre os pHs da primeira (3,28) e
segunda (3,30) colheitas, mas estes diferiram significativamente do pH do vinho da
terceira colheita (3,38); concordando com Ribéreau-Gayon et al. (2003), ja citado
anteriormente.

Os vinhos de Gewdlrztraminer G1 e G2 apresentaram valores de acidez volatil
significativamente maiores, 13,11 e 13,16 meq.L", respectivamente, quando
comparados aos vinhos da terceira colheita (8,66 meq.L"). Para os vinhos de
Chardonnay, a acidez volatil da terceira colheita (5,71 meq.L™) foi significativamente
maior que das demais colheitas (4,99; 4,83 e 5,16 meq.L” na 12, 22 e 42 colheitas,
respectivamente). Porém, nos vinhos de Sauvignon Blanc, a acidez volatil diferiu
significativamente entre todas as colheitas, sendo que aumentou na segunda
colheita (11,33 meq.L™") em relagdo a primeira (7,60 meq.L") e apds, na terceira
colheita, diminuiu (6,77 meq.L'1), sendo menor que da primeira. As causas principais
da acidez volatil elevada no vinho estdo relacionadas com a qualidade da uva
utilizada na vinificagdo e também o decorrer da fermentagao alcodlica. Apesar dos
resultados ndo terem coincidido com a literatura (VOGT, et al., 1984; PEYNAUD,
1999: RIBEREAU-GAYON et al., 2003), estao dentro dos limites exigidos pela
legislagao (BRASIL, 2004).
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Os teores de acidez total nos vinhos de Gewdlrztraminer apresentaram um
aumento (91,15 meq.L'1) da segunda colheita em comparagdo aos da primeira
(83,77 meq.L"), o que ndo estd de concordo com a literatura (PEYNAUD, 1999;
FLANZY, 2000; RIBEREAU-GAYON et al., 2003), pois teria que diminuir com o
passar do tempo das colheitas, 0 que pode ser explicado em virtude das condi¢des
climaticas da Serra Gaucha, uma vez que durante esta safra, um dos fatores
determinantes da época da colheita foi a precipitagao pluviométrica. Apds, a acidez
total diminuiu, ou seja, nos vinhos da terceira colheita o teor de acidez total foi de
86,57 meq.L'“; este comportamento também foi observado com a acidez total dos
mostos. A acidez total nos vinhos de Chardonnay da primeira (92,79 meq.L'1) e
segunda (92,13 meq.L'1) colheitas diferenciaram-se estatisticamente dos vinhos
formados a partir da terceira (87,90 meq.L”") e quarta (86,66 meq.L™") colheitas,
além disso, concordam com Ribéreau-Gayon et al. (2003), que afirma que com a
maturagdo das uvas, ocorre concentragdo dos acgucares e diminuigcdo da acidez
possivelmente em decorréncia da liberagao dos acidos orgéanicos.

Assim como nos vinhos de Gewlrztraminer, a acidez total nos vinhos de
Sauvignon Blanc também se encontraram diferentes estatisticamente entre eles,
sendo que a acidez total da segunda colheita (117,28 meq.L") foi maior que da
primeira (106,71 meq.L™), e na terceira colheita (104,22 meq.L™") diminuiu. Estes
resultados também foram similares ao teor de acidez total dos mostos.

Em relacdo ao teor de acucares totais, tanto os vinhos de Gewdlrztraminer
como os de Chardonnay nao tiveram diferencas estatisticas entre os diferentes
periodos de colheitas. Apenas os vinhos de Sauvignon Blanc tiveram diferengas
entre as colheitas, sendo que nado diferenciaram entre a segunda (1,86 g.L™) e
terceira (1,92 g.L"') colheitas, apenas teve diferenca estatistica destas para a
primeira colheita (1,00 g.L™"). Com estes resultados encontrados, nos vinhos das trés
variedades, por serem baixos, indicam que os vinhos sao classificados segundo o
teor de agucar como vinho seco (BRASIL, 2004). E também se pode evidenciar que
houve transformacéo total dos agucares dos mostos em alcool pelas leveduras.

O valor do teor alcodlico nos vinhos de Gewtlirztraminer produzidos a partir da
uva da terceira colheita (11,53 %vol.) foi maior estatisticamente que os teores
alcodlicos dos vinhos produzidos pelas uvas da primeira e segunda colheita (11,13 e
11,14 %vol., respectivamente). Isto se deve principalmente pelo fato das uvas da

terceira colheita estarem mais maduras (maior grau Brix) e ter mais agucar que as
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demais. Em relagao ao teor alcodlico formado nos vinhos de Chardonnay, ndo houve
diferengas da segunda (12,38 %vol.) e a terceira (12,51 %vol.) colheitas. Estes
resultados foram diferentes da primeira (11,36 %vol.) e quarta (11,97 %vol.) colheita,
além destes se diferenciarem entre si. Para os vinhos formados a partir das uvas de
Sauvignon Blanc, o teor alcodlico deles foi diferente estatisticamente entre todos,
sendo que na primeira colheita foi de 12,11 %vol, na segunda 12,31 e na terceira
13,35 %vol, o que coincide com o aumento dos °Brix nos respectivos mostos (tabela
3), além de coincidirem com os dados da literatura, que afirma que quanto maior a
densidade do mosto, maior o provavel teor alcodlico do vinho produzido (OUGH,
1992; RIBEREAU-GAYON et al., 2003). Os valores de alcool observados nos vinhos
encontram-se dentro dos limites exigidos pela legislacdo (BRASIL, 2004),
comprovando que as uvas de todas as variedades e em todas as colheitas
encontravam-se no seu ponto ideal de maturacao e colheita.

Nao houve diferenga estatistica entre os valores dos extratos secos reduzidos
nos vinhos de Gewdurztraminer produzidos pelas diferentes colheitas (24,96; 25,33 e
23,93 g.L'1, na 12, 22 e 32 colheitas, respectivamente). Nos vinhos de Chardonnay,
nao houve diferencas entre a primeira (21,60 g.L™"), segunda (22,96 g.L™) e terceira
(21,73 g.L™") colheitas entre si, e que a segunda colheita, a terceira e a quarta (20,85
g.L") também n3o se diferenciaram, ou seja, apenas ocorreu diferenca estatistica
nos valores de extrato seco reduzido dos vinhos entre a segunda e quarta colheita.
Com relacdo aos valores do extrato seco reduzido dos vinhos produzidos pelas uvas
da variedade Sauvignon Blanc, houve diferengas estatisticas entre eles, sendo o
valor maior encontrado nos da segunda (35,06 g.L™") colheita em comparagéo aos da
primeira (29,23 g.L™") e da terceira (34,04 g.L") colheitas.

A densidade dos vinhos de Gewdlrztraminer produzidos a partir das uvas da
terceira (0,9939 g.mL™") colheita foi diferente estatisticamente dos vinhos da primeira
(0,9948 g.mL") e segunda (0,9949 g.mL") colheitas, mas estas ndo se
diferenciaram entre si. Estes resultados ndo sofreram o mesmo comportamento
quando comparados a densidade dos seus respectivos mostos (tabela 2). Para a
variedade Chardonnay, houve diferenca entre os vinhos da primeira (0,9932 g.mL™")
colheita em relacdo aos demais, e que os da terceira (0,9919 g.mL™) colheita
diferenciaram-se dos vinhos da segunda (0,9926 g.mL’), mas estes ndo se
diferenciaram estatisticamente dos vinhos da quarta (0,9922 g.mL™) colheita, assim

como os da segunda colheita que também nao se diferenciaram dos vinhos da
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quarta colheita. Em relacdo a densidade nos vinhos produzidos pelas uvas da
variedade Sauvignon Blanc, foram diferentes estatisticamente entre si, sendo que a
densidade dos vinhos da segunda (0,9976 g.mL™) colheita foi maior que da terceira
(0,9961 g.mL™") e esta maior que da primeira (0,9952 g.mL™") colheita.

Tabela 4 — Composigéo fisico-quimica dos vinhos de uvas Gewiirztraminer, Chardonnay e Sauvignon

Blanc, em relagao a diferentes tempos de colheita, da localidade de Pinto Bandeira, na safra 2006

Variaveis Gewilirztraminer Média C.V. (%) Prob>F
G1 G2 G3*

pH (a 25 °C) 3,54° 3,27° 3,20° 3,34 0,537 0,0001
Acidez Volatil (meq.L™") 13,117 13,16° 8,66° 11,64 1,249 0,0001
Acidez Total (meq.L™) 83,77° 91,15° 86,57° 87,166 0,665 0,0001
Agticares Totais (g.L™") 1,00? 1,00° 1,00° 1,00
Teor Alcodlico (% vol.) 11,13 11,13° 11,53° 11,265 0,85  0,0033
Extrato Seco Reduzido (g.L™) 24,96° 25,33% 23,93° 24,744 2,68 0,0942
Densidade do vinho (a 20 °C) 0,9948° 0,9949° 0,9939b 0,9945 0,025 0,0052

Variaveis Média C.V.(%) Prob>F

Chardonnay
C1 C2 C3 C4*

pH (a 25 °C) 3,23° 3,23° 3,27° 3,26° 3,246 0,435 0,0231
Acidez Volatil (meq.L™") 4,99° 4,83° 5,71 5,16° 5177 2,647  0,0005
Acidez Total (meq.L™) 92,79° 92,13° 87,90° 86,66° 90,166 0,679 0,0001
Acucares Totais (g.L™") 1,00° 1,00? 1,00° 1,00? 1,00
Teor Alcodlico (% vol.) 11,36° 12,382 12,51° 11,97° 12,067 0,564 0,0001

Extrato Seco Reduzido (gL™") ~ 21,6®  22,96° 21,73 20,85° 21872 2731  0,0286
Densidade do vinho (a20°C)  0,9932°  0,9926° 0,9919° 0,9922°° 10,9925 0,017  0,0002

Variaveis Média C.V. (%) Prob>F
Sauvignon Blanc
S1 S2 S3*

pH (a 25 °C) 3,28° 3,30° 3,38° 3,321 0,988 0,0184
Acidez Volatil (meq.L™") 7,60° 11,33% 6,77° 8,57 1,835 0,0001
Acidez Total (meq.L™) 106,71° 117,28° 104,22° 109,405 0,233  0,0001
Acticares Totais (g.L™") 1,00° 1,86° 1,927 1,60 13,728 0,0035
Teor Alcodlico (% vol.) 12,11° 12,31° 13,35° 12,59 0,292 0,0001
Extrato Seco Reduzido (g.L™) 29,23° 35,06° 34,04° 32,782 0,871 0,0001
Densidade do vinho (a 20 °C) 0,9952° 0,9976° 0,9961° 0,9963 0,016 0,0001

Letras distintas indicam diferenga estatistica dentro da mesma linha.
*G1, C1, S1 = 12 colheita; G2, C2, S2 = 22 colheita; G3, C3, S3 = 32 colheita; C4 = 42 colheita.
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A partir destes resultados pode-se notar que em qualquer uma das colheitas,
nos vinhos de todas as variedades, os parametros fisico-quimicos encontram-se
dentro dos requisitos exigidos pela legislagao (BRASIL, 2004), para a produgao de
vinhos ideais para consumo. Dessa forma podemos estabelecer que qualquer uma
das colheitas esta dentro do ponto ideal de maturacdo da uva, independente do

aumento da percentagem de uvas danificadas pela supermaturagéao.

4.4 Nivel de ocratoxina A nos mostos e vinhos

Com o intuito de avaliar a confiabilidade do método e a confirmagao do teor
de OTA, fez-se um teste de linearidade em uma amostra de vinho, partindo de sua
condicao inicial e adicionando-se padrées de OTA em concentragdes crescentes de

0,75; 1,5 e 3,8 ng.L™”" (ppb), conforme a figura 9.

3,5 -
y=0,8047x+0,1217

3 R®=0,9884 .
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Figura 9 — Curva de linearidade obtida em amostra de vinho em condigbes crescentes
de OTA

A curva de linearidade apresentou coeficiente de correlagcdo de 0,9884,
indicando que a resposta obtida na analise de ocratoxina A adicionada na amostra

de vinho analisada é proporcional as concentragdes dos padrées da ocratoxina.
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A figura 10 mostra um cromatograma do padrdo 0,75 pg.L” de ocratoxina A

utilizado nas analises para a confirmagéo da sua presencga.
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Figura 10 — Cromatograma do padrao 0,75 ppb de ocratoxina A

O pico do padrao de OTA foi detectado no tempo de retengao entre 7 e 8
minutos, isso quer dizer que para uma amostra ser considerada positiva para OTA, o
pico deve sair dentro deste limite de tempo. As amostras analisadas tiveram limites
néo detectaveis de OTA.

A seguir, nas figuras 11, 12 e 13 estdo mostrados os cromatogramas de
vinhos onde foram adicionados padroes em concentragbes crescentes conhecidas,
0,75; 1,50 e 3,80 ug.L'1, respectivamente, verificando se este padrdo adicionado
seria detectado dentro do tempo de retengdo do padréao de OTA, o que nos foi

confirmado.
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Figura 11 — Cromatograma de uma amostra de vinho adicionado de padréo 0,75
ng.L”" de OTA
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Figura 12 — Cromatograma de uma amostra de vinho adicionado de padréo 1,5

ng.L”" de OTA
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Figura 13 — Cromatograma de uma amostra de vinho adicionado de padréo 3,8
ng.L' de OTA

Estes padrdoes foram adicionados para confirmar se a OTA possivelmente
presente nas amostras dos mostos e vinhos nido estaria sendo perdida na coluna de
imunoafinidade quando passada nesta.

Nas amostras de vinhos onde foi adicionado padrdo de OTA também se pode
verificar qual foi a recuperagao deste padréo, que foi de aproximadamente 90% do
teor de OTA, quando se compara o padrao que é injetado no HPLC diretamente e
quando é passado pela IMC (neste caso juntamente com o vinho).

A figura 14 mostra o cromatograma de uma amostra de mosto, sendo que
nao foi detectada OTA dentro do tempo de retencdo quando verificado o padrdo no

método utilizado.
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Figura 14 — Cromatograma de uma amostra de mosto negativa para a presenca
de OTA

Assim como nas amostras de mosto, em todas as amostras de vinhos, de
todas as variedades e diferentes tempos de colheitas, a OTA também nao foi
detectada dentro do tempo de retengcdo quando verificado o padrao no método

utilizado, como mostra a figura 15, de uma das amostras analisadas.
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Figura 15 — Cromatograma de uma amostra de vinho negativa para a presenca
de OTA

As amostras tanto dos mostos quanto dos vinhos tiveram limites n&o
detectaveis de OTA, possivelmente devido a pouca maceragéo que tiveram, ja que

sofreram processo de vinificagdo em branco; portanto estiveram em contato com
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suas partes sélidas durante pouco tempo. Segundo Moruno (2002), a toxina
encontra-se principalmente nas cascas da uva, estando esta presente mais nos

vinhos tintos em relacao aos brancos.

Em relagdo a nado deteccdo de OTA nos mostos e vinhos, Otteneder &
Majerus (2000) citam que o suco de uva € mais contaminado que os vinhos, o qual
ha auséncia do processo de fermentacdo; mas concentracbes similares de
ocratoxina A foram observadas em suco de uva e vinho tinto, mostrando que a OTA
nao era degradada durante o processo de vinificagdao (ZIMMERLI & DICK, 1996).
Portanto, se ndo foi detectado OTA nos mostos analisados, dificilmente seria

encontrado nos seus respectivos vinhos.

Além disso, os vinhos sofreram processo de microvinificagdo, e conforme
Ratola et al. (2005), observou-se uma forte diminuicdo da concentragao de OTA no
vinho do Porto que sofreu processo de microvinificacao.

Outro fato da auséncia de OTA nos mostos e vinhos analisados pode ser
porque os fungos e podriddes presentes nas uvas danificadas ndo eram os fungos
causadores e produtores de OTA, pois o fato de que a uva seja ou ndo atacada por
fungos produtores de OTA, depende em grande parte de muitos aspectos
dificilmente controlaveis.

Em algumas regides geograficas € raro encontrar Aspergillius carbonarius,
enquanto que em outras, sua presenca € habitual. Por esta razdo, recentemente
estudos estdo analisando a microbiota fungica habitual no vinhedo a fim de poder
estabelecer o risco real de que se produza o desenvolvimento de um fungo produtor
de OTA (ROUSSEAU, 2004; SAGE et al., 2004).

Segundo Rosa et al. (2002), a diversidade fungica depende de varios fatores
como a variedade de uva, grau de maturagao e danos fisicos dos graos, das praticas
de viticultura e condigbes climaticas.

Ainda, Vanderlinde et al. (2005) afirmam que nas ultimas safras, os vinhos
brasileiros, principalmente os brancos n&o tiveram niveis muito altos de OTA e
muitos ndo atingiram os limites detectaveis de OTA, indicando que a presenga de
OTA esta relacionada diretamente as condicdes climaticas.

Além do mais, fatores como atividade de agua (a,), temperatura e umidade
sdo importantes para o desenvolvimento fungico e produgdo da micotoxina
(LILLEHOJ & ELLING, 1983; MAGAN & LACEY, 1988; RAMOS et al., 1998).



5 CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que:

Nao foi possivel estabelecer uma relagao direta entre a sanidade da uva com
o teor de Ocratoxina A dos mostos e dos vinhos provenientes das variedades

Gewadrztraminer, Chardonnay e Sauvignon Blanc da safra de 2006.

O teor de Ocratoxina A nos mostos e nos vinhos analisados nao foi detectado,
mesmo estes sendo microvinificados com uvas de diferentes condicbes de

sanidade, como ataques fungicos, de insetos, abelhas e vespas.

Nao se pode afirmar qual foi o ponto ideal de colheita da uva em relagao ao
seu nivel de maturacao, de sanidade e a composicao fisico-quimica do mosto

e do vinho, pois todas as uvas encontravam-se em boa maturacéo.

Todos os parametros fisico-quimicos analisados nos mostos e vinhos
encontraram-se dentro dos limites exigidos pela legislagdo para a produgéo
de vinhos ideais para consumo, indicando que independente da época de

colheita, a uva encontrava-se em seu ponto ideal de maturagio.



6 PERSPECTIVAS

Como perspectivas de continuidade deste trabalho, sugerimos que:

O teor de ocratoxina seja analisado em vinhos de outras safras, uma vez que
cada safra é particular, devido as diferentes condigbes climaticas, bem como
utilizar uvas de diferentes regides geograficas para vinificacdo, ja que a

localizagéo dos vinhedos é fator importante na determinagao de OTA.

Uma vez que foi analisado o teor de OTA em vinhos brancos, é relevante que
este estudo seja repetido, mas com uvas tintas, pelo fato de serem
maceradas com as suas partes solidas, onde se alojam os fungos e ficam

concentradas as micotoxinas produzidas.

Sabendo-se que os tipos de fungos sdo indicadores relevantes para a
producdo de OTA, seria bastante valido, nas préximas safras, isolar e analisar
qual é o tipo de fungo que ataca os vinhedos, se sdo os causadores de

ocratoxina ou nao.



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABARCA M.L.; BRAGULAT M.R.; CASTELLA G.; CABANES F.J. Ochratoxin A
production by strains of Aspergillus niger var. niger. Applied Environmental
Microbiology. v. 60, p. 2650-2652, 1994.

ABARCA, M.L.; BRAGULAT, M.R.; CASTELLA, G.; ACCENSI, F.; CABANES, F.J.
New ochratoxigenic species in the genus Aspergillus. Journal of Food Protection.
v. 60, p. 1580-1582, 1997.

BATITILANI, P.; PIETRI, A. Ochratoxin A in grapes and wine. European Journal of
Plants Pathology. v. 108, p. 639-643, 2002.

BATTILANI, P.; PIETRI, A.; BERTUZZI, T.; LANGUASCO, L.; GIORNI, P;
KOZAKIEWICZ, Z. Occurrence of ochratoxin A — producing fungi in grapes grown in
Italy. Journal of Food Protection. v. 66, p. 633-636, 2003.

BAU, M.; BRAGULAT, M.R.; ABARCA, M.L.; MINGUEZ, S.; CABANES, F.J.
Ochratoxigenic species from Spanish wine grapes. International Journal of Food
Microbiology. v. 98, p. 125-130, 2005.

BELLI, N.; MARIN, S.; DUAIGUES, A.; RAMOS, A.J.; SANCHIS, V. Ochratoxin A in
wines, musts and grape juices from Spain. Journal of the Science of Food and
Agriculture. v. 84, p. 591-594. 2004.

BENNETT, J.W.; KLICH, M. Mycotoxins. Clinical Microbiology Reviews. v. 16, n. 3,
p. 497-516. July 2003.

BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Lei n°® 10.970, de 12 de
novembro de 2004. Altera dispositivos da Lei n® 7.678, de 8 de novembro de 1988,
que dispde sobre a produgéo, circulacdo e a comercializacdo do vinho e derivados
da uva e do vinho, e da outras providéncias.

CABANES, F.J. Micotoxinas emergentes. Introduccion. Revista Iberoamericana de
Micologia. v. 17, p. 61-62, 2000.

CAMARGO, V.A. Uvas do Brasil. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria.
Embrapa - Centro Nacional de Pesquisa Uva e Vinho. Brasilia, 1994, 90p.

CASTEGNARO, M.; PLESTINA, R.; DIRHEIMER, G.;CHERNOZEMSKY, I.N,;
BARSTCH, H. Mycotoxins, Endemic Nephropathy and Urinary Tract Tumours. IARC
Scientific Publicatio. 115 (Lyon: International Agency for Research of Cancer),
1991.



66

CREPPY, E.E.; BAUDRIMONT, I.; ANNE, M. How aspartame prevents the toxicity of
ochratoxin A. Journal of Toxicological Sciences. 23 Suplemento. v. 2, p. 165-172,
1998.

DAI, J.; PARK, G.; PERRY, J.L,; ILICHEV, Y.; BOW, D.A.; PRITCHARD, J.B;
FAUCET, V.; PFOHL-LESZKOWICZ, A.; MANDERVILLE, R.A.; SIMON, J.D.
Molecular aspects of the transport and toxicity of ochratoxin A. Accounts Of
Chemical Research. v. 37, p. 874-881, 2004.

Diario Oficial de la Uniéon Europea. Reglamento n° 123/2005 de la Comisién de las
Comunidades Europeas, 28/01/2005.
Disponivel em: <http://www.cde.ua.es/cde/doce.htm> Acesso em: 17 ago 2006.

FERNANDES, A.; VENANCIO, A.; MOURA, F.; GARRIDO, J.; CERDEIRA, A. Fate
of ochratoxin A during a vinification trial. Aspects in Applied Biology. v. 68, p. 73-
80, 2003.

FESTAS, |.; HERBERT, P; SANTOS, L.; CABRAL, M.; BARROS, P.; ALVES, A.
Ochratoxin A in some portuguese wines: method validation and screening in Port
wine an Vinho Verde. American Journal of Enology and Viticulture. v. 51, n. 2, p.
150-154, 2000.

FILALI, A.; OUAMMI, L.; BETBEDER, A.M.; BAUDRIMONT, I.; SOULAYMANI, R.;
BENAYADA, A.; CREPPY, E.E. Ochratoxin A in beverages from Morocco: a
preliminary survey. Food Additives and Contaminants. v. 18, n. 6, p. 565-568,
2001.

FLANZY, C. (Coord.). Enologia: Fundamentos Cientificos y Tecnolégicos.
Ediciones Mundi-Prensa. 12 ed. 2000, 783p.

FLORES, C.A.; MANDELLI, F.; FALCADE, I.; TONIETTO, J.; SALTON, M.A;
ZANUS, M.C. Vinhos de Pinto Bandeira: caracteristicas de identidade regional para
uma Indicagado Geografica. Circular Técnica. n. 55. Dez. 2005.

FRISVAD, J.C. Physiological Criteria and Mycotoxin Production as Aids in
Identification of Common Asymmetric Penicillia. Applied and Environmental
Microbiology. v. 41, p. 568-579, 1981.

FRISVAD, J.C.; FILTENBORG, O. Classification of terverticillate penicillia based on
profiles of mycotoxins and other secondary metabolites. Applied and
Environmental Microbiology. v. 46, p. 1301-1310, 1983.

GIOVANNINI, E. Producgao de Uvas: para vinho, suco e mesa. Editora Renascenca.
22, Edigao, 2005, 368p.

GUERRA, C.C.; MANDELLI, F.; TONIETTO, J.; ZANUS, M.C.; CAMARGO, U.A.
Conhecendo o essencial sobre uvas e vinhos. Bento Goncalves: Embrapa Uva e
Vinho, 2005. (Embrapa Uva e Vinho. Documentos, 48).



67

GUERRA, C.C.; ZANUS, M.C. Uvas Viniferas para Processamento em Regides
de Clima Temperado - Maturacéo e Colheita. Disponivel em:
<http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Uva/UvasViniferasRegi
oesClimaTemperado/colheita.htm>. Acesso em 10 out. 2006.

HIDALGO, L. Tratado de Viticultura General. 2 ed Madri: Mundi-Prensa, 1999,
1172p.

HOCKING, A.D.; VARELIS, P.; PITT, J.I.; CAMERON, S.F.; LEONG, S.L.L.
Occurrence of ochratoxin A in Australian wine. Australian Journal of Grape and
Wine Research. v. 9, p. 72-78, 2003.

IBRAVIN, Instituto Brasileiro do Vinho. 2006: Disponivel em
<http://www.ibravin.org.br>. Acesso em: 20 set. 2006.

JECFA (Joint Expert Commitee on Food Additives). Safety evaluations on certain
mycotoxins in food. WHO Food Additives Series 47, 2001. Disponivel em:
<http://www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v47je01.htm>. Acesso em: 17 ago.
2006.

JELEN, H.H.; GRABARKIEWICZ-SZCZESNA, J. Volatile Compounds of Aspergillus
Strains with Different Abilities To Produce Ochratoxin A. Journal of Agricultural and
Food Chemistry. v. 53, p.1678-1683, 2005.

JOOSTEN, H.M.L.J.; GOETZ, J.; PITTET, A.; SCHELLENBERG, M.; BUCHELI, P.
Production of ochratoxin A by Aspergillus carbonarius on coffee cherries.
International Journal of Food Microbiology. v. 65, p. 39-44, 2001.

LARSEN, T.0.; SVENDSEN, A.; SMEDSGAARD, J. Biochemical Characterization of
Ochratoxin  A-Producing Strains of the Genus Penicillium. Applied and
Environmental Microbiology. v. 67, p. 3630-3635, 2001.

LILLEHOJ, E.S.; ELLING, F. Environmental conditions that facilitate ochratoxin
contamination of agricultural commodities. Acta Agricultural Scand. v.33, p. 113-
128, 1983.

LO CURTO, R.; PELLICANO, T.; VILASI, F.; MUNAFO, P.; DUGO, G.; Ochratoxin A
occurrence in experimental wines in relationship with different pesticide treatments
on grapes; Food Chemistry. v. 84, p. 71-75, 2003.

MACDONALD, S.; WILSON, P.; BARNES, K.; DAMANT, A.; MASSEY, R.; MORTBY,
E.; SHEPHERD, M.J. Ochratoxin A in dried vine fruit: method development and
survey. Food Additives and Contaminants. v. 16, p. 253-260, 1999.

MAGAN, N.; LACEY, J. Ecological determinants of mould growth in store grain.
International Journal of Food Microbiology. v. 7, p. 245-256, 1988.

MANDELLI, F. Comportamento Meteorolégico e sua Influéncia na Vindima 2006 na
Serra Gaucha. Comunicado Técnico. n. 67. Jul. 2006.



68

MANDELLI, F.; ZANUS, M.C. O clima e a safra viticola. In: Guerra, C.C.; Mandelli,
F.; Tonietto, J.; Zanus, M.C.; Camargo, U.A. Conhecendo o essencial sobre uvas e
vinhos. Bento Gongalves: Embrapa Uva e Vinho, 2005. p. 31-37 (Documento 48).
2005.

MELLO, L.M.R. de. Produgao e Comercializagcdo de Uvas e Vinhos: Panorama
2004. Artigos Técnicos. 2005. Disponivel em:
<http://www.cnpuv.embrapa.br/publica/artigos/panorama2004-producao.pdf>.
Acesso em: 12 ago. 2006.

MELLO, L.M.R. de. Produgao e Comercializagcdo de Uvas e Vinhos: Panorama
2005. Artigos Técnicos. 2006. Disponivel em:
<http://www.cnpuv.embrapa.br/publica/artigos/panorama2005-producao.pdf>.
Acesso em: 25 set. 2006.

MORUNO, E. G. La determinacién de la Ocratoxina A en la uva y en los cultivos de
hongos. Bulletin O.1.V.; n. 1170. mar. 2002.

MOSS, M.O. Mode of formation of ochratoxin A. Food Additives and
Contaminants. v. 13, Supplement, p. 5-9, 1996.

OBRIEN, E.; DIETRICH, D.R. Ochratoxin A: the continuing enigma. Critical
Reviews in Toxicology. v. 35, p. 33-60. 2005.

Office International de la Vigne et du Vin (O.l.V.). Recueil dés méthodes
internationales d’analyse des vins et des modts. Paris: O. |. V., 1990. 368p.

Office International de la Vigne et du Vin (O.1.V.). Determination de L'Ochratoxine
A par colonne d'immunoaffinite, Resolution Oeno 16/2001. Paris, France, 2001.

Office International de la Vigne et du Vin (O.l.V.). Reduction de L’Ochratoxine A
dans les Vins, Resolucion CST 1/2002. Paris, France, 2002.

OSPITAL, M. ; CAZABEIL, J.M.; BETBEDER, A.M. ; TRICARD, C.; CREPPY, E.E. ;
MEDINA, B. L'ochratoxine A dans les vins. Office International de la Vigne et du
Vin. Feuillet Bleu 45. 1998.

OTTENEDER, H.; MAJERUS, P. Occurrence of ochratoxin A (OTA) in wines:
influence of the type of wine and its geographical origin Food Additives and
Contaminants. v. 17, n. 9, p.793-798, 2000.

OUGH, C.S.; Tratado basico de enologia. Zaragoza: Acribia, 1992.

PEYNAUD, E. Enologia practica. Conocimiento y elaboraciéon del vino. 3ed.
Ediciones Madrid: Mundi-Prensa. 1999. 406p.

PETZINGER, E.; WEIDENBACH, A. Mycotoxins in the food chain: the role of
ochratoxins. Livestock Production Science. v. 76, p. 245-250, 2002.



69

PIETRI, A.; BERTUZZI, T.; PALLARONI, L.; PIVA, G.; Occurrence of ochratoxin A in
Italian Wines. Food Additives and Contaminants. v. 17, n. 7, p. 647-654, 2001.

PITT, J.l. Penicillium viridicatum, Penicillium verrucosum, and production of
ochratoxin A. Applied and Environonmental Microbiology. v. 53, p. 266—269,
1987.

RAMOS, A.J.; LABERNIA, N.; MARIN, S.; SANCHIS, V.; MAGAN, N. Effect of water
activity and temperature on growth and ochratoxin production by three strains of
Aspergillus ochraceus on a barley extract medium and on barley grains.
International Journal of Food Microbiology. v. 44, p. 133-140, 1998.

RATOLA, N., MARTINS, L.; ALVES, A. Ochratoxin A in wines-assessing global
uncertainty associated with the results. Analytica Chimica Acta. v. 513, p. 319-324,
2004.

RATOLA, N.; ABADE, E.; SIMOES, T.; VENANCIO, A; ALVES, A. Evolution of
ochratoxin A content from must to wine in Port Wine microvinification. Analytical and
Bioanalytical Chemistry. v. 382, p. 405-411, 2005.

RIBEREAU-GAYON, P.; DUBOURDIEU, D.; DONECHE, B.; LONVAUD, A., Tratado
de Enologia. Vol 1. Microbiologia del vino. Vinificaciones. Buenos Aires:
Hemisferio Sur, 1ed. 2003, 655p.

ROMBALDI, C.V.; BERGAMASQUI, M.; LUCCHETTA, L.; ZANUZO, M.; SILVA, J.A.
Produtividade e qualidade de uva, cv. Isabel, em dois sistemas de producéo.
Revista Brasileira de Fruticultura. v. 26, n. 1, 2004.

ROSA, C.A.R.; PALACIOS, V.; COMBINA, M.; FRAGA, M.E.; REKSON, A.O;
MAGNOLI, C.E.; DALCERO, A.M. Potential ochratoxin A producers from wine grapes
in Argentina and Brazil. Food Additives and Contaminants. v. 19, n. 4, p. 408-414,
2002.

ROUSSEAU, J. Ochratoxin A in wines; Current knowledge. Second part : Mycotoxins
and wine. Vinidea. v. 5, p. 1-5, 2004.

SAGE, L.; KRIVOBOK, S.; DELBOS, E.; SEIGLE-MURANDI, F.; CREPPY, E.E.
Fungal flora and ochratoxin A production in grapes and musts from France. Journal
of Agricultural and Food Chemistry. v. 50, p. 1306-1311, 2002,

SAGE, L.; GARON, D.; SEIGLE-MURANDI, F.; Fungal Microflora and Ochratoxin A
risk in French Vineyards. Journal of Agricultural and Food Chemistry. v. 52, p.
5764-5768, 2004.

SATO,G.S. Panorama da Viticultura no Brasil. Informagdes Econémicas, v. 30, n.
11, nov. 2000.

SERRA, R.; ABRUNHOSA, L.; LIMA, N.; VENANCIO, A. Ochratoxin a risk
assesment in portuguese wines: A one-year case study. XXVlleme Congrés



70

Mondial de la Vigne et du Vin et 82éme Assemblée Générale de |I'Office International
de la Vigne et du Vin (O.1.V.), Bratislava, 2002.

SERRA, R. Micoflora das Uvas Portuguesas e seu Potencial para a
Contaminacgao das Uvas com Micotoxinas, com Destaque para a Ocratoxina A.
2005. 399f. Dissertacdo (Doutorado em Engenharia Quimica e Biologica) —
Universidade do Minho, Portugal, 2005.

SHEPHARD, G.S.; FABIANI, A.; STOCKENSTROM, S.; MSHICILELI, N.; SEWRAM,
V. Quantitation of ochratoxin A in South African wines. Journal of Agricultural and
Food Chemistry. v. 51, p. 1102-1106, 2003.

SOUFLEROS, E.H.; TRICARD, C.; BOULOUMPASI, E.C. Occurrence of ochratoxin
A in Greek wines. Journal of Agricultural and Food Chemistry. v. 83, p. 173-179,
2003.

STEFENAKI, I.; HALD, B.; MANTLE, P.G. Ochratoxin A concentrations in Greek
domestic wines and dried vine fruits. Food Additives and Contaminants. v. 20, p.
74-83, 2003.

STOEV, S.D.; DJUVINOQOV, D.; MIRTCHEVA, T.; PAVLOV, D.; MANTLE, P. Studies
on some feed additives giving partial protection against ochratoxin A toxicity in
chicks. Toxicology Letters. v. 135, p. 33-50, 2002.

TATEO, F.; BONONI, M.; LUBIAN, E. Survey on Ochratoxin A in wines. Data
concerning the market of table wines in brik; Bulletin O.L.V.; v. 73, n. 837-838, p.
772-783, 2000.

TJAMOS, S.E.; ANTONIOU, P.P.; KAZANTZIDOU, A.; ANTONOPOULOS, D.F,;
PAPAGEORGIOU, I.; TIAMOS, E.C. Aspergillus niger and Aspergillus carbonarius in
Corinth Raisin and Wine-Producing Vineyards in Greece: Population Composition,
Ochratoxin A Production and Chemical Control. Journal of Phytopathology. v. 152,
p. 250-255, 2004.

UENO, Y.; KAWAMURA, O.; SUGIURA, Y.; HORIGUCHI, K.; NAKAJIMA, M.;
YAMAMOTO, K.; SATO, S. Use of monoclonal antibodies, enzyme-linked
immunosorbent assay and immunoaffinity column chromatography to determine
ochratoxin A in porcine sera, coffee products and toxin-producing fungi. IARC
Scientific Publications. v. 115, p. 71-75, 1991.

URBANO, G. R.; TANIWAKI, M. H.; LEITAO, M. F.; VICENTINI, M. C. Occurrence of
ochratoxin A-producing fungi in raw Brazilian coffee. Journal of Food Protection. v.
64, p. 1226-1230, 2001.

UVIBRA, UNIAO BRASILEIRA DE VITIVINICULTURA. Producido de Uvas,
Elaboracao de Vinhos e Derivados (1998-2006). Disponivel em:

< http://www.uvibra.com.br/pdf/comercializacao2000a2005.pdf>. Acesso em: 20 set.
2006.




71

VANDERLINDE, R.; PEDRUZZI, |.; DUTRA, S.V.; ADAMI, L.; MARCON, AR.;
BOSCATO, G.M. ; ORLANDIN, A. Ocratoxina A em vinhos e sucos de uva; In: X
CONGRESSO LATINO-AMERICANO DE VITICULTURA E ENOLOGIA... Anais...
Bento Gongalves-RS, Brasil, 2005. p. 337.

VARGA, J.; RIGO, K.; TEREN, J. Degradation of ochratoxin A by Aspergillus
species. Journal of Food Microbiology. v. 59, p. 1-7, 2000.

VISCONTI, A.; PASCALE, M.; CENTONZE, G. Determination of ochratoxin A in wine
by means of immunoaffinity column clean-up and high-performance liquid
chromatography. Journal of Chromatography A. v. 864, p. 89-101, 1999.

VOGT, E.; JACOB, L.; LEMPERLE, E.; WEISS, E. El vino: obtencién, elaboracion y
analisis. Zaragoza: Acribia, 1984. 294p.

ZIMMERLI, B.; DICK, R. Determination of ochratoxin A at the ppt level in human
blood, serum, milk and some foodstuffs by high-performance liquid chromatography
with enhanced fluorescence detection and immunoaffinity column cleanup:
methodology and Swiss data. Journal of Chromatography B. v. 666, p. 85-99,
1995.

ZIMMERLLI, B.; DICK, R. Ochratoxin A in table wine and grape-juice: occurrence and
risk assessment. Food Additives and Contaminants. v. 13, n. 6, p. 655-668, 1996.



8 ANEXOS



'9002/.0 ‘seAjeduog ojuag 'Sy op einynouby ep euejasoas @ vINLINDINIALLIA 3d VHIZTSYYE OYINN - VHdIAN :8juo4

265'28L°9/Z LES'9E0°'SZE 891°881°80% 8L6'SSE'TET SOL LV6'6EE 6SL°LLS'96Z OLL'LL6'ZLE T8Y'SOE'LLE OLL'LLEELZ| (SOa)) SopeAlag
@ SOYuIA 9p |ejo)

689°CLG'6G 10C'C0S'€S 9/2'¢C6'LS 8809GL'6¢ 6€L9¥98y P¥C0'98Y'CE G6.°189CYy 6091568 L£G'.6G'8C sopeAliag

€98°69¢°LLC 0€€VES'LLZ C68'798°9GE 0€8°661°E0C 996°00€°L6C SEL'L60°CIZ SLE'GEC'6CE €LL°1SECLE €LS'ELLV8L |(soul)) soyuip-[elo]

188'G/0°G8) ¢CEV'LE0°9CC ¥8C'CI6°ELE G¥6'08C'6LL OV.L GY96SC 8SY'CE6'8¢C 9.G°GC0°€LC 911.°0C5°9CC €v6'¥L80GL | sSunwo) SOYUIA

9/6'¢61°CE 868'96V'GY 809C06Cy G88'8L6'E€C 9CC'GG9'LE LLC6GLVE 6€L60C°9G L6V0€8'GY (0E€9'868'EE | SBIJUIA SOYUIA

89G°GE9°ECY V66'9YC°E6Y 168°686'8LS 0S0°CLL'E8E GSS'86EV.Y 880°860°9€y SG0°LSL°LES 6CE'99C°Levy LLT'LLIIELE| (By) sean-|jejol

LCL'6€0°L9€ 6V.°L€9°CCY C0L'96E9LS LLOVP.L 6EC €G8°CEQ'9CY 661°¢6298€ 990861 Lyy 901'88G°89€ 9G8°1L06°L9¢ sunwo) seAn
Ly¥'96G°99 G¥C'609'0L <6.°€69¢C9 616,9€°€y <¢0L°G9.°Ly 68860867y 68685V, €C6°L.98G LEV'69.L°GY SBJIJIUIA SeAN

9002 5002 y002 £002 2002 1002 0002 6661 geg | SONv/Solnaoud

"(9002-8661) sopeAlIaQq @ soyulA ap oedeloqe|3 ‘seAn ap oednpoid — ¥ OX3ANV L'8

€.



74

8.2 ANEXO B

RESOLUCION CST 1-2002

REDUCION DE OCRATOXINA A EN LOS VINOS
LA ASAMBLEA GENERAL,

segun propuesta del Comité Cientifico y Técnico, una vez tomado conocimiento de
los datos de la Comision “Viticultura”®, del Grupo de expertos “Tecnologia del vino”,
de la Subcomision “Vino, Nutricién y Salud” y de la “Subcomision Convencional de
los Métodos de Analisis y de Apreciacion de los Vinos” relativos a la ocratoxina A,

CONSIDERANDO que esta toxina ha sido objeto de una evaluacién toxicoldgica por
parte del Comité mixto de expertos FAO/OMS acerca de los aditivos alimentarios
(JECFA) en su 56% sesion y que ha sido fijada en esa oportunidad una dosis de
ingestion semanal tolerable provisoria de 100 ng/kg de peso corporal;

CONSTATANDO que en ciertos casos se observa la presencia de ocratoxina A en
numerosos alimentos, incluidas las uvas,

CONSIDERANDO que el desarrollo de las especies de hongos responsables de la
presencia de ocratoxina A tiene lugar en las uvas de los vifiedos.

PIDE que los contenidos de ocratoxina A en los vinos sean establecidos a un nivel
tan bajo como sea tecnolégicamente realizable,

DECIDE fijar para los vinos obtenidos a partir de la cosecha 2005 un contenido
maximo en ocratoxina A de 2ug/L.

PIDE que sean examinadas desde ahora las condiciones para la reducion de este
contenido maximo teniendo en cuenta los datos tecnoldgicos y toxicolégicos para
permitir su ulterior revision.

RECOMIENDA a los Estados miembros que continden la investigacion sobre las
medidas de prevencion y de proteccion adecuadas para evitar la formacion y el
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desarrollo de la ocratoxina A en las uvas de los vifiedos, asi como sobre las
practicas que deben ponerse en obra para reducir la presencia de esta toxina en las
uvas, los vinos y los otros productos derivados de las uvas; continuar las
investigaciones en el plano de la toxicologia y, en particular, poner en marcha los
trabajos cientificos apropiados relativos a la matriz vino;

RECOMIENDA que la OIV establezca un cédigo de buenas practicas vitivinicolas
para limitar al maximo la presencia de ocratoxina A en los productos derivados de la
vifa.

Declaracion de Finlandia

“Finlandia lamenta que la Asamblea general no se haya puesto de acuerdo para fijar
un limite maximo de dos microgramos de Ocratoxina A por litro en los vinos ya a
partir del afio 2002.”
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8.3 ANEXO C

Diario Oficial de la Unién Europea

L 25/3

REGLAMENTO (CE) N° 123/2005 DE LA COMISION
de 26 de enero de 2005

por el que se modifica el Reglamento (CE) n® 466/2001 con respecto a la ocratoxina A

(Texto pertinente a efectos del EEE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Visto el Reglamento (CEE) n” 315/93 del Consejo, de 8 de
febrero de 1993, por el que se establecen procedimientos co-
munitarios en relacién con los contaminantes presentes en los
productos alimenticios ('), y, en particular, el apartado 3 de su
articulo 2,

materia de examen cientifico de las cuestiones relaciona-
das con productos alimenticios (°), se ha evaluado la in-
gesta alimenticia de ocratoxina A por parte de la pobla-
cion de la Comunidad. Los cereales y los productos a
base de cereales son los que mds contribuyen a la expo-
sicidén a la ocratoxina A. El vino, el café v la cerveza
contribuyen significativamente a dicha exposicion. Las
uvas pasas ¥ el zumo de uva contribuyen de manera
importante a la exposicion de determinados grupos vul
nerables de consumidores, por ejemplo los nifios.

Considerando lo siguiente: {5 El Reglamento (CE) n® 466/2001 ha fijado el contenido
mdximo de ocratoxina A para los cereales, los productos
a base de cereales y las uvas pasas. El contenido de
{1 El Reglamento (CE) n® 4662001 de la Comisién (3, fija ocratoxina A en la cerveza estd indirectamente contro-
el contenido mdximo de determinados contaminantes en lado, ya que en este producto la ocratoxina A tiene su
los productos alimenticios. origen en la presencia de esta micotoxina en la malta,
para la que se ha establecido un limite mdximo. En con-
secuencia, no es urgente establecer un limite maximo de
{2)  Con arreglo al Reglamento (CE) n® 4662001, la Comi- ocratoxina A en la cerveza para proteger la salud pablica,
sion revisard las disposiciones con respecto a la ocrato- pero deberd considerarse en el contexto de la revisidn
xina A en las uvas pasas y con vistas a la inclusion de un prevista.
limite mdximo aplicable a la ocratoxina A contenida en
el café verde y tostado y los productos a base de café, el
vino, la cerveza, el zumo de uva, el cacao y los productos 6) En vista de 1 tribucién sienificativa del vi [ café
del cacao, y las especias, atendiendo a las investigaciones () n vista de fa contripuclon signiticativa el vino y el cate
AT o) Py e TR I o b ot T tostado, asi como del café soluble, a la exposicion hu-
realizadas j p p p .
- . A . mana a la ocratoxina A, y la del zumo de uva a la
cir la presencia de ocratoxina A en dichos productos. oA . g . .
exposicién de los nifios a esta micotoxina, procede fijar,
ya en esta fase, limites mdximos para estos productos a
(3 El Comité cientifico de la alimentaciéon humana sefald en fin de proteger _Ia Sﬂ'_“?l publica _ewtandu la dlstribuc!c:m
i su dictzmen sobre la ocratoxina A, emitido e 17 de de productos alimenticios con niveles de contaminacidn
septiembre de 1998, que dicha sustancia es una micoto- inaceptablemente altos.
xina con propiedades carcindgenas, nefrotéxicas, terato-
genas, inmunotdxicas y, posiblemente, neurotdxicas. El
Comité indicd tmbién que se estin realizando nuevos {7}~ También se ha constatado la presencia de ocratoxina A
estudios para aclarar los mecanismos implicados en la en las uvas pasas, el cacao y los productos del cacao, las
carcinogenicidad de la ocratoxina A. Se prevé que el especias y el regaliz. La conveniencia de fijar un conte-
proyecto de investigacion europeo sobre los mecanismos nido miximo de ocratoxina A en estos productos ali-
de la carcinogenicidad inducida por la ocratoxina A se menticios, incluido el café verde, asi como la revisién
concluird como muy tarde a finales de 2004. Cuando se de los niveles mdximos actuales se estudiarin cuando
disponga de los resultados completos de la investigacion, se disponga de la evaluacion de la EFSA sobre los resul-
la Comisién pedird a la Autoridad Europea de Seguriglad tados de la investigacion relativa a la toxicologia de la
Alimentaria (EFSA) que actualice el dictamen cientifico ocratoxina A.
del Comité cientifico de la alimentacion humana en fun-
cién de los nuevos resultados.
(8} Debe modificarse por lo tanto el Reglamento (CE) n®
(4) En el marco de la Directiva 93/5/CEE del Consejo, de 25 4662001 en consecuencia.
de febrero de 1993, relativa a la asistencia a la Comisién
por parte de los Estados miembros y a su cooperacién en
{9 Las medidas previstas en el presente Reglamento se ajus-

'y DO L 37 de 13.2.1993, p. 1. Reglamento modificado por el Regla-

tan al dictamen del Comité permanente de la cadena

mento (CEp n° 1882(2003 del Parlamento Europeo v del Consejo
DO L 284 de 31.10.2003, p. 1).

p DO L 77 de 16.3.2001, p. 1. Reglamento cuya altima modificacion
la constituye o Reglamento (CE) n® 6842004 (DO L 106 de
15.4.2004, p. 6).

alimentaria y de sanidad animal.

() DO L 52 de 43,1993, p. 18, Dircctiva modificada por el Regla-
mento (CE) n® 1882(2003 del Padamento Europeo y del Consejo.
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HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:

Articulo 1

El Reglamento (CE) n® 466/2001 quedard modificado como
sigue:

1) La letra b) del apartade 2 del articulo 4, «y 2.2.2+ se susti-
tuird por +2.2.2, 2.2.3, 22.4 y 2.2.5..

2) El apartado 2bis del articulo 5, se sustituird por el texto
siguiente:

«2, bis.  Sobre la base de una determinacion del riesgo
actualizada de la ocratoxina A efectuada por la EFSA y
teniendo en cuenta las medidas preventivas aplicadas para
reducir el contenido de ocratoxina A, la Comision revisard lo
dispuesto en el punto 2.2 de la seccién 2 del anexo [ para el
30 de junio de 2006 a mds tardar. Dicha revision se referird
en particular al contenido mdximo de ocratoxina A de las
uvas pasas y el zumo de uva y considerard el establecimiento
de un limite mdximo de esta micotoxina en el café verde, los
frutos secos distintos de las uvas pasas, la cerveza, el cacao y
los productos del cacao, los vinos de licor, la carne y los
productos cdrnicos, las especias y el regaliz.

A tal fin, los Estados miembros y las partes interesadas
deberdn comunicar cada afo a la Comision los resultados
de las investigaciones realizadas y los avances registrados en
la aplicacidon de medidas preventivas para evitar la contami-
nacién por ocratoxina A. La Comisién difundird estos resul-
tados entre los Estados miembros.»,

3) El anexo | quedard modificado de conformidad con el anexo

del presente Reglamento.

=

Articulo 2

El presente Reglamento entrard en vigor el vigésimo dia si-
guiente al de su publicacién en el Diario Ofidal de la Unidn
Europea.

Se aplicard a partir del 1 de abril de 2005.

El presente Reglamento no se aplicard a los productos comer-
cializados antes del 1 de abril de 2005 de conformidad con las
disposiciones aplicables. La carga de la prueba relativa a cuindo
se han comercializado los productos recaerd sobre el operador
econdmico de la empresa alimentaria.

El presente Reglamento serd obligatorio en todos sus elementos y directamente aplicable en

cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, 26 de enero de 2005.

Por la Comisidn
Markos KYPRIANOU
Miembro de la Comisidn
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ANEXO

En el anexo I, seccion 2 (Micotoxinas), el punto 2.2 (Ocrtoxina A) se sustituird por el texto siguiente:

Ocramxir.la - Méodo de toma de Méwodo de andlisis de
Producios conienido ;
= mestras referencia
mdximo

«2.2.  OCRATOXINA A

221, Cereales (incluido el arroz y el alforfon) y productos derivados de los
Mmismos

2.2.1.1. Cereales en grano sin transformar (incluido el arroz sin transformar y el 5.0 Dhirectiva 2002 /26/CE Directiva 2002/26/CE
alforfin) de la Comision ()

2.2.1.2. Productos derivados de los cereales (incluidos los productos transforma- 3,0 Directiva 200226/CE | Directiva 2002(26/CE
dos a base de cereales y los cereales en grano destinados al consumo
humano directo)

222, Uvas pasas (pasas de Corinto, sultanas y otras variedades de pasas) 10,0 Directiva 2002(26(/CE | Directiva 2002{26/CE

223, — Café tostado en grano y café tostado molido, con excepeidn del café 5,0 Directiva 2002(26/CE | Directiva 2002{26/CE

soluble
— Café soluble (café instantineo) 10,0

224, — Vino (tinto, blanco v rosado) () y otras bebidas a base de vino yfo 2,00 Directiva 200226/CE | Directiva 2002(26/CE

mosto de uva (™)

225, — Zumo de uva, ingredientes de zumo de uva en otras bebidas, in- 2,00 Directiva 2002(26(/CE | Directiva 2002({26/CE

cluido el néctar de fruta v el zumo de uva concentrado reconsti-
tuido ()

— Muosto de uva y mosto de wva concentrado reconstituido, destinados 2,00 Dhirectiva 2002 /26/CE Directiva 2002/26/CE
al consumo humano directo (™"}

22.6. Alimentos eaborados a base de cereales y alimentos infantiles para 0,50 Directiva 200226/CE | Directiva 2002(26/CE
lactantes y nifios de corta edad (™)

227, Alimentos dietéticos destinados a wsos médicos especiales () dirigi- 0,50 Directiva 2002(26(CE | Directiva 2002(26/CE
dos especificamente a los lactantes

228, Café verde, frutos secos distintos de las uvas pasas, cerveza, cacao y —
productos del cacao, vinos de licor, productos cirnicos, especias y re-
galiz

*) DO L 75 de 16.3.2002, p. 38, Directiva cuya dltima modificacion la constituye la Directiva 2004 /43(CE (DO L 113 de 20.4.2004, p. 14).

"% Vinos, induidos los vinos espumosos, pero excluidos los vinos de licor y los vinos con un grado alcohdlico volumérico no inferior al 13% wol., tal como se
definen en el Reghmento (CE} n® 1493/1999 (DO L 179 de 14.7.1999, p. 1}, ¥ los vinos de fruta.

** Vinos aromatizados, bebidas aromatizadas a base de vino y coceles aromatizados de productos vitivinicolas, 1al como se definen en el Reglamemo (CEE}
n® 160191 del Consejo (DO L 149 de 146.1991, p. 1). H contenido méximo de ocratoxina A aplicable a estas bebidas estd en funcién de la proporcion de
vine ylo mosto de uva presente en el producto acabado.

feeee El contenido mdximo se aplica a los productos procedentes de la cosecha de 2005 en adelane.

(o) Zumos de fras, incluidos los zumos de frutas a base de concentrado, los zumos de frutas concentrados w el néctar de frutas, 1al como se definen en los anexos 1 y
2 de la Directiva 2001/112/CE del Consejo, de 20 de diciembre de 2001, relativa a los zumos de fruas v otros productos similares destinados a la alimemacion
humana (DO L 10 de 12.1.2002, p. 38), v los productos derivados de la uva.

(%) Alimentos elaborados a base de cereales v alimentos infantiles para hotantes y nifios de cora edad, 1l como se definen en el arniculo 1 de la Directiva 96/5|CE de
la Comision, de 16 de febrero de 1996, relitiva a los alimentos elaborados a base de cereales y alimentos infamiles para lactamtes y nifios de corta edad (DO L 49
de 2821996, p. 17). Directiva cuya ilima modificacion la constituye b Directiva 2003(13/CE (DO L 41 de 14.2.2003, p. 33
El contenido mdximo relativo a los alimenios elaborados a base de cereales v los alimentos infamiles para lactamies y niftos de corta edad se refiere a la materia seca,
que se determina con arreglo a lo dispuesio en la Directiva 2002/26/CE.

(e Alimentos dietéticos destinados a usos médicos espediales, 1al como se definen en el apariado 2 del articulo 1 de la Directiva 1999/21/CE de la Comision, de 25 de

marzo de 1999, sobre alimentos dietéticos destinados a usos médicos especiales (DO L 91 de 7.4.1999, p. 29).

El contenido méximo relativo a los alimentos dietéticos para usos médicos especiales dirigidos especificamente a los lactantes se refiere:

— en el caso de la leche y los productos ldceos, a los productos listos para el consumo (comercializados como tales o reconstituidos de acuerdo con las
instrucciones del fabricante),

— en el caso de los productos distintos de la leche v los productos liceos, a la materia seca, que se determina con arreglo a lo dispuesto en b Directiva

2002/26/CE...
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UVA E VINHO

BENTO GONCALVES - RS

Fevereiro de 2006
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DADOS METEOROLOGICOS

ESTAGAO AURORA - PINTO BANDEIRA

Coordenadas Geograficas: Latitude- 29° 07' 16" S ; Longitude- 51° 26' 4" W ; Altitude- 725 m

Variavel | Temperatura Temperatura Temperatura Umidade Precipitacao

Dia Maxima Minima Média do Ar Pluviométrica
1 31,2 16,8 22,6 70 0,0
2 31,9 18,3 23,8 67 0,0
3 34,5 19,6 25,6 68 0,0
4 34,8 20,8 26,2 51
5 31,0 20,3 23,4 74
6 26,3 19,1 21,3 93 8,0
7 25,8 17,2 20,0 69 10,4
8 26,4 14,0 19,0 79 0,0
9 26,1 15,9 20,1 74 0,0
10 25,0 15,9 18,7 68 0,0
1 25,2 13,9 19,1 72
12 28,9 17,0 21,7 75
13 26,9 16,8 21,0 77 0,0
14 28,2 17,0 21,7 67 0,0
15 27,3 18,1 21,2 76 0,0
16 22,1 17,9 19,4 95 8,4
17 26,8 17,9 20,9 80 5,6
18 27,4 16,3 21,2 75
19 27,1 18,1 20,9 82
20 25,8 18,7 21,2 90 9,0
21 26,9 16,2 20,0 86 15,0
22 27,4 16,9 21,2 65 0,0
23 29,1 16,3 21,6 72 0,0
24 25,0 17,1 19,4 80 24
25 17,6 12,8 15,6 91
26 242 15,0 18,2 78
27 26,6 13,4 19,3 62 13,0
28 30,0 15,2 21,6 55 0,0

MES 27,3 16,9 20,9 75 71,8

Obs: A auséncia de alguns dados de precipitagcéo, refere-se a sabados, domingos, feriados ou
impossibilidade de coleta. A quantidade total ocorrida é a registrada no dia posterior.

Estes dados ainda n&o se encontram disponiveis ao publico.




