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RESUMO

As micotoxinas sao metabolitos secundarios produzidos, por varias espécies de fungos. E
representam um elevado risco para a saude publica, mas também um impacto bastante

negativo na economia dos paises, devido ao seu aparecimento em diversos alimentos.

A OTA é considerada a ocratoxina mais toxica, e é produzida por diferentes espécies de
fungos, dos géneros Aspergillus e Penicilllum. A sua presenga foi verificada em diversos
alimentos, como € o caso, dos cereais, graos de café, frutos secos, ovos, animais, cerveja e

vinho.

A importancia de verificar o nivel de contaminagao destes alimentos, bem como a exposigao
a que a populagao humana esta sujeita, prende-se com o facto desta micotoxina ter elevada
toxicidade. Estudos realizados demostram que a OTA tem atividade hepatotoxica,
nefrotdxica, teratogénica, imunotoxica e carcinogénica em varias espécies animais, e segundo
a Agéncia Internacional para a Pesquisa do Cancro (IARC), é classificada como possivel
carcinogéneo humano (Grupo 2B). Relativamente ao vinho, sendo uma das bebidas alcodlicas
mais consumidas em Portugal e das principais fontes de exposicao humana a OTA, é

essencial a realizagao de mais estudos de monotorizagao e exposigao.

Neste estudo, a metodologia analitica devidamente validada, resumiu-se a inje¢ao direta das
amostras filtradas, em que a detegao e quantificagao foram realizadas por cromatografia

liquida de alta eficiéncia com detegao de florescéncia (HPLC/FD).

Relativamente a linearidade da OTA, em fase moével, entre 0,24 e 4,0 pg/L, R?>=0,9983, em
matriz de vinho branco R’=0,9998, entre 0,24 e 4,0 pg/L, e em matriz de vinho tinto
preparada entre 0,24 e 6,0 pg/L, R>=0,9974. Os limites de detecio foram 0,0757 e 0,3884
pg/L para vinho branco e tinto, respetivamente. E o limite de quantificagao foi de 0,2293 pg/L

para a matriz de vinho branco e |,1769 pg/L para tinto.

Assim, este estudo teve como finalidade a avaliacdo da contaminacao de 100 amostras de
vinhos adquiridos em Portugal, onde, em apenas 5 amostras se detetou a presenca de OTA
mas nao foi possivel quantificar. Visou-se também, a avaliagao do risco que esta micotoxina

apresenta para a salde humana, de acordo com a exposigao.

Palavras-chave: Micotoxinas, ocratoxina A, vinho, toxicidade, HPLC/FD.






ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites produced by several species of fungi. They represent
an elevated risk to public health, as well as a deeply negative impact on worldwide country

economics due to their appearance on various foods.

OTA is considered to be the most toxic ochratoxin and is produced by different species of
fungi, of genus Aspergillus and Penicillium. It’s presence was found in several foods as is the

case of cereals, coffee beans, nuts, eggs, animals, beer and wine.

The importance of verifying the level of contamination of these aliments, as well as the
exposure that the human population is subjected to, lies with the fact that these mycotoxins
have a high toxicity. Studies made show that OTA has hepatoxic, nephrotoxic, teratogenic,
immunotoxic and carcinogenic activity on several animals species, and, according to the
International Agency for Cancer Research (IARC), it’s classified as a possible human
carcinogenic (Group 2B). Regarding wine, being one of the most consumed alcoholic drinks
in Portugal and the main source of human exposure to OTA, it’s essential to conduct more

monitoring and exposure studies.

In this study, the validated analytical methodology consisted in the direct injection of the
filtered samples, in which the detection and quantification were processed by a high

efficiency liquid chromatography with fluorescent detection (HPLC/FD).

In regard to OTA linearity, in mobile phase, it’s between 0.24 and 4.0 pg/L, R>=0.9983, in a
white wine matrix, between 0.24 and 4.0 ug/L, R>=0.9998 and in a red wine matrix set
between 0.24 e 6.0 pg/L, R>=0.9974. The detection limits were 0.0757 and 0.3884 pg/L for
white and red wine, respectively. The quantification limit was 0.2293 pg/L for the white wine

matrix and 1.1769 pg/L for the red one.

As such, this research has as goal the evaluation of the contamination of 100 samples of
wines acquired in Portugal, where, in only 5 the presence of OTA was found but not
possible to quantify. The risk assessment of this mycotoxin for human health was also aimed,

according to the exposure.

Keywords: Mycotoxins, ochratoxin A, wine, toxicity, HPLC/FD.
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PARTE | - REVISAO DA LITERATURA






I.I. Micotoxinas

O estudo das micotoxinas remonta a 1962, devido ao facto de se ter repetido um
elevadissimo nimero de aves mortas, essencialmente perus, em Inglaterra. “Turkey X
diesease” foi o nome dado a este surto, que apods alguns estudos se concluiu estar
relacionado com a ragao administrada aos animais. Esta, produzida a base de amendoim
importado da Africa e do Brasil, estava contaminada com aflatoxinas (Aspergillus flavus), uma
das micotoxinas mais toxicas que se conhece (Bennett e Klich, 2003). A partir desta data, o
estudo desta e outras micotoxinas aumentou exponencialmente por forma a perceber quais

poderiam ser as implicagoes na saide humana e animal (Bennett e Klich, 2003).

Por definicao as micotoxinas sao metabolitos fungicos secundarios, de baixo peso molecular,
<1000 Dalton (Da) (Escriva et al, 2017), podendo ser sintetizadas por diferentes fungos
filamentosos e, ao que tudo indica nao contribuem para o crescimento e desenvolvimento da
planta (Mendes et al, 2015). Sao conhecidos, até ao momento, mais de 300 micotoxinas
distintas sendo que as mais prevalentes nos alimentos e também as que apresentam maior
toxicidade sao as ocratoxinas, as aflatoxinas, os tricotecenos, a zearalenona e as fumonisinas

(Olivares-Marin et al., 2009).

A tabela | oferece uma visao geral das principais micotoxinas, os seus respetivos fungos
produtores, quais os alimentos mais comummente contaminados e os principais efeitos para

o Homem e animais (Abrunhosa et al., 2016; Bennett e Klich, 2003; Langas e Paulo, 2015).

A palavra micotoxina é o resultado da combinagao da palavra grega “mykes” que significa
fungo, com “toxicum” do latim, que significa veneno/ toxina (Petrica, Duarte e Lima, 2010).
Estes metabolitos sao toxicos para os humanos e animais, mesmo a uma exposi¢ao reduzida
(Abrunhosa et al,, 2016), e as doengas que provocam, denominadas micotoxicoses, podem
resultar da ingestao de alimentos contaminados, pelo contacto dérmico ou pela via

respiratéria (Bennett e Klich, 2003).

Estas doengas e os sintomas que provocam diferem com o tipo de micotoxina em questao,
mas também, com a concentracio de metabolitos e a duragiao a que o individuo esteve
exposto, bem como o seu estado de salde, idade, sexo e a possivel interagio desta
micotoxina com outras (Bennett e Klich, 2003). Deste modo, a exposicao a estas
micotoxinas pode resultar, no pior cenario, na toxicidade aguda que pode dar origem a
morte do individuo em resultado de uma grande exposi¢ao a micotoxina. Noutras situagoes,
pode fomentar perdas de peso e, nos animais, também resulta na diminui¢cao da produgao,
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como é o caso do leite e dos ovos. Uma exposicao cronica, resultante da exposigao
continuada a niveis de concentragao reduzidos, pode induzir a inibicdo das resisténcias as
infecoes e aumentar a probabilidade do aparecimento de doengas cronicas e tumores

(Escriva et al., 2017).

Tabela | - Principais micotoxinas e os fungos produtores adaptado de (Abrunhosa et al, 2016;
Bennett e Klich, 2003; Langas e Paulo, 2015).

. . Espécies de fungos Alimento Efeitos biol6gicos em
Micotoxinas . . . .
produtores contaminado varias espécies
, Hepatotoxica,
Aspergillus flavus, A. ) L
. 2 Amendoim e nefrotoxica e
Aflatoxinas parasiticus e outras ) L.
Aspergil milho carcinogénica em
spergillus spp.
g PP humanos

Hepatotoxica,

Aspergillus ochraceus, A. . i L
. ) L Cereais, café e nefrotoxica e
Ocratoxinas Carbonarius, Penicillium . . L.
) vinho carcinogénica para
verrucosum e P. nordicum. ,

suinos, aves e ratos

Baixa toxicidade,

) ) . i sindrome da
Zearalenona Fusarium graminearum Cereais e agua .
masculinizagao e

feminizagdo em suino
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Do elevadissimo numero de fungos que se conhece os géneros mais predominantes sao
Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp. (Escriva et al, 2017). Os metabolitos
secundarios produzidos por estas espécies de fungos sao considerados altamente prejudiciais
a saude humana e animal, visto que, sao encarados como cancerigenos, mutagénicos,
citotoxicos, nefrotoxicos, neurotdxicos, teratogénicos e imunossupressores de estrogénio

(Escriva et al., 2017).



Os metabolitos secundarios produzidos pelos fungos constituem uma real ameaga para a
saide publica e para a seguranca alimentar. E de salientar, que nos paises em
desenvolvimento, em que o cultivo de alimentos ¢é a forma de subsisténcia e onde ¢é efetuado
um menor controlo, este problema é ainda mais evidente, dando origem a uma elevada
morbilidade (FAO, 1997). Ja nos paises desenvolvidos o controlo dos produtos e processos
€ muito mais rigoroso, resultando numa taxa mais reduzida do aparecimento destas
micotoxinas (Abrunhosa et al., 2016). Apresenta ainda um grande impacto comercial e
economico, tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento. Por exemplo, estima-
se que cerca de 5 a 10% da producao mundial de alimentos é totalmente perdida devido a

contaminagoes por micotoxinas (Abrunhosa et al., 2016).

As micotoxinas podem ocorrer em qualquer fase, desde o campo, a colheita, ao transporte e
armazenamento do produto, quando estao garantidas as condigoes ideais de temperatura,
atividade da agua, pH, disponibilidade de nutrientes e luz para que estes metabolitos se
desenvolvam (Escriva et al., 2017; Murphy et al., 2006). Paises tropicais apresentam maiores
niveis de contaminagao, uma vez que o clima é mais favoravel ao desenvolvimento de fungos

(Langas e Paulo, 2015).

Tendo em vista a redugao dos riscos para a salde e seguranga dos consumidores é
importante que os niveis de micotoxinas nos alimentos sejam reduzidos tanto quanto
possivel (Bennett e Klich, 2003). Deste modo, foram estabelecidos limites maximos de
micotoxinas nos alimentos, num elevado numero de paises, de forma a minimizar os riscos
para estas populagoes. O cumprimento dos niveis estabelecidos é bastante importante no
que toca a economia, de modo a assegurar ou expandir o mercado de exportagao (FAO,

1997).

Assim, é essencial a aplicagdo de medidas preventivas eficazes nao sé na agricultura mas
também nas industrias alimentares. Como estes metabolitos aparecem irrevogavelmente
sujeitos a certas condicoes ambientais, € importante que existam processos fisicos, quimicos
e biologicos que consigam garantir a eliminagao destas micotoxinas, uma vez que mesmo
eliminando o fungo produtor estas micotoxinas podem permanecer no alimento. Outras
medidas capazes de prevenir as consequéncias destes metabolitos é a expansao e criagao de
legislagado em todos os paises, que estabelega limites maximos destes compostos nos

alimentos (Abrunhosa et al., 2016).



1.2. Ocratoxina A

No Egipto, as crengas apontavam para a vida depois da morte, entao, no timulo junto da
mumia do faraé eram colocados todos os bens que este iria necessitar noutra vida. A grande
maioria dizia respeito a bens alimentares, essencialmente cereais. Como estes eram fechados
durante milhares de anos, as condicoes tornavam-se propicias ao crescimento e
desenvolvimento de fungos e bactérias (Pfohl-Leszkowicz, 2009; Ramos, Ferreira e Lopes,

2010).

Reza a lenda, que quem incomodasse os tumulos egipcios estaria condenado a morte. No
ano de 1922, o arquedlogo Howard Carter e a sua equipa descobriram o timulo do farad
Tutankhamon. Passados 5 anos da descoberta, onze dos membros da equipa de arquedlogos
ja tinham falecido, foi entdo chamada a "maldigdo de Tutankhamon" (Pfohl-Leszkowicz, 2009;

Ramos, Ferreira e Lopes, 2010; Duarte, Pena e Lino, 2009).

Estas mortes, evidentemente nada tiveram a ver com uma maldigao, mas sim com a inalagao
de esporos de Aspergillus ochraceus, que continham ocratoxinas, aquando da abertura do
timulo. Estas micotoxinas causaram aos arquedlogos insuficiéncia renal aguda, dando origem

as mortes (Pfohl-Leszkowicz, 2009; Ramos, Ferreira e Lopes, 2010).

Apesar de nao se ter entendido o porqué destas mortes, visto que, o interesse pelas
micotoxinas surgiu principalmente a partir de 1962, com o surto de perus na Inglaterra,
estas depois comegaram a ser cada vez mais estudadas e compreendidas pelos investigadores

(Bennett e Klich, 2003).

No ano de 1965, foi descoberta a ocratoxina (Duarte et al, 2009), na Africa do Sul,
produzida pelo género Aspergillus ochraceus (Mateo et al, 2007). E os seus trés tipos, a
ocratoxina A (OTA) que apresenta maior toxicidade, a ocratoxina B e a ocratoxina C

(Olivares-Marin et al., 2009).

1.2.1. Fungos produtores

A ocratoxina A é uma micotoxina produzida principalmente por fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium. Essencialmente Aspergillus ochraceus, Aspergillus carbonarius e

Penicillium verrucosum (Blesa et al., 2004). Estes fungos contaminam principalmente cereais,



como o trigo, cevada, milho e aveia, mas também pode ser detetada em feijoes, amendoins,
especiarias, frutas secas e graos de café (Bellver Soto et al., 2014). Algumas bebidas também

a podem conter, como a cerveja, o vinho e sumos de uva, como apresentado na tabela 2

(Dall’Asta et al., 2004).

Tabela 2 - Principais fungos produtores responsaveis pela contaminagao de diferentes alimentos por
ocratoxinas adaptado de (Ringot et al., 2006).

Principal fungo produtor Alimento
P. verrucosum Cereais
P. nordicum Carne e Queijo
A. niger e A. carbonarius Uvas e Vinho
A.ochraceus, A. niger e A. carbonarius Café e Temperos

A ocratoxina pode ser encontrada em todo o mundo e numa grande diversidade de meios,
visto que, esta se desenvolve em condigoes bastante diferentes de humidade, pH e
temperatura (Olivares-Marin et al, 2009). No entanto os géneros Aspergillus e Penicillium
crescem em diferentes condigoes, o género Penicillium desenvolve-se melhor em regices
temperadas frias tais como o norte da Europa e o Canada e para um crescimento mais
favoravel ao fungo do género Aspergillus as condigoes indicadas sao os climas tropicais e
subtropicais, este € também o principal responsavel pelo aparecimento de ocratoxina A em
alimentos. A tabela 3 revela as principais caracteristicas dos fungos produtores de ocratoxina

A (Nogueira e Oliveira, 2006).

Tabela 3 - Principais fungos produtores de OTA e as caracteristicas ideias para o seu crescimento
adaptado de (Nogueira e Oliveira, 2006).

Género Aspergillus

Aspergillus ochraceus - temp 8 - 37°C; a2 0,77; pH=3,0 - 10
Aspergillus carbonarius - temp 32 - 35°C; a,, = 0,82; pH= 5,0 - 6,5

Aspergillus niger - temp 8 - 47°C; a. até 0,72; pH= 4,0 - 6,5

Género Penicillium verrucosum

Crescimento a temperatura < a 30°C
avw20,8

pH= 6,0 - 7,0




1.2.2. Caracteristicas fisico-quimicas

Segundo os autores André el Khoury e Ali Atoui, o grupo de ocratoxinas existentes € vasto,
apesar da OTA ser a mais abundante, existem outros tipos. A figura | representa a estrutura
geral destes metabolitos e a tabela 4 mostra a composicao de cada um deles (Khoury e

Atoui, 2010).

Rz

Figura | - Estrutura geral das ocratoxinas (Khoury e Atoui, 2010).

Tabela 4 - Composicao das diferentes ocratoxinas adaptado de (Khoury e Atoui, 2010).

Nome RI R2 R3 R4 R5

Ocratoxinas naturais

Ocratoxina A Fenilalanina Cl H H H
Ocratoxina B Fenilalanina H H H H
Ocratoxina C Etil-ester, Fenilalanina cl H H H
Ocratoxina A Metil-ester Metil-ester, Fenilalanina Cl H H H
Ocratoxina B Metil-ester Metil-ester, Fenilalanina H H H H
Ocratoxina B etil-ester Etil-ester, Fenilalanina H H H
Ocratoxina O OH cl H H H
Ocratoxina 3 OH H H H H
4-R- hidroxiocratoxina A Fenilalanina cl H OH H
4-s- hidroxiocratoxina A Fenilalanina cl OH H H
10- hidroxiocratoxina A Fenilalanina Cl H H OH
Andlogo da tirosina de OTA Tirosina cl H H H
Analogo da serina de OTA Serina cl H H H
Andlogo da fg)i(_jrrzxiprolina de Hidroxiprolina cl H H H
Andlogo da lisina de OTA Lisina cl H H H




Tabela 5 - Composicao das diferentes ocratoxinas adaptado de (Khoury e Atoui, 2010)
(continuagao).

Nome RI R2 R3 R4 R5

Ocratoxinas sintéticas

d- Ocratoxina A d- Fenilalanina Cl H H H
Ocratoxina A Ethyl amid Ehyl amid, Fenilalanina cl H H H
O-metil ocratoxina A Fenllalanlnaé §H3OH em Cl H H H

A OTA apresenta uma estrutura cristalina que varia de incolor a branco, sem odor,
apresenta fluorescéncia nativa, pouco solivel em agua, cerca de 0,4246 mg/L a 25°C (Tao et
al, 2018), bastante soluvel em solventes organicos polares e soluvel em solugoes de
hidrogenocarbonato de sédio (Ringot et al., 2006). Devido a boa estabilidade a temperaturas
elevadas, os processos convencionais de preparagao de alimentos, nao sao suficientes para
conduzir a sua destrui¢do. A degradagido ocorre a temperaturas acima dos 250°C, durante

alguns minutos, e € também degradavel pela luz ultra violeta (UV) (EFSA, 2006).

Relativamente aos pontos de fusio da ocratoxina A sao 90°C e 171°C, quando
recristalizados a partir do benzeno e do xileno, respetivamente. Quanto ao pk, o grupo
carboxilo de fragao fenilalanina esta entre os valores 4,2 e 4,4 e o grupo hidroxilo fendlico
de isocumarinas esta compreendido entre valores 7,0 e 7,3 (Ringot et al., 2006). Apresenta
um valor de log Kow de 4,74 o que nos indica uma ligeira mobilidade das espécies de OTA

no solo (TOXNET, 2017).

O pH ¢ a grande influéncia para a absorgao de luz e a fluorescéncia da ocratoxina A. A
molécula apresenta elevada fluorescéncia na cor verde sujeita a condi¢oes acidas e azul
sujeita a condigoes alcalinas, sobre luz UV (Chemical Properties, 2015). Assim, quando o pH se
encontra em valores inferiores a 4,5 a OTA possui absor¢gao maxima a um comprimento de
onda de 333 nm, para valores superiores a 4,5 de pH o comprimento de onda maximo ¢ de
380 nm. Acima de pH 9 o comprimento de onda maximo é de 465 nm (Dohnal, Pavlikova e

Kuca, 2010).

Das ocratoxinas a A é a que apresenta maior toxicidade e a sua férmula empirica é
C,0H sONCI, resultado de uma ligagio entre uma dihidroisocumarina, a uma L-B-
Fenilalanina através de uma ligagdo amina. Segundo a IUPAC o nome quimico da OTA é L-

fenilalanina-N -[[5-cloro-3,4-di-hidro-8-hidroxi-3-metil- | -oxo- | H-2- benzopiran-7-il] carbonil]



- [ R], tendo um peso molecular de 403,81 g/mol (Anli e Bayram, 2009; Khoury, el e Atoui,

2010). A sua estrutura quimica esta representada na figura 2.

Figura 2 - Estrutura quimica da OTA (Khoury, el e Atoui, 2010).

1.2.3. Toxicocinética

1.2.3.1. Absorcao

A OTA apresenta valores de pk,de 4,2 a 4,4 e 7,0 2 7,3 do grupo carboxilo da fenilalanina e
do grupo hidroxilo de isocumarinas, respetivamente, que sao bastante importantes na
absorgao desta micotoxina (Ringot et al, 2006). De acordo com as espécies animais ja
estudadas é possivel perceber que a absor¢ao da OTA ocorre inicialmente ao nivel do
estomago, principalmente devido as suas propriedades acidas. No entanto, a absorg¢ao
maxima ocorre no intestino delgado mais concretamente no jejuno, dependendo do pH da
superficie da mucosa. Esta micotoxina € lipossoluvel, logo é absorvida pela membrana lipidica
do trato gastrointestinal na sua forma nao ionizada. Seguidamente sofre uma hidrdlise pela
carboxipeptidase A e quimiotripsina, bem como pelos microrganismos do trato
gastrointestinal transformando-se em OTd que nao apresenta toxicidade. Ja na corrente
sanguinea pode ocorrer uma distribuicio desta micotoxina pelos tecidos (Marin, Tabuc e
Burgehelea, 2009). De acordo com alguns estudos realizados foi possivel estimar a
percentagem média de absor¢ao de OTA por varias espécies animais: 66% em porcos, 56%
em ratos e coelhos e 40% em frangos (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives., 2001).



1.2.3.2. Distribuicao

A OTA ao entrar na corrente sanguinea liga-se facilmente as proteinas do plasma, cerca de
99% a albumina, favorecendo a absorgao na forma nao ionizada tal pode justificar os
elevados tempos de meia vida (t,,) que, para o ser humano, sio aproximadamente 840
horas, 510 horas em macacos, entre 72 a 120 horas para o porco, 55 a 120 horas para ratos
e 4,1 horas para as galinhas. No caso dos ruminantes grande parte da OTA é degradada no
rumen, proporcionando a estes animais uma maior tolerancia a exposicao desta micotoxina
relativamente a outras espécies. Assim sendo, apenas uma pequena parte da OTA nao se liga
as proteinas plasmaticas, sendo que esta por¢ao também esta dependente da espécie animal:
0,02% em humanos e ratos, 0,08% em macacos, 0,1% em porcos e 22% em peixes (Joint

FAO/WHO Expert Committee on Food Additives., 2001; Marin, Tabuc e Burgehelea, 2009).

Depois da OTA estar presente na corrente sanguinea € distribuida até varios tecidos, sendo
que alguns destes apresentam uma concentragao superior aos demais. Por ordem
decrescente, no caso do porco, os 6rgaos mais afetados sao o sangue, rim, bexiga, figado,
bago, musculo e gordura. Relativamente as galinhas os orgaos mais atingidos sao o rim,
seguido do figado e do musculo; os coelhos apresentam também maiores danos no rim e no
figado, seguido da glandula mamaria e por fim o musculo. Varios fatores influenciam a
concentragao da OTA nos tecidos, principalmente a espécie animal, a dose que é
administrada, a via pela qual é feita a administragao, o estado higieno-santitario do animal e a
composicao da dieta (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives., 2001; Marin,
Tabuc e Burgehelea, 2009). Verificou-se ainda a transferéncia de OTA para o leite de ratos,
coelhos e humanos. No caso dos ruminantes esta transferéncia é bastante inferior devido a

microflora do rumen (Bakker et al., 2002).

1.2.3.3. Metabolismo e excrecao

A OTA é considerada uma micotoxina inibidora da sintese de proteinas in vivo e in vitro. Esta
consegue provocar a inibicao do alongamento peptidico pela competicao com fenilalanina em
reagoes catalisadas pela fenilalanina t-RNA sintase, tal como a inibicao da sintese de RNA e
DNA dando origem aos principais efeitos toxicos da OTA (Marin, Tabuc e Burgehelea,

2009).



A eliminacdo da OTA por excregoes fecais e urinarias € bastante importante, no entanto
pode ser muito prolongada e esta esta dependente da via de administragao, dose, grau de
ligagao da OTA as proteinas e circulagao entero-hepatica (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives., 2001). A forma como a OTA é eliminada depende também
da espécie, no caso dos ratos a excregao € feita essencialmente por via biliar, no caso dos
primatas a principal forma de eliminar a OTA é por via renal (Pfohl-Leszkowicz e

Manderville, 2007).

1.2.4. Toxicidade da OTA

A OTA devido as suas propriedades nefrotdxicas € associada a varias doengas que afetam
determinadas espécies. Esta micotoxina é conhecida como o agente etioldgico da nefropatia
porcina dinamarquesa. Em humanos é considerada responsavel pela Nefropatia Endémica
dos Balcas (BEN) caracterizada pela redugao da fungao renal (Batuman, 2006; Pena et al.,

2010; Varga e Kozakiewicz, 2006).

A OTA, tal como outras micotoxinas, pode provocar diversos efeitos toxicos, resultantes de
uma exposicao aguda ou croénica. A toxicidade aguda resulta da exposicao a uma dose
elevada da micotoxina durante um curto periodo de tempo, ja a cronica resulta de uma
exposi¢ao a niveis reduzidos desta micotoxina mas prolongada no tempo. Fatores como a
via de administracao, por via oral, inalagio ou contacto cutaneo, a espécie do animal e o
sexo deste, sao bastante relevantes aquando da avaliagido das consequéncias que esta

micotoxina pode acarretar (Bennett e Klich, 2003).

A DL, ou seja a quantidade de substincia necessaria, para causar a morte a 50% de uma
populagao em estudo, é utilizada para avaliar a toxicidade aguda da OTA, e varia bastante de
espécie para espécie. Considerando uma administragao oral da toxina estes valores sao: 30,3
mg/kg de peso corporal para os ratos machos, 20 mg/ kg de peso corporal para ratos
fémeas, 3,6 mg/kg de peso corporal em galinhas, 0,2 mg/kg de peso corporal no cio e |
mg/kg de peso corporal no porco (Bayman e Baker, 2006). Assim, os ratos sao considerados
as espécies que apresentam maior resisténcia a OTA, contrariamente aos caes e porcos que
parecem ser as espécies mais sensiveis a toxicidade aguda desta micotoxina, provocando
hemorragias em varios orgaos, nefrose, necrose hepatica e linféide e enterite com atrofia
das vilosidades (Government of Hong Kong, 2006; Marin, Tabuc e Burgehelea, 2009; Benites
et al., 2017).
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A nivel crénico a OTA ¢é bastante mais preocupante pois € considerada uma micotoxina
nefrotdxica, hepatotoxica, teratogénica, imunotoxica e carcinogénica para algumas espécies
(Manique et al., 2008). Esta pode provocar ainda diminuigao do peso corporal, aumento da
diurese (produgao de urina pelo rim), proteinuria (perda excessiva de proteinas através
da urina), pela glicosuria (perda de glicose pela urina) e transporte urinario alterado. As
lesoes causadas pela OTA no tubulo proximal podem causar problemas na reabsorgao de
proteinas que leva a proteinuria. Apresenta ainda efeito diabetogénico, uma vez que inibe a
sintese de insulina ou ha liberacao desta pelas células pancreaticas com a diminuicao da
glicolise e da glicogénese e aumento da neoglucogénese e da glicogénese. A inibicao da
sintese proteica resulta da competicao entre a OTA e t-RNA sintase de fenilalanina que

impede o alongamento do peptideo (Marin, Tabuc e Burgehelea, 2009).

Ao nivel da carcinogenicidade a OTA foi classificada pela Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancro (IARC) como possivel carcinogénica para humanos (Grupo 2B). Estudos em
ratos revelam a formagao de tumores renais, hepaticos, mamarios e testiculares. A
mortalidade pré-natal, é de aproximadamente 20%, em ratos expostos a 4 mg de OTA/ kg
corporal aos 7, 8 e 9 dias apos a gravidez. Foram verificadas ainda algumas perturbagoes do
sistema nervoso central no feto, e mal formagoes ao nivel ocular e do esqueleto (Marin,

Tabuc e Burgehelea, 2009).

1.3. Vinhos

O vinho é uma bebida que provém da vinificagao/ fermentacao alcodlica, que pode ocorrer
de forma parcial ou total, de uvas frescas, que podem estar inteiras, esmagadas ou em
mostos, com proveniéncia de varios tipos de castas. Esta fermentagao ocorre gragas a acgao
das leveduras que transformam o agUcar da fruta em alcool (Moraes e Locatelli, 2010; IVV //

A Vinha e o Vinho em Portugal, 2016).

Na sua constituicao € possivel encontrar varios componentes, na sua maioria a agua e o
alcool. Adicionalmente encontram-se outros elementos como é o caso do glicerol, acidos
(tartarico, malico, latico), aglcares, potassio, sustancias azotadas, compostos fendlicos e
substancias aromaticas. Na tabela 5 apresentam-se os componentes maioritarios do vinho,

bem como as suas quantidades expressas em g/L (Chemical Composition, 2018).

Relativamente aos tipos de vinho, estes classificam-se em vinho tranquilo, espumante e
generoso. Os vinhos tranquilos sao geralmente brancos, tintos e rosés que nao contém gas,
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contrariamente a vinhos espumantes e frisantes. Estes apresentam didoxido de carbono
resultante da fermentagao secundaria. A jungao de alcool durante a fermentagao do vinho

leva a produgao do vinho generoso ou licoroso (IVV // A Vinha e o Vinho em Portugal, 2016).

Tabela 6 - Componentes maioritarios do vinho e as suas quantidades em g/L adaptado de (Chemical
Composition, 2018).

Componente Quantidade em g/L
Agua 800-900
Alcoois 80-150
Glicerol 3-14
Acido tartarico -6
Acido mélico 0-8
Acido latico [-5
Acido acético 0,2-1,5
Aclcares redutores 0,5-5
Potassio 0,5-2
Compostos fendlicos 0,1-5

1.3.1. Historia

Desde muito cedo que a produgao de vinho é uma tradicao em Portugal (Cardeira, 2009), e
o fruto da videira é o produto mais importante na agricultura. Suspeita-se que cerca de 2000
anos antes de Cristo (a.C.) se cultivou a vinha pela primeira vez em terras da Peninsula
Ibérica e, ja nesta época, o vinho servia como moeda de troca no comércio com outros
povos (IVV [/ A Vinha e o Vinho em Portugal, 2016). Os povos fenicios, gregos e celtas
mantiveram a producao e o consumo mas foi com a chegada dos romanos que a necessidade

de produgao aumentou bastante, devido a elevada procura (Wines of Portugal, 2010).

A partir do ano de 1143, quando o territorio portugués é conquistado aos mouros
comegam lentamente a ser construidas ordens, nomeadamente religiosas, ao qual o vinho
estava associado, desde muito cedo, as cerimonias. Nesta altura, o vinho ja fazia parte da
dieta medieval. Anos mais tarde a exportagcao comegou a crescer gradualmente
principalmente para a Inglaterra. Em 1756, foi finalmente criada a Companhia Geral da
Agricultura das Vinhas do Alto Douro com a fungao de demarcar a regiao e regularizar a

producao e o comércio destes vinhos (Wines of Portugal, 2010).
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A partir do século XIX, a vitivinicultura teve um grande declinio devido a doen¢a do oidio
seguida da praga de filoxera que devastou grande parte das regioes vinicolas portuguesas. No
inicio do século XX esta adverténcia foi superada e foi criada a regulamentacao oficial para
varias denominagoes de origem, bem como, a Federacao de Vinicultores do Centro e Sul de
Portugal em 1933, e a Junta Nacional do Vinho em 1937. Com a adesao de Portugal a
Comunidade Econémica Europeia (CEE), a Junta Nacional do Vinho é substituida pelo
Instituto da Vinha e do Vinho (IVV) no ano de 1986, e é uniformizado o conceito de
Denominagao de Origem relativamente a regulamentagao e legislagio. Hoje em dia sao
reconhecidas 31 Denominagoes de Origem e |2 Indicagoes Geograficas em Portugal (Wines

of Portugal, 2010).

1.3.2. Setor vitivinicola

O setor vitivinicola tem cada vez mais impacto na economia dos paises produtores. Em
Portugal, este tem vindo a crescer exponencialmente, sendo considerado o setor da
agricultura que mais se adequou a concorréncia do restante mercado Europeu. Portugal foi
ja considerado o quinto pais da Europa com maior produgao de vinho, imediatamente depois
da Alemanha e mais distanciado dos grandes produtores e exportadores mundiais, Italia,
Franga e Espanha. Nao é s6 ao nivel europeu que Portugal e os seus vinhos se destacam, a
nivel mundial o nosso pais apresenta uma relagao exportagao/ produgao bastante notavel,
sendo das mais elevadas a nivel mundial, tal como o Chile. Com a elevada produgao aumenta
também o consumo, colocando Portugal junto de Franga e Italia como os maiores

consumidores de vinho na Europa (Simoes, 2008).

De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica (INE) o consumo de vinho em Portugal
desde 2010 a 2012 rondava valores anuais na ordem dos 4,9 milhdes de hectolitros, no
entanto em 2012/ 2013 ocorreu um abrupto decréscimo no consumo para valores na ordem
de 4,2 milhoes hectolitros. Este facto pode ter sido consequéncia da crise econdémica que se
fez sentir em Portugal, principalmente devido a impostos associados, e ao decréscimo do

poder de compra do consumidor (Portal do Instituto Nacional de Estatistica, 2018).

A partir de 2013/ 2014 verificou-se uma recuperagao, sendo que em 2016/ 2017 se verificou
o maior consumo dos ultimos anos, chegando aos 5,2 milhdes de hectolitros (hl), como

apresentado no grafico da figura 3.



O grafico da figura 4 representa o consumo de vinho, em litros (L) por habitantes/ ano, em

Portugal. Em 2012/ 2013 o consumo foi o mais baixo dos ultimos anos, com uma média de

39,7 L por habitante. No entanto, em 2016/ 2017 o consumo apresenta os valores mais

elevados, proximos dos 51 L por habitante (Portal do Instituto Nacional de Estatistica,

2018).

De acordo com os valores fornecidos pelo INE é possivel estimar que em 2016/ 2017 o

consumo de vinho didrio de cada habitante em Portugal era aproximadamente 139 mL.
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1.3.3. Beneficios

O vinho nao se destaca apenas na economia, historicamente este ja era utilizado em
cuidados de saude, considerado como anti-séptico, capaz de tratar problemas
dermatologicos e digestivos e também apresentava efeito analgésico. Mas, apenas em 1990

os beneficios do vinho foram salientados pelo Paradoxo Francés (Guilford e Pezzuto, 201 I).

Desde cedo se percebeu que a alimentagao € crucial para a saide. Desta forma os cientistas
ficaram intrigados com o facto dos franceses apesar do elevado consumo de gorduras
saturadas e dos elevados niveis de colesterol, apresentarem mortalidade bastante reduzida
devido a doenga coronaria. Ao que tudo indica, este facto esta relacionado com o elevado
consumo de vinho que, segundo a Organizagio Mundial de Saide (OMS), diminui a
mortalidade causada por doengas cardiovasculares. Desta forma surgiu a designagao

Paradoxo Francés (Moraes e Locatelli, 2010).

Desde entio o estudo de bebidas alcodlicas tem aumentando e foi provado que um
consumo moderado poderia ter beneficios para a salide. Quanto ao vinho, o tinto, no geral,
apresenta mais beneficios que o branco devido a sua elevada concentragao de polifendis que
sao provenientes das peliculas e grainhas da uva. Outros compostos tais como, a melatonina,
luteina, catequina, acido elagico, quercetina e resveratrol presentes na uva também

apresentam beneficios (Guilford e Pezzuto, 201 1).

Assim, o vinho consumido de forma moderada pode originar um grande numero de
vantagens para quem o consome, tais como o efeito antioxidante resultante da agao dos
polifendis, devido a sua capacidade de eliminar e proibir a formagao de espécies reativas de
oxigénio (ROS), bem como ao elevado teor de antocianinas, flavonoides, procianidinas,
acidos fendlicos e resveratrol (Fia et al., 2018). Esta também relacionado com alteragoes na
homeostase lipidica que provocam uma diminuicao dos niveis de colesterol LDL
(lipoproteina de baixa densidade), associados a doengas como a aterosclerose, obesidade e
diabetes tipo 2, resultantes de uma alimentagao rica em gorduras. Favorece ainda a resposta
imune e diminui a inflamagao (Guilford e Pezzuto, 2011). O composto fendlico mais
importante do vinho, o resveratrol, provoca uma inibicio da agregacao plaquetaria e
coagulagao. Tem ainda uma agao anti-inflamatoria e é regulador do metabolismo lipoproteico

(Moraes e Locatelli, 2010).

Assim, o vinho com os seus efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e as modificacdes nos

perfis lipidicos esta associado a diminuicao da principal causa de morte mundial, as doencgas
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cardiovasculares, mas também a prevencao de muitos tipos de cancro. Qualquer alimento
para ser benéfico é essencial que seja consumido de forma moderada e regular, no caso do
vinho esta recomendada, de forma geral, a ingestao de |50 mL e 300 mL diarios, para
individuos do sexo feminino e masculino, respetivamente. Aliado a um estilo de vida saudavel

este pode ser bastante vantajoso (Guilford e Pezzuto, 201 I).

1.3.4. Processo de producao

A elaboragao dos vinhos tintos, brancos, rosés, espumantes e generosos ¢ feita de formas
distintas. Em seguida sao apresentadas as etapas de produgao destes tipos de vinho de forma
a compreender melhor o que os distingue, com excegao dos generosos, uma vez que neste

estudo esse tipo de vinhos nao foi analisado.

Os processos como a colheita, transporte e recegao sao iguais para os vinhos tintos,
brancos, rosés e espumantes. A primeira etapa da produgao é a vindima, que depende
essencialmente da maturacao das uvas e do teor de aglcar. Esta pode ser feita de forma
manual ou mecanica. Apesar da eficiéncia da colheita mecanica a manual permite uma melhor
escolha das uvas, para que entrem no processamento apenas uvas de qualidade, sem que

estejam danificadas (Andrade, et al, 2006).

Segue-se o transporte, este deve ser realizado o mais rapido possivel e nas melhores
condigOes sanitarias, garantindo que as uvas nao sao pisadas ou amassadas, de forma a evitar
uma fermentagao precoce. A rececao na adega deve garantir as condi¢coes de higiene
adequadas e € necessario realizar o registo dos pesos, data, hora, quem forneceu a carga, o

conteldo em agucares e a regiao onde foi realizada a colheita (Andrade, et al., 2006).

O desengace visa a retirada dos engagos (parte lenhosa) que pode ser total ou parcial,
dependendo do vinho. Geralmente vinhos brancos e rosés sofrem o desengace total, os
tintos nem sempre. De seguida o esmagamento, que pode ser realizado por humanos ou

mecanicamente, para que o sumo da uva se liberte (Andrade, et al., 2006).

A partir desta etapa o método ¢é variavel de acordo com o tipo de vinho que se pretende

elaborar.



1.3.4.1. Vinho Tinto

Na figura 5 é possivel observar um fluxograma resumido do processo de produgao do vinho

tinto.

Depois da recegao das uvas é feito o desengace e o esmagamento segue-se a fermentagao
alcodlica que é feita com o mosto em contacto com as partes solidas (grainhas e peliculas).
O agucar do mosto transforma-se em alcool e é produzido gas carbonico que faz com que
as partes solidas fiquem a superficie dos tanques de fermentagao. Por vezes a temperatura e
a distribuicao das leveduras nao é uniforme devido a subida das partes solidas, entio é
essencial fazer com que o liquido circule e se misture, di-se a este processo o nome de

remontagem (Andrade, et al., 2006).

Rececao das uvas
Desengace/
esmagamento
Analise do mosto
Fermentacao
alcodlica
Remontagem e
Maceracio controlo de
pelicular (opcional) temperatura
Prensagem
Fermentagao
malolatica
Estagio Transfega com
adicao de SO, e
estabilizacao
tartarica
Engarrafamento

Figura 5 - Fluxograma vinho tinto adaptado de (Andrade, et al., 2006).



Na producao de vinho tinto a fermentagao acontece antes da prensagem para que as
propriedades destes solidos sejam transferidos para o vinho. De seguida é feita a encuba do
mosto-vinho e inoculagao com bactérias de acido latico para que ocorra a fermentagao
malolatica que consiste na transformagao do acido malico em acido latico. Seguidamente o
vinho € sujeito a um estagio de descanso onde, com o tempo, as particulas em suspensao se
vao depositar, sendo necessaria a transfega com adicao de anidrido sulfuroso (SO,). O
processo de clarificagao nem sempre é realizado em vinhos tintos mas é necessaria a
estabilizagao tartarica, geralmente realizada a partir da adicao de goma-arabica, seguida do

engarrafamento (Julia, 2007).

1.3.4.2. Vinho Branco

Na figura 6 € possivel observar de forma sucinta os principais passos do fabrico de vinho

branco.

Para a elaboragao do vinho branco, apos a recegao é realizado o desengace e o
esmagamento, segue-se a prensagem que tem como finalidade a separagao da parte liquida
(mosto) dos solidos (peliculas e grainhas). Este processo de vinificagdo é denominado de
“bica aberta”. Nesta fase por vezes é adicionado SO, de forma a evitar a rapida oxidagao

(Andrade, et al., 2006).

Segue-se a clarificacao que consiste na eliminagao das partes solidas que estao em suspensao,
esta pode ser feita de forma natural, por decantagao onde ocorre deposicao no fundo da
cuba para que sejam eliminadas ou de forma induzida a partir de filtragoes. A seguinte etapa
tem uma duragao de quinze a vinte dias e consiste na transformagao do agucar em alcool,
por agao de leveduras presentes no mosto ou leveduras selecionadas e adicionadas a este, a
esta etapa da-se o nome de fermentagao. O vinho é entao retirado da cuba para outra que
se encontra limpa por forma a separa-lo de possiveis borras que se tenham depositado,
designa-se a este processo transfega, nesta fase normalmente também pode ser adicionada
uma pequena dose de SO, com o objetivo de conservagao, evitando assim a oxidagao

(Andrade, et al., 2006).

Antes da etapa final de engarrafamento o vinho passa por um periodo de estagio, sendo
necessario clarifica-lo novamente para o tornar mais limpido. Esta etapa pode ser feita
naturalmente por deposicao o que pode demorar varios meses, ou entao pode ser realizada
através de duas técnicas, a colagem ou a filtragio. A colagem consiste na adicio de um
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produto que coagula e sedimenta as particulas indesejadas, um dos produtos mais utilizados
€ a bentonite. Ja a filtragao consiste na passagem do vinho por um filtro onde ficam retidas as

particulas indesejadas (Andrade, et al., 2006).

Rececao das
uvas
Desengace/
esmagamento
Prensagem
Analise do mosto
Clarificagao
Inoculagao da
levedura (opcional) e
adicao de SO,
Fermentacao
Controlo de
temperatura
Estagio
Engarrafamento

Figura 6 - Fluxograma vinho branco adaptado de (Andrade, et al., 2006).

1.3.4.3. Vinho Rosé, Verde e Espumante

O vinho rosé geralmente é produzido a partir de uvas tintas ou mistura de uvas tintas e
brancas e pode ser elaborado a partir de dois métodos distintos, o método branco e o tinto

que diferem a partir do desengace e esmagamento (Andrade, et al., 2006).

No método branco é feita a prensagem tal como na produgao de vinho branco, seguida da

decantagao, onde sao retiradas as partes solidas para que o mosto siga para a fermentacao.
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Como o contacto com as peliculas foi muito reduzido a coloragao deste tipo de vinho vai
ser mais clara. Os seguintes processos de trasfega, clarificagdio e engarrafamento sao

realizados da mesma forma que no vinho branco (Andrade, et al., 2006).

No método tinto em vez da prensagem o vinho é sujeito a maceragao onde o mosto
permanece em contacto com as partes sélidas durante um periodo que pode ir de algumas
horas até cerca de trés dias. Esta fase influéncia bastante a cor e os taninos presentes no
vinho. Seguidamente as partes sélidas sao retiradas e o mosto segue para a fermentagao.
Quando a fermentagao estiver completa, segue-se o estagio, transfega e o engarrafamento

tal como na producao de vinho tinto (Andrade, et al., 2006).

O vinho espumante pode ser branco, tinto ou rosé e comega com a elaboragao de um vinho
tranquilo de acordo com um dos métodos explicados anteriormente. Depois de completa a
fermentagao alcodlica e antes de engarrafar o vinho é necessaria a adigao do licor de
fermentagao ou de tiragem que é constituido por mosto parcialmente fermentado, agucar e

leveduras que darao origem a segunda fermentagao (Sogrape-Vinhos de Portugal, 2018).

A segunda fase da produgao pode variar tendo em conta quem o produz, pode ser utilizado
o método tradicional, de cuba fechada ou de transferéncia. No método tradicional é o mais
comum, onde a segunda fermentagao ocorre dentro da garrafa durante alguns meses e a
uma temperatura indicada de 11°C e 12°C. Para a remogio das borras que se depositam
durante o processo de fermentacao é necessario colocar as garrafas em cavaletes de forma a
que todo o deposito se acumule no gargalo da garrafa, seguidamente estas garrafas sao
colocadas num equipamento que congela a pequena fragio de vinho e borras junto ao
gargalo para de seguida serem retiradas, a esta etapa da-se o nome de descabegamento.
Seguidamente é adicionado o licor de expedi¢ao, composto por vinho e aglcar ou apenas
vinho caso se pretenda um espumante bruto, por fim as garrafas sao rolhadas ainda sujeitas a

baixas temperaturas para que nao se perca a pressao (Sogrape-Vinhos de Portugal, 2018).

No método de transferéncia a segunda fermentagao ocorre exatamente da mesma forma
que no método tradicional mas posteriormente as garrafas sao abertas e o vinho é colocado
numa cuba onde sao retiradas as borras, segue-se a adigao do licor de expedigao e depois o
engarrafamento. No método de cuba fechada a segunda fermentagao nao ocorre dentro da
garrafa mas sim numa cuba durante pelo menos |8 dias, depois o vinho ¢é filtrado e esta

pronto para ser engarrafado (Andrade, et al., 2006).
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O vinho verde ¢ o resultado das uvas provenientes da regiao Demarcada dos Vinhos Verdes
que abrange todo o noroeste do pais. As condi¢oes naturais e as castas autoctones desta
regiao proporcionam aos vinhos as suas caracteristicas Unicas (Vinho Verde, 2018). Estes
vinhos podem ser de varios tipos dependendo das castas utilizadas para a sua produgao, tais
como, vinho verde branco, vinho verde rosé, vinho verde tinto e espumante de vinho verde

(Andrade, et al., 2006).

1.4. OTA em vinhos

Inicialmente, a presenca de OTA, produzida pelos fungos dos géneros Aspergillus e
Penincillium, estava relacionada essencialmente com cereais. No entanto, ao longo dos
tempos foi possivel perceber que a OTA estava presente em variadissimos alimentos,
nomeadamente a uva, e como consequéncia no vinho (N. e M., 2004). Sendo considerada a
segunda maior fonte de ingestao diaria de OTA (Cabanes et al, 2002). A contaminagao do
vinho € iniciada na vinha, principalmente em uvas danificadas, sendo que esta contaminagao é
originada maioritariamente por fungos do género Aspergillus Carbonarius (N. e M., 2004). No
entanto, para que possa ocorrer o desenvolvimento do fungo e a produgao da toxina é
essencial que as condigoes climaticas e de atividade da agua sejam garantidas (Nogueira e

Oliveira, 2006), condigoes estas ja descritas na tabela 3.

Tendo em conta a forma como sao produzidos os vinhos e o facto dos fungos produtores
de OTA se desenvolverem na pelicula da uva, principalmente em uvas danificadas, é de
prever que o vinho tinto apresente maior contaminagao do que os outros vinhos, uma vez
que nestes, as peliculas estao presentes durante a fermentagao, levando a transferéncia da
OTA para o mosto. Tanto para o vinho branco como para o rosé as peliculas estao pouco
tempo em contacto com o mosto, logo a possibilidade de transferéncia da OTA é menor

(Mateo et al., 2007).

Alguns processos de produgao reduzem parcialmente a OTA presente nos vinhos, como é o
caso da fermentagao malolatica, que pode reduzir os teores de OTA em cerca de 25 a 50%,
a clarificacao que, pode ser realizada através de agentes especificos, podendo alguns diminuir
os niveis de OTA e ainda, quanto maior for o tempo de envelhecimento menor sera a

concentragao de OTA no produto final (Mateo et al., 2007).

Para evitar o aparecimento desta micotoxina no vinho é essencial a prevengao que resultou
na elaboragao do cédigo de praticas Organizagao Internacional da Vinha e do Vinho (OIV -
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International Organisation of Vine and Wine), pela Boas Praticas Agricolas (GAP - Good
Agriculture Practices) e Boas Praticas de Fabrico (GMP - Good Manufacturing Practices). Este
codigo consiste num conjunto de controlos que sao realizados durante todo o processo,
desde o controlo pré-vindimas, que avalia as condigoes do crescimento da videira bem como
o controlo de possiveis pestes. E feito ainda um controlo durante a vindima através da
selecao das uvas e outro durante a produgao do vinho (International Organisation of Vine and
Wine, [s.d.]). Assim, boas praticas de prevencao de danos mecanicos e ambientais as bagas,
utilizagao de fungicidas e remogao de bagas danificadas antes do esmagamento sao alguns dos
meios que podem levar a um produto final de melhor qualidade e com niveis de OTA

bastante mais reduzidos.

1.4.1. Ocorréncia da OTA em vinhos

A ocorréncia desta micotoxina em vinhos tem sido cada vez mais estudada, uma vez que
esta pode ter efeitos bastante prejudiciais para a saide. De acordo com um estudo realizado
entre Novembro de 1999 e Setembro de 2000, em treze paises da Uniao Europeia, inclusive
Portugal, verificou-se que quase metade das amostras analisadas estavam contaminadas
(Health e Protection, 2002). Na figura 7 é possivel observar o grafico que mostra os géneros

alimenticios mais contaminados durante esse periodo de tempo (Health e Protection, 2002).

3% 1%
4% P ——— ==

B Cereais H Vinho m Café B Especiarias B Outros

Figura 7 - Percentagem de géneros alimenticios contaminados por OTA adaptado de (Health e
Protection, 2002).

O vinho, depois dos cereais, é considerado o alimento mais recorrentemente contaminado
com OTA. Geralmente, vinhos tintos e licorosos tendem a apresentar uma concentragao

superior de OTA relativamente aos rosés, espumantes e brancos (Health e Protection,
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2002; Abreu, Ocratoxina e Vinhos, 2013). Assim sendo, na tabela 6 sao apresentados alguns

estudos de ocorréncia de OTA em vinhos.

Num estudo realizado em Portugal, no qual foram analisadas 60 amostras de vinhos tintos e
brancos, verificou-se que 9 amostras de vinho tinto e 3 amostras de vinho branco estavam
contaminadas. Apenas duas amostras, uma de vinho tinto e uma de vinho branco possuiam
teores acima do LOQ, e uma das amostras de vinho branco, com um teor de OTA de 2,4

pg/L, excedeu o limite maximo autorizado de 2,0 pg/L (Pena et al., 2010).

Em Valéncia (Espanha), a andlise de |19 vinhos, |16 amostras de origem da Comunidade
Valenciana e 3 caseiros, apresentaram niveis de contaminagao que variaram entre <0,01 e
0,76 pg/L. Os vinhos tintos apresentaram os maiores niveis de OTA, seguidos dos rosés e
brancos. O teor mais elevado de OTA, de 0,76 pg/L, foi observado num vinho branco
caseiro. Este valor pode ser explicado pelo facto destes vinhos muitas vezes serem

produzidos sem grande controlo de qualidade (Blesa et al., 2004).

Outro estudo realizado em Espanha avaliou a presenca de OTA e outras ocratoxinas em 51
amostras vinhos tintos, e todas as amostras estavam contaminadas. No entanto, estes vinhos
apresentavam teores de contamina¢ao muito reduzidos, com um teor maximo de 0,142 pg/L

(Remiro et al., 2012).

Na Croacia, a analise de OTA em 14 amostras de vinhos tintos e brancos demonstrou que
todos os 7 vinhos tintos possuiam concentragoes detetaveis desta micotoxina, sendo a
maior concentragao de 0,047 pg/L. Mais uma vez é de notar que os vinhos brancos
apresentam uma contaminagao inferior desta micotoxina relativamente aos vinhos tintos.
Dos 7 vinhos brancos analisados, 4 destes apresentavam contaminagao, com a maior

concentragao na ordem dos 0,022 pg/L (Domijan e Peraica, 2005).

Na Moravia, foram analisados 72 vinhos da regiao e de outros paises, de forma a fazer uma
comparagao dos teores de OTA. Segundo a andlise realizada, verificou-se que das 46
amostras da regiao apenas 5 estavam contaminadas com teores maximos de 0,0712 pg/L.
Dos 26 vinhos de outros paises analisados 64% estavam contaminados: dos |3 vinhos
brancos 8 apresentavam uma contaminagao média de 0,0432 pg/L, dos 3 vinhos rosés, 2
apresentavam teores de contaminagao de 0,0027 pg/L e 6 dos 10 vinhos tintos foram
positivos com um valor médio de contaminagao de 0,061 pg/L. Os teores mais elevados de
OTA foram detetados nos vinhos provenientes da Grécia (0,109 a 0,227 ug/L) e de Espanha
(0,0017 a 0,0759 pg/L) (Mikulikova et al., 2012).
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Numa pesquisa de OTA em vinhos ltalianos, analisaram-se 82 vinhos: tinto, rosé, branco e
licoroso. Verificou-se que 50% dos vinhos tintos estavam contaminados com valores
superiores a 0,2 pg/L, e destes, 32% apresentavam uma contaminagao superior a 0,5 pg/L
(Dall’Asta et al., 2004). Outro estudo realizado em lItalia, mas este com 55 amostras
bioldgicas, 40 vinhos tintos e |5 vinhos brancos, foram detetados teores compreendidos
entre 0,021 e 0,112 pg/L, para os vinhos brancos e de 0,081 e 0,711 pg/L, para os vinhos

tintos (Gentile et al,, 2015).

Um outro estudo visou a comparagao de vinhos provenientes de Itdlia e da Hungria, através
da andlise de 267 amostras de vinho. Os vinhos italianos apresentaram algumas amostras
contaminadas, sendo que o teor maximo encontrado foi de 4,00 pg/L, considerado bastante
elevado. De acordo com os resultados os vinhos provenientes da Hungria, nao apresentam
contaminagao, uma vez que todas as amostras apresentavam teores de OTA inferiores ao

limite de detecao (Brera et al., 2005).

Na Turquia foram analisados 95 vinhos, dos quais 34 das amostras eram de vinho branco, 10
de vinho rosé e 51 de vinhos tintos e a percentagem de contaminagao das amostras foi de
86%, o que corresponde a 82 amostras de vinho contaminadas, com teores de OTA entre

0,006 e 0,815 ug/L (Var e Kabak, 2007).

Trinta e cinco amostras de vinhos tintos, brancos, rosés e licorosos foram analisadas na
Grécia, destas amostras 22 estavam contaminadas, o que representa uma percentagem de
62,8%. Os teores de contaminagao por OTA obtidos estavam compreendidos entre <0,02 e

3,2 pg/L (Soufleros, Tricard e Bouloumpasi, 2003).

Na Eslovaquia um estudo procedeu a comparagao dos niveis de contaminagao de vinhos
brancos e tintos, de marcas comerciais e vinhos caseiros. Relativamente aos vinhos brancos,
nenhuma amostra de vinho caseiro e 85% das amostras de vinho comercial nao
apresentavam contaminagao. Quanto aos vinhos tintos, a percentagem de nao contaminados
foi de 33% em comerciais e caseiros, e algumas amostras de vinho tinto comercial

apresentaram teores de contaminagao acima dos 0,033 pg/L (Belajova e Rauova, 2007).

A analise de vinhos tintos, brancos, rosés e licorosos, na China demonstrou mais uma vez
que os vinhos tintos apresentam uma tendéncia superior aos outros tipos de vinho no que
toca a contaminagao por OTA. Neste estudo, 44 das 77 amostras de vinho tinto
apresentavam contaminagao entre o LOD e 5,65 pg/L. dos restantes vinhos apenas uma

amostra de cada apresentou contaminagao (Zhang et al, 2013). Outro estudo realizado na
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China, verificou que nas 28 amostras de vinho tinto analisadas, |3 continham teores entre o
LOD e o LOQ e |5 apresentavam uma contaminagao superior ao LOQ, os teores

encontrados estavam entre 0,0028 e 0,0437 pg/L (Mao et al,, 2013).

Um estudo realizado na Australia envolveu um grande nimero de amostras de vinhos tintos
e brancos, 601, das quais apenas 90 (15%) apresentavam contaminacao por OTA e a grande
maioria, em média, nao excedeu os 0,2 pg/L. sendo que, o teor maximo de contaminagao

encontrado foi num vinho tinto com 0,62 pg/L (Hocking et al.,, 2003).

Um estudo realizado com vinhos do Chile e da Argentina revelou que nenhuma das 68

amostras analisadas continha OTA (Ana et al., 2005).

De acordo com um estudo realizado em 4| vinhos, provenientes dos Estados Unidos da
América (EUA) verificou-se a contaminagao generalizada destes vinhos com OTA, com

teores de 8,6 pg/L, considerados bastante elevados (Jesus, De et al., 2018).

Os dados apresentados revelam a importancia da realizagio de mais estudos relativos a
ocorréncia desta micotoxina em vinhos, uma vez que é o segundo género alimenticio mais

recorrentemente contaminado pela OTA e é bastante consumido em todo o mundo.
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Tabela 7 - Ocorréncia da OTA em diversos vinhos e paises.
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Tabela 7- Ocorréncia da OTA em diversos vinhos e paises (continuagio).
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1.4.2. Descontaminac¢ao

A elevada toxicidade da OTA levou a uma crescente pesquisa no que diz respeito a métodos

capazes de descontaminar os alimentos da OTA.

Existem algumas etapas da produgao de alimentos que levam a redugao dos teores de OTA
nos mesmos (Amézqueta et al., 2009). No entanto, esta é bastante dificil de eliminar devido a
sua grande resisténcia e estabilidade a processos onde sao utilizadas por exemplo elevadas
temperaturas. Normalmente as estratégias utilizadas prendem-se com a utilizagao de

métodos quimicos, fisicos e bioldgicos (Silva, 2013).

Na produgao de pao considera-se que a limpeza dos graos antes do seu fabrico pode reduzir
o teor de OTA até 25%. Na produgao de cerveja o esmagamento dos graos provoca uma

diminuigao significativa de OTA entre valores de 40 a 89% (Amézqueta et al., 2009).

No caso da moagem, o valor de OTA tende a aumentar, devido a concentragao das
micotoxinas que se alojam nos moinhos. O processo maceragao das uvas também contribui
para o aumento dos teores de OTA, no entanto, a fermentacao é capaz de eliminar cerca de

20 a 30% desta micotoxina (Langas e Paulo, 2015; Tao et al., 2018).

Nestas situagoes é importante recorrer também a medidas profilaticas, como o uso de
agentes biocontroladores, fungicidas, antioxidantes e otimizagao das praticas vitivinicolas.
Bem como, perceber quais as causas que favorecem o aparecimento da OTA nomeadamente

o ataque de insetos, danos mecanicos e fungos causadores de podridao (Silva, 201 3).

Atualmente sao conhecidos alguns métodos capazes de eliminar uma percentagem
consideravel destas micotoxinas, como € o caso de tratamentos com hipoclorito,
amonizagao e a utilizacdo de antioxidantes como o acido vanilico que impedem o
crescimento de fungos. Sao utilizados ainda métodos que recorrem ao carvao ativado (alta
capacidade de adsorcao de OTA no entanto altera a qualidade do vinho), silicato de
aluminio, calcio, tratamentos com peroxido de hidrogénio alcalino, bentonite e em alguns

casos irradiagao gama (Silva, 2013).

Assim, a resisténcia desta micotoxina ao processamento é comprovada, apenas condigoes
mais extremas a conseguem diminuir em percentagens consideraveis. No caso dos vinhos a
biodegradacao é uma boa opg¢iao de descontaminagao, uma vez que as bactérias do acido

latico degradam grande parte da OTA durante o processo de fermentagao malolatica (Silva,

2013).
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1.4.3. Legislacdo relativa a OTA

Perante a exposicao humana a OTA e os dados que comprovam a sua estabilidade e
toxicidade, foi necessaria a criagao de legislagaio adequada e o estabelecimento de limites
maximos desta micotoxina em alimentos (Dall’Asta et al., 2004). De acordo com estudos
realizados pela Autoridade Europeia para a Seguranga Alimentar (EFSA - European Food
Safety Authority) no que diz respeito aos riscos que a OTA apresenta e tendo em
consideragao as medidas preventivas para a diminuicao da concentragao desta micotoxina foi
criada a legislagdo dos teores maximos para diferentes géneros alimenticios (Regulamento
(Ce) N. 466, 2001). A tabela 7 apresenta os valores maximos estabelecidos pela Uniao
Europeia para alguns alimentos. Nomeadamente para o vinho, que em Portugal nao pode

exceder o limite maximo de 2 pg/L de OTA (CE, 2010).

A EFSA estabeleceu ainda qual o valor de ingestao semanal toleravel desta micotoxina, sendo

este valor 120 ng/kg de peso corporal (Regulamento (Ce) N. 466, 2001).

Tabela 8 - Teores maximos de OTA em varios géneros alimenticios.

Teores maximos

Alimento
(ng/ Kg)
Cereais e derivados de cereais 5,0
Derivados de cereais, incluindo os produtos a base de cereais e graos de cereais 30
destinados a consumo humano direto ’
Uva passa 10,0
Café torrado, moido e em griao, com excegao do café soluvel 5,0
Café solavel 10,0
Vinho (tinto, branco e rosé) e outro vinho e/ou bebidas a base de mosto de uvas 2,0
Sumo de uva, ingredientes de sumo de uva noutras bebidas incluindo néctar de 20
uva e concentrado de uva reconstituido '
Mosto de uva e concentrado de mosto reconstituido destinado ao consumo 20
humano direto '
Alimento a base de cereais e alimentos para bebés destinados a lactentes 0.50
e criangas jovens '
Alimentos dietéticos destinados a fins medicinais especificos, especificamente 0.50
destinados a bebés '
Café verde, frutas secas que ndo uva passa, cerveja, cacau e produtos derivados - .
Nao definido

do cacau, vinhos licorosos, produtos a base de carne, especiarias e alcaguz

31



1.5. Métodos de determinacao

Pelo facto das micotoxinas presentes nos alimentos serem encontradas em concentragoes
bastante reduzidas, é de extrema importancia que os métodos de determinagao utilizados

para estas analises sejam bastante sensiveis e precisos (Bennett e Klich, 2003).

Procedimentos experimentais, como a extragao e purificagdo da amostra, facilitam a detecao
e quantificagao destas micotoxinas em alimentos. Na tabela 8 sao apresentadas algumas
metodologias analiticas utilizadas em diversos estudos por forma a determinar OTA em

vinhos.

1.5.1. Preparacdo, extracao e purificacao

Como previamente referido, para que seja possivel uma quantificagao precisa dos niveis de
contaminagao de OTA nos vinhos é essencial recorrer a metodologias analiticas sensiveis e

seletivas por forma a atingir limites de detegao reduzidos.

O processo de filtragao € amplamente utilizado para facilitar a andlise das amostras de vinho,
sendo essencial em estudos onde se realiza injecao direta, como é o caso de Pena et al.
(2010) e Dall’Asta et al. (2004), como apresentado na tabela 8. Em ambos os estudos, as
amostras de vinho foram filtradas com filtros de membrana, com dimensoes de poro de 0,45
pum, e diretamente injetadas no cromatografo para determinagao por cromatografia liquida
(LC) com detegao por fluorescéncia (FD), tornando a utilizagdo deste método bastante facil,

rapida e econémica relativamente aos demais.

O método de extragao em fase solida (SPE) também é bastante utilizado. Na tabela 8 sao
apresentados dois estudos que utilizam este tipo de extragao. Zhang et al. (2013) usaram 10
mL de amostra de vinho que foram diluidos com 10 mL de agua Milli-Q. A coluna C,; SPE foi
acondicionada com 5 mL de metanol (CH,;OH) e 5 mL de agua Milli-Q e, posteriormente,
foram passados os 20 mL de amostra diluida pela coluna. A coluna foi lavada com 2 mL de
agua Milli-Q e 2 mL de metanol/ agua (60:40), e a OTA eluida com 5 mL de metanol/ acido
acético glacial (99,5:0,5). Por fim, o eluato foi evaporado a secura, sob azoto, a 45°C, e

redissolvido com 500 pL de fase moével.

Na investigagao de Hocking et al. (2003), a quantidade de amostra utilizada foi superior ao

estudo anterior. Um total de 35 mL de vinho foi diluido com 50 mL de cloreto de sédio
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(NaCl) aquoso saturado e acidificado com acido cloridrico (HCI). Foi realizada uma primeira
extragao com |10 mL de éter dietilico ((C;Hs)20) e a fase organica resultante foi sujeita a
uma segunda extragao com 40 mL de bicarbonato de sédio (NaCHO;) e o pH ajustado a 2
com acido cloridrico (10 M). A coluna foi lavada com 10 mL de metanol, seguido de 10 mL
de agua/acido acético (1%), e de metanol/ acido acético (30%). Por fim, a OTA foi eluida com
acido acético/ acetonitrilo (10 mL). O eluato foi evaporado a secura (40°C) e redissolvido

em acetonitrilo/agua/acido acético (50:49,5:0,5).

Um, outro estudo reporta a extragao liquido-liquido (LLE), que consistiu na adicao a uma
pequena quantidade de amostra de vinho (500 pL) | mL de cloroférmio e de 100 pL de
padrao, num tubo Eppendorf de I,5 mL. Apos a rejeicao da camada aquosa superior, a
camada de cloroférmio foi seca ao ar, e o residuo foi reconstituido com 200 uL de fase

movel (Jesus, De et al., 2018).

A filtragao das amostras, bem como diferentes metodologias por SPE e LLE sao bastante
utilizadas, no entanto para realizar a determinagao de OTA em vinho, o método mais
recorrente é a purificagdo com colunas de imunoafinidade (IAC) (Zhang et al, 2013). As
IACs possuem anticorpos que apenas se ligam a determinadas micotoxinas, e ao passar a
amostra pela coluna este anticorpo ira reter os analitos de interesse, depois € realizada a
lavagem da coluna que elimina as impurezas, seguida da eluigao onde sao libertados os

analitos de interesse (Langas e Paulo, 2015), tal como ilustrado na figura 8.
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Figura 8 - Principio do funcionamento de uma coluna de imunoafinidade.

Domijan e Peraica (2005), Blesa et al. (2004), Mikulikova et al. (2012), Brera et al. (2005),
Gentile et al. (2015) e NOBA et al. (2008) utilizaram nos seus estudos as |IACs para uma
melhor extragao e purificagao das amostras de vinho, como apresentado na tabela 8. Outros
autores também defendem a utilizagao destas colunas, como é o caso Ana et al. (2005), Mao
et al. (2013), Belajova e Rauova (2007), Soufleros, Tricard e Bouloumpasi (2003), Var e
Kabak (2007), entre outros.

Para a purificagao, as colunas utilizadas nestes estudos sao colunas OchraTest (Domijan e
Peraica, 2005; NOBA et al., 2008), colunas Ochraprep (Blesa et al., 2004; Mikulikova et al.,
2012; Brera et al., 2005) e colunas OTA-CLEAN™ (Gentile et al., 2015).

Domijan e Peraica (2005), utilizaram 10 mL de amostra de vinho que foi diluido com 10 mL
de tampao fosfato-salino (PBS) e o pH foi ajustado com hidréxido de sédio (NaOH) (10 M)
para valores compreendidos entre 7,0 e 7,5 e filtrado com filtro de microfibra. Na IAC —
OchraTest foram colocados 10 mL de extrato e de seguida a coluna foi lavada com 10 mL
de tampao PBS e 10 mL de agua. A OTA foi eluida utilizando 4 mL de metanol/ acido acético
(98:2) e o eluato foi evaporado a secura com azoto e dissolvido em 200 pl de metanol/ agua/

acido acético glacial (70:30:2).

NOBA et al. (2008) diluiu 20 mL de amostra com 20 mL de agua com polietilenoglicol (1%) e

hidrogenocarboneto de sodio (5%) e filtrou a amostra, que seguidamente foi colocada na

34



IAC (OchraTest) e lavada com 6 mL de solugcao aquosa de cloreto de sédio (2,5%) e
hidrogenocarboneto de sédio (0,5%). A coluna foi novamente lavada com 6 mL de solugao
aquosa de acetato de amonio (10 mM) e seca ao ar. Por fim a OTA foi eluida com 3 mL de
metanol/acido acético (98:2), o eluido foi evaporado até a secura sob azoto 40°C e

redissolvido com | mL de agua/ acetonitrilo/ acido acético glacial (70:30:1).

Relativamente as amostras que foram concentradas e purificadas por colunas Ochraprep.
Blesa et al. (2004) utilizou 10 mL de amostra de vinho que adicionou a 10 ml de tampao PBS
e agitou durante 5 minutos. A |AC foi acondicionada com 4 mL de PBS e seguidamente foi
feita passar a amostra diluida pela coluna a um fluxo de | a 2 gotas por segundo. A coluna foi
lavada com 9 ml de PBS e 8 ml de 4gua e secou ao ar. A eluicao da OTA foi feita com 2 mL
de metanol e o eluato evaporado até | mL com corrente suave de azoto. Mikulikova et al.
(2012) adicionou hidroxido de sédio (2 M) a 50 mL de amostra e ajustou o pH a 7,2. A
amostra foi passada pela IAC seguida de lavagem com 20 mL de tampao fosfato, a OTA foi
eluida com |,5 mL de metanol/ acido acético (98:2). O eluido obtido foi concentrado no
evaporador rotativo sob vacuo e o residuo obtido foi reconstituido em | mL de metanol/
agua (50:50), e filtrado por um microfiltro nylon 0,22 pm. Brera et al. (2005) utilizou 5 mL de
amostra de vinho que foi diluido com 60 mL de PBS, agitado e filtrado com um filtro de
microfibra de vidro. A IAC foi acondicionada com 4 mL de PBS e de seguida foi aplicada a
amostra, que posteriormente foi lavada com 9 mL de PBS e 8 mL de agua e seca ao ar. A

OTA foi eluida com 1,5 mL de metanol e o eluato foi diluido com 0,5 mL de agua.

Gentile et al. (2015) optou pela coluna OTA-CLEAN™ em que 10 mL de vinho foram
adicionados a 10 mL de uma solucao de agua destilada com polietileno glicol (PEG) ultrapuro
(1%) e bicarbonato de sédio (5%). A mistura foi agitada e filtrada através de um filtro de
microfibra de vidro, para posteriormente ser adicionada a coluna, que foi lavada com 5 mL
de cloreto de sédio (2,5%) e bicarbonato de sodio (0,5%) e depois com 5 mL agua purificada.
O metanol (2 mL) foi usado para eluir a OTA da coluna, tendo o eluato sido evaporado sob
fluxo de azoto a temperatura ambiente e o extrato seco redissolvido em 250 pL de fase
movel, e filtrado através de um filtro de membrana de politetrafluoretileno (PTFE) de 0,2

pum.
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1.5.2. Detecdo e quantificacao

Os métodos analiticos mais utilizados para a detegao e quantificagio de OTA recorrem
essencialmente a técnicas cromatograficas. A cromatografia liquida (LC) é a mais utilizada
para a determinacdo de OTA em alimentos devido a elevada sensibilidade e precisao,

permitindo ainda alcangar um limite de detegao reduzido (Langas e Paulo, 2015).

Na tabela 8 sao apresentados os métodos utilizados por alguns autores, bem como algumas

caracteristicas usadas por cada um durante todo o processo.

No que diz respeito as colunas analiticas e as suas dimensdes, observa-se uma grande
disparidade, foram eleitas as colunas C 18 Nucleosil 120KS (30 x 4 mm) e ACT Ace C18(250
mm x 4,6 mm) (Pena et al., 2010), a coluna X-Terra TM CI8 Waters (250 mm x 4,6 mm)
(Dall’Asta et al., 2004), a coluna em fase reversa Phenomenex Prodigy ODS3 (250 mm x 4,6
mm) (Zhang et al., 2013), a coluna Ultracarb CI8 (4,6 x 250 mm) (Hocking et al., 2003), a
coluna analitica Sonoma C18 (250 mm x 4,6 mm) (Jesus, De et al, 2018), a coluna analitica
(125 x 4 mm) acoplada a uma coluna de guarda LiChrospher RP-18 (4 x 4mm) (Domijan e
Peraica, 2005), a coluna Kromasil SC — 18 (150 mm x 4,6 mm) (Blesa et al., 2004), a coluna
Waters Acquity BEH CI8 (100 x 2,1 mm) (Mikulikova et al, 2012), a coluna Kromasil KR
100 (150 mm x 4,6 mm) (Brera et al., 2005), a coluna Acquity UPLC® Waters BEH CI18 (2,1
x 50 mm) (Gentile et al., 2015), a coluna XBridge C18 (100 x 2,1 mm) e a coluna de guarda
XBridge CI18 (10 x 2,1 mm) (NOBA et al., 2008).

O tamanho da particula da fase estaciondria também apresenta alguma variabilidade. A
escolha recai principalmente para colunas com 5 pm de tamanho da particula (Pena et al.,
2010; Dall’Asta et al., 2004; Zhang et al., 2013; Hocking et al., 2003; Blesa et al., 2004; Brera
et al., 2005), outros dao preferéncia a 1,7 pm (Mikulikova et al., 2012; Gentile et al.,, 2015) e
ainda 3,5 pm (NOBA et al, 2008). O volume a injetar no sistema cromatografico também
depende de investigador para investigador, dos estudos presentes na tabela 8, os volumes
variam de 5 pl (Dall’Asta et al, 2004), 10 pl (Zhang et al, 2013; Mikulikova et al., 2012;
Gentile et al,, 2015), 20 pl (Jesus, De et al., 2018), 50 pl (Brera et al., 2005) e 150 pl (Blesa et

al., 2004). Um volume de inje¢cao mais elevado proporciona um valor de LOD mais baixo.

Quanto a fase movel, os solventes mais utilizados sao o acetonitrilo, a agua e o acido
acético, conjugados a diferentes concentragoes. Em algumas situagoes é necessario um ajuste

de pH. No que concerne aos fluxos, estes variam de 0,2 mL/min a 1,5 mL/min no entanto o
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mais recorrente € de | mL/min (Pena et al., 2010; Zhang et al., 2013; Jesus, De et al., 2018;
Blesa et al., 2004; Brera et al., 2005; NOBA et al., 2008).

Tratando-se de uma molécula que apresenta fluorescéncia nativa, a detegao por
fluorescéncia (FD) é a mais utilizada. No que diz respeito aos comprimentos de onda de
excitagao e emissao, os mais recorrentemente adotados pelos autores sao 333 nm e 460
nm, respetivamente (Dall’Asta et al., 2004; Zhang et al., 2013; Jesus, De et al., 2018; Gentile
et al, 2015). Blesa et al. (2004) e Brera et al. (2005) apresentam também um comprimento de
onda de excitagao de 333 nm, no entanto o comprimento de onda de emissao é 470 nm.
Pena et al. (2010), Hocking et al. (2003), Domijan e Peraica (2005) e Mikulikova et al. (2012)
procederam a deteg¢ao nos comprimentos de onda de excitagao de 383, 385, 336 e 335 nm

e de emissao, 440, 437, 464 e 440 nm, respetivamente.

Domijan e Peraica (2005) além da determinagao de OTA por LC-FD compararam esta
técnica com ELISA. Os kits de teste ELISA apresentam algumas vantagens, nomeadamente o
facto de ser um método rapido e de o volume necessario de amostra ser reduzido, sendo
sobretudo usado para fazer screening das amostras. Este método baseia-se na reagao de
antigeno-anticorpo e apesar de ser considerado um método confidvel e rapido para
determinagao de OTA em diferentes produtos é dispendioso e nao deteta concentragoes
muito baixas de OTA, além de que se nao estiver associada a um método de purificagao

eficaz os resultados podem ser errados devido aos interferentes da amostra.

Na tabela 8 é apresentado ainda um método que consiste detegao e quantificagao por

cromatografia liquida com detegao por massa em tandem (LC-MS/MS).
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Tabela 9 - Metodologias analiticas para determinagao de OTA em vinhos.
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Tabela 9 - Metodologias analiticas para determinagao de OTA em vinhos (continuagao).
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2.1. Materiais e métodos

2.1.1. Objetivo

A elaboragao deste estudo, que decorreu na Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra teve como principal objetivo a pesquisa da micotoxina, OTA em diferentes
amostras de vinhos (vinhos tintos, brancos, rosés, espumantes e verdes). Mas também a
avaliagdo da exposicao humana a esta, de forma e perceber se existe risco aquando do

consumo desta bebida.

2.1.2. Amostragem

Foram analisadas 100 amostras de vinhos diferentes, que incluiam vinhos brancos, tintos,
espumantes, verdes e rosés, destes alguns eram comerciais e outros caseiros (Anexo |). Das
100 amostras de vinho recolhidas 30 eram de vinhos brancos (20 comerciais e 10 caseiros),
59 de vinhos tintos (4] de marcas comerciais e |8 caseiros), 3 rosés (2 de marcas
comerciais e | caseiro), 6 vinhos espumantes (5 comerciais e | caseiro) e 2 vinhos verdes
(comerciais).

A colheita das amostras foi realizada em Portugal continental, abrangendo um grande
numero de regides. Na regiao de Settbal foram colhidas 8 amostras (6 vinhos tintos e 2
brancos comerciais), em Viana do Castelo || amostras (2 de vinhos brancos caseiros, 8
brancos e | vinho verde comercial), da Bairrada foram analisados 8 vinhos (4 tintos, |
branco, 2 rosés e | espumante comerciais), na regiao de Santarém 2 vinhos (| tinto e |
branco comercial), 12 vinhos alentejanos (9 tintos e 3 brancos comerciais), a grande maioria
das amostras recolhidas é da zona centro, com 23 amostras (12 tintos e 5 brancos caseiros,
3 tintos e | branco comercial e 2 espumantes um caseiro e outro de marca comercial), 8
amostras provenientes do Douro (5 tintos, 2 brancos e | espumante comerciais), de Lamego
I | amostras (6 tintos, 3 brancos e | rosé caseiros e | tinto comercial), da regiao do Dao 6
amostras (tinto comercial), 2 de Lisboa (tinto comercial) e | de Penafiel (verde comercial).
Foram ainda analisados 4 vinhos provenientes de Espanha (2 tintos, | branco e | espumante
comercial) e 4 vinhos italianos (2 tintos, | branco e | espumante comercial).

Quanto aos anos de produgao dos vinhos, os tintos caseiros eram de 2016 e 2017, ja os

comerciais foram produzidos entre 2003 e 2016, com excegao de 2, com produgao em 1984
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e 1994. Os vinhos brancos, verdes, rosés e espumantes caseiros analisados resultaram de
producoes de 2015 a 2017. Vinhos brancos comerciais de 2012 a 2017 e os verdes, rosés e
espumantes em 201 6.

A colheita de amostras e a analise das mesmas ocorreram entre setembro de 2017 e janeiro
de 2018. No decorrer deste processo as amostras foram devidamente identificadas, com o
nome do vinho, proveniéncia e também com o ano de producio. Ao chegarem ao

laboratério as amostras conservaram-se no frio até ao momento da analise.

2.1.3. Reagentes e materiais

Na realizagao deste estudo foi utilizado o padrao de OTA, os reagentes foram o acetonitrilo
obtido a partir da Sigma Aldrich (Rehovot, Israel), o acido acético glacial da marca Fisher
Chemical e o metanol (grau de pureza 2 99,9%, Chromasolv, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha). A agua bidestilada foi obtida a partir do sistema de filtragao Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA).

A filtragao das amostras de vinho foi realizada com o auxilio de filtros de membrana de poro
0,45 pm (Sartorius Polyamid) e 0,22 pym (Tracer — membrane filters), relativamente a
filtracao dos solventes da fase movel foi utilizado papel de filtro de nitrato de celulose 0,45
pm, (Sartorius biolab Products).

Foi utilizada uma bomba de vacuo (modelo Vacuum pump v-700) e um banho ultra-sons

Bandelin Sonorex.

2.1.4. Solucoes
A fase movel consistiu numa solugao de ACN:H,O:CH,COOH (49,5:49,5:1, v:v:v) filtrada a
vacuo e desgaseificagao no banho de ultra-sons.

A solugao stock do padrao de OTA foi preparada a 250 pg/mL, por diluicio com tolueno/

acido acético (49,5:0,5, vv).

A solucao intermédia foi preparada por diluicio da solugao padrio a 10 pg/mL com fase
movel. As solugoes de trabalho foram preparadas entre 0,24 e 4 ng/mL em fase mével, por

diluicao da solugao intermédia.
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As solugoes padrao para a curva de calibragao em fase movel foram preparados entre 0,24 e

4 ng/mL (0.24, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 ng/mL).

A curva de calibragao em matriz, vinho branco, foi preparada entre 0,24 e 4 pg/L (0.24, 0.5,
1.0, 2.0, 3.0 e 4.0 pg/L). Relativamente a curva de calibragio em matriz vinho tinto as

concentragoes estudadas variaram de 0,24 a 6 pg/L (0.24, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 e 6.0 pg/L).

2.1.5. Equipamentos

O equipamento utilizado foi um cromatografo liquido de alta eficiéncia com detegao por
fluorescéncia (HPLC-FD) constituido por uma bomba Gilson, um injetor com loop de 50 pL
da Gilson (Villiers le Bel, France), um detetor de fluorescéncia Jasco FP-2020 plus inteligente
(Villiers le Bel, France), utilizado a um comprimento de onda de excitagao de 336 nm e de
emissao de 440 nm, e pelo software para aquisicao e tratamento de dados. O equipamento

estava ainda munido com uma coluna cromatografica C18 Nucleosil 5 pm (4,6 x 250 mm).

2.2. Procedimento experimental

2.2.1. Preparacao da amostra

Numa grande quantidade de estudos sao utilizados varios métodos no que diz respeito a
purificacao e concentracao das amostras, como as colunas de imunoafinidade que tém sido
cada vez mais frequentemente descritas, como apresentado na tabela 8. No entanto, tal
como Pena et al. (2010) e Dall’Asta et al. (2004) neste estudo o processo de extragao foi
bastante simplificado tendo como objetivo a utilizagago de métodos rapidos e menos
dispendiosos. Assim sendo, para a preparagao das amostras apenas se recorreu a processos
de filtracao através de filtros de poro 0,45 pm (Sartolon Polyamid) e 0,22 ym (Tracer —
membrane filters), por forma a eliminar interferentes. Assim, depois de filtrada a amostra foi

diretamente injetada no sistema cromatografico, com um volume de injegao de 50 pl.

47



2.2.2. Detecdo e quantificacdo

O método utilizado para detegao e quantificagao de OTA foi HPLC-FD, este é considerado
um dos métodos mais utilizados e precisos. No que diz respeito aos comprimentos de onda
de excitagdo e emissao foi utilizado 333 e 460 nm, respetivamente, tal como na grande
maioria dos estudos referidos na tabela 8 (Dall’Asta et al., 2004; Zhang et al., 2013; Jesus, De
et al, 2018; Gentile et al., 2015).

A fase movel eleita, ACN:H,O:CH,COOH (49.5:49.5:1, v:vv), filtrada através de um papel
de filtro de nitrato de celulose 0,45 pm (Sartorius biolab Products) e desgaseificada, foi
mantida a um fluxo de | mL/min tal como a nos estudos apresentados por Pena et al. (2010),

Zhang et al. (2013), Jesus, De et al. (2018), Blesa et al. (2004) e Brera et al. (2005).

A OTA foi quantificada pelo método de padrao externo, apresentando um tempo de

retengao médio de 12 minutos £ 0,1.

2.2.3. Validacdao da metodologia analitica

Para a implementagao de qualquer método analitico é essencial a sua validagao, pois €
através desta que se pode assegurar a aplicabilidade e fiabilidade do mesmo. Para a validagao
deste método avaliou-se a linearidade, limite de detecao e limite de quantificagao, exatidao e

precisao.

2.2.3.1. Linearidade

A linearidade evidencia a proporcionalidade entre os resultados obtidos nos cromatogramas
(areas) e as concentragoes de substancia em anadlise nas amostras. A curva de calibragao foi
obtida usando um processo de regressao linear dos minimos quadrados da area do pico em
funcao da concentragao.

Neste estudo a linearidade foi avaliada em solvente (fase movel) e em matriz. Em solvente, o
intervalo avaliado variou entre 0,24 ng/mL e 4,0 ng/mL. Em matriz os intervalos avaliados
variaram entre 0,24 pg/L e 4,0 pg/L e entre 0,24 pg/L e 6,0 pg/L em vinho branco e em

vinho, respetivamente.
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2.2.3.2. Ensaios de fortificacao

Neste método a exatidao foi verificada com recurso a ensaios de recuperagao de OTA.
Assim, foi necessaria uma amostra livre de OTA para que fosse possivel adicionar uma
quantidade conhecida deste composto e perceber qual a quantidade que era recuperada.
Esta avaliagao foi feita através das percentagens de recuperacao para os diferentes niveis de
fortificagao escolhidos. Os niveis de fortificagao utilizados para o vinho branco foram 0,5, | e

2 pg/L e para o vinho tinto |, 2 e 3 pg/L.

A precisio do método analitico é avaliada através da repetibilidade intra e inter-dia. A
repetibililidade intra-dia consistiu na avaliagdo de uma amostra fortificada a trés niveis
distintos, em triplicado, num mesmo dia. A repetibililidade inter-dia foi avaliada repetindo o

mesmo procedimento em 3 dias diferentes.

2.2.3.3. Limites de detecao e de quantificacao

O valor da menor concentragao da substancia que se pode detetar é denominado limite de
detecao (LOD). O limite de quantificacio (LOQ) representa a menor concentragao de
analito que se pode quantificar na amostra com um nivel de exatidao e precisao aceitaveis. O
LOQ e o LOD foram calculados, para o vinho branco e para o vinho tinto, através das
curvas de calibragio em matriz com [3,3Sy/x|/b e |l0Sy/x|/b, respetivamente, onde b

corresponde ao declive e Sy/x corresponde ao desvio padrao residual da fungao linear.

2.2.3.4. Confirmacao
Para a confirmagao dos resultados das amostras procedeu-se ao método de adigao de

padrao, que consiste na adicao de uma quantidade conhecida de padrao ao extrato da

amostra e posterior analise cromatografica.
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2.3. Resultados e discussao

2.3.1. Validacao da metodologia analitica

O coeficiente de correlagio (R?) obtido foi 0,9983, assim sendo, o método apresenta

linearidade adequada uma vez que este valor esta préximo da unidade (Figura 9).

o 180
o _|
& 160 y =41,359x + 0,1817
& 140 R? =0,9983
2120 /!/
g 100
G 80 /I/ m OTA
g 60 .
T 4 —Linear (OTA)
S 20 -
§ 0 T T 1
< 0 2 4 6
Concentagao de OTA (pg/L)

Figura 9 - Curva de calibragao da OTA em fase movel.

Quanto as curvas de calibracao em matriz, foram elaboradas duas, uma através em vinho
branco e outra em vinho tinto. As concentragoes em vinho branco estavam compreendidas
entre 0,24 e 4 pg/L e em vinho tinto entre 0,24 e 6 pg/L, como representado nas figuras 10 e

I'l, respetivamente.

160
140 A y = 37,993x - 0,8725
120 R2 = 0,9998

100 /

80
" P ® OTA

40 —Linear (OTA)
20 -
0 . . .
0 2 4 6
Concentagao de OTA (pg/L)

1CO

N

Area do pico cromatografi

Figura 10 - Curva de calibragao em vinho branco.
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o 250
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g 150
o
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o
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Figura || - Curva de calibragao em vinho tinto.

Os valores obtidos pelo coeficiente de correlagio (R*) mostram que ambas as curvas de
calibracio em matriz apresentam um resultado de linearidade adequado, sendo este

coeficiente para a matriz branca e tinta, 0,9998 e 0,9974, respetivamente.

No que diz respeito aos limites de detegao e quantificagao, estes foram calculados com o

auxilio da curva de calibragao na matriz como anteriormente referido.

O LOD para a matriz de vinho branco apresentou um valor de 0,0757 pg/L e o LOQ obtido
foi de 0,2293 pg/L. Relativamente a matriz de vinho tinto o LOD e LOQ obtidos foram
0,3884 e 1,1769 pg/L, respetivamente. Os valores encontrados para ambos os limites sao
considerados satisfatérios tendo em conta a matriz em analise, uma vez que os valores

encontrados em outros estudos sao da mesma ordem de grandeza.

A razao entre a quantidade de substancia adicionada em fungao da quantidade de substincia
recuperadas da-nos o valor da recuperagao, expressa em percentagem, que nos permite
avaliar a exatidao do método. Esta exatidao foi avaliada a partir da andlise de OTA numa
amostra de vinho branco e tinto fortificados a trés niveis de recuperagao diferentes e com
trés replicados cada. Para o vinho branco os niveis de fortificagao utilizados foram 0,5, | e 2
pg/L e as percentagens de recuperagao médias obtidas foram respetivamente, 93,77, 94,24 e
99,62%. Para o vinho tinto as fortificagoes utilizadas foram I, 2 e 3 pg/L com as seguintes

percentagens de recuperagao 92,66, 98,57 e 91,93%.

A precisao foi avaliada através da repetibilidade intra-dia e inter-dia. Os valores da

repetibilidade intra-dia para a matriz vinho branco correspondem a 2,06, 1,20 e 0,70%. Ja Os
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valores obtidos na repetibilidade inter-dia foram 6,956, 1,533 e 2,270% para 0.5, | e 2 pg/L,

respetivamente.

Para a matriz de vinho tinto os valores de repetibilidade intra-dia foram 0,542, 1,367 e
0,634%, que correspondem respetivamente as fortificagdes de |, 2 e 3 pg/L. Para a
repetibilidade inter-dia 5,286% corresponde a fortificagao a | pg/L, 3,675% a uma fortificagao

de 2 pg/L e 2,512% a 3 pg/L, como se pode observar na tabela 9.

De acordo com a diretica CE 401/2006 (Regulamento (CE) N° 401/2006 da Comissao de 23
de Fevereiro, 2006) os valores encontrados para a exatidao e para a precisio foram

adequados.

Tabela 10 - Exatidao e precisao da metodologia analitica para a determinagao de OTA em vinhos.

Vinho branco

. . o Repetibilidade Repetibilidade
Fortifi L) E %
ortificacdo (kg/L) xatiddo (%) intra-dia (% RSD) inter-dia (% RSD)
0,5 93,77 2,06 6,956
1,0 94,24 1,20 1,533
2,0 99,62 0,70 2,270

Vinho tinto

. - e 1o Repetibilidade Repetibilidade
Fortificacio (wg/l)  Exatiddo (%) .\ . dia (% RSD) inter-dia (% RSD)
1,0 92,66 0,542 5,286
2,0 98,57 1,367 3,675
3,0 91,93 0,634 2,512

2.3.2. Ocorréncia de OTA em vinhos

No presente estudo, diversas amostras de vinho recolhidas em Portugal foram analisadas
por forma a detetar e quantificar OTA nas mesmas. Foram analisadas 100 amostras de
vinhos consoante as condi¢coes descritas anteriormente. No entanto nenhuma destas
amostras apresentava contaminagao por OTA. Apenas em 5 das 100 amostras foi possivel

detetar esta micotoxina, mas nao foi possivel quantificar este valor.

Das 5 amostras onde se detetou a presenca de OTA 4 destas eram de vinho tinto, duas
delas resultantes de produgao caseira ambas produzidas na regiao centro (Coimbra), uma

delas do ano de 2016 (amostras n° 53 e 63 — Anexo |). As outras duas de marcas comerciais
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uma delas produzida na regiao de Roccella Jonica, no sul de Itdlia no ano de 2015 (amostra
n° 22 — Anexo 1) e o outro foi produzido em Lisboa em 2016 (amostra n° 3|1 — Anexo ). A
amostra de vinho branco onde se detetou OTA também pertencia a regiao de Roccella

Jonica, produzido em 2016 (amostra n® 5 — Anexo ).

Tabela I | - Frequéncia de OTA nas amostras de vinho.
T d
. . Numero de Frequéncia de eor. © -
Tipos de vinhos - contaminac¢ao
amostras detecao
(ug/L)
Caseiro I8 2/18 <LOQ
Vinho tinto

Comercial 41 2/41 <LOQ

Caseiro 10 0/10 ND

Vinho branco

Comercial 20 1720 <LOQ

Vinho Verde, Caseiro 2 0/2 ND

Rosé, Espumante Comercial 9 0/9 ND

Total 100 5

LOD, limite de detegdo (vinho branco - 0,0757 pg/L e vinho tinto - 0,3884 pg/L).
LOQ, limite de quantificagao (vinho branco - 0,2293 pg/L e vinho tinto - 1,1769 ug/L).

De acordo com os resultados, de entre os estudos apresentados anteriormente na tabela 6,
os teores de contaminagao mais elevados pertencem, como seria de prever, aos vinhos
tintos (Blesa et al., 2004; Remiro et al,, 2012; Domijan e Peraica, 2005; Gentile et al., 2015;
Brera et al,, 2005; Var e Kabak, 2007; Soufleros, Tricard e Bouloumpasi, 2003; Zhang et dl.,
2013; Mao et al,, 2013).

A pesquisa de OTA em vinhos tem sido cada vez mais relatada, dentro e fora de Portugal.
Comparando os resultados do presente estudo com os obtidos por Pena et al., (2010), os
resultados sao bastantes diferentes. De acordo com Pena et al., (2010), que usou uma
metodologia de analise semelhante, 12 das 60 amostras analisadas estavam contaminadas e
uma delas com valores superiores ao limite legal. Também no nosso pais, Abrunhosa et al.
(2016) analisou 612 vinhos e apenas 20% apresentavam contaminagao por OTA com teores
compreendido entre 0,002 e 2,4 ug/L, onde apenas duas amostras ultrapassaram os 2,0 pg/L

permitidos por lei.

Comparando com estudos realizados noutros paises, Brera et al. (2005) analisou vinhos

provenientes da Hungria e de Italia e constatou que nenhum dos vinhos hungaros estava
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contaminado, no entanto dos vinhos italianos a frequéncia de contaminagao foi superior a

25% e o teor maximo de OTA encontrado foi de 4 pg/L.

Na Grécia, foram encontrados vinhos com teores de 2,51 pg/L (Soufleros, Tricard e
Bouloumpasi, 2003), nos USA o limite maximo encontrado foi de 2,1 pg/L (Jesus, De et al.,

2018) e o maior teor encontrado foi de 5,65 pg/L na China (Zhang et al., 2013).

2.3.3. Avaliacao da exposicao

A ingestao diaria de OTA pelo consumo de vinho foi calculada pela seguinte formula:
EDI = (3 cxC)/(NxDxK)

Os valores foram usados com base nas contaminagoes encontradas no presente estudo, no
consumo de vinho pela populagao portuguesa (50,9 L/habitante), no nUmero de amostras
contaminadas, no nimero de dias do ano e ainda no peso corporal dos adultos em Portugal
(69 kg). Relativamente a contaminagao das amostras considerou-se, para este efeito, metade
do valor do LOQ. Deste modo, os valores obtidos para o vinho tinto e para o vinho branco

foram de 0,0119 e 0,0023 ng/Kg p.c./dia.

Para a avaliacao do risco foi utilizado o valor mais recente estabelecido pela EFSA, em 2006,
para uma ingestao semanal toleravel (TWI) de 120 ng/kg p.c./semana. A percentagem de
ingestao semanal estimada (EWI) face a TWI foi de 0,014% para o vinho branco e 0,069%
para o vinho tinto, pelo que se observa que a ingestio de OTA através do consumo de

vinho nao apresenta risco para os consumidores.
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CONCLUSAO

A importancia dada aos fungos e a produgao de micotoxinas tem sido cada vez maior,
nomeadamente no que toca a OTA em vinhos, uma vez que é um dos alimentos mais
contaminados por esta micotoxina. Assim, os estudos realizados neste sentido tém crescido

exponencialmente em todo o mundo.

Neste estudo foi utilizada a filtragao de forma a limpar a amostra de possiveis interferentes
sendo de seguida diretamente injetada no sistema de cromatografia, e para detetar e
quantificar a OTA presente nas amostras recorreu-se a um sistema HPLC com detecao por

fluorescéncia, uma vez que a OTA apresenta florescéncia nativa.

Das 100 amostras recolhidas de vinhos tintos, brancos, verdes, rosés e espumantes, umas
eram de marcas comerciais e outras resultaram de produgoes caseiras. Nenhuma
apresentou contaminagao, no entanto, em 5 amostras foi possivel detetar esta micotoxina.
Uma amostra era de vinho branco e as restantes 4 de vinho tinto, como seria de esperar,
uma vez que na produgao de vinho tinto as peliculas estao mais tempo em contacto com o

mosto-vinho é mais provavel a transferéncia da OTA nestes.

Relativamente a avaliagio da exposicao humana a OTA através da ingestao de vinho foi
possivel concluir que este nao apresenta risco para quem O consome, uma vez que a
ingestao semanal estimada (EWI) é bastante reduzida em comparagao com o limite semanal

toleravel estabelecido.

Em conclusio, o método utilizado é bastante vantajoso uma vez que é bastante rapido,
economico, eficiente e seguro. Apesar de neste estudo os resultados terem sido negativos
em muitos estudos descritos esta micotoxina € encontrada no vinho, entao é essencial para

a seguranga alimentar e dos consumidores a continuidade desta investigagao.
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ANEXO






Anexo | - Amostras de vinho analisadas.

Nu d Ano d
frnero da Nome do vinho I:IO ° Regido
amostra vinho

Vinho branco comercial

| Fernao P6 — Adega Cabernete 2016 Setdbal

2 Alvarinho — Vinha Alvaredo 2016 Viana do castelo
3 Quinta do Encontro 2014 Bairrada

4 Muralhas de Mon¢ao 2016 Viana do castelo
5 Anfisya Cantine Lavorata — Vinho ltaliano 2016 Italia

6 Alvarinho Tila 2016 Viana do castelo
7 Solar Serra do Alvarinho 2015 Viana do castelo
10 Quinta Alorna Arinto - Chardonnay 2016 Santarém

1 Gazela Mare Loureiro - Alvarinho n.d. Viana do castelo
12 Solar Serra do Alvarinho - Reserva 2015 Viana do castelo
13 Pias — BAG n.d. Alentejo

15 Casa de Vila Verde — Alvarinho 2015 Viana do castelo
16 Aldeias de Juromenha - Alentejo 2015 Alentejo
37 Eira Velha - Lamas n.d. Zona Centro
42 Don Garcia n.d. Espanha
44 Vila Régia - Douro (DOC) 2016 Douro
47 Vila Régia - Douro (DOC) 2014 Douro
48 JP Azeitdo - Bacalhoa 2012 Setdbal

57 Guarda Rios - CVRA - Alentejo 2015 Alentejo

51 Alvarinho Casa do Canhoto - Escolha 2016 Viana do castelo
8 Alvarinho 2016 Viana do castelo
9 Lamas 2016 Zona Centro
14 Alvarinho — Mong¢ao Melgago 2016 Viana do castelo
54 Lobazes - Coimbra 2015 Zona Centro
60 Pai branco caseiro 2017 2017 Zona Centro
61 José Manuel branco caseiro 2017 2017 Zona Centro
72 Lamego (a) 2017 Lamego

73 Lamego (b) 2017 Lamego
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Anexo | - Amostras de vinho analisadas (continuagao).

N:::j:::.:a Nome do vinho I.:/?:h?)o Regido
Vinho branco caseiro
74 Lamego (c) 2017 Lamego
91 Semide - Coimbra 2016 Zona Centro
Vinho tinto comercial

18 Xisto Preto - Reserva 2014 Douro
19 Pacheca Superior 2014 Douro
20 Adega Cooperativa Silgueiros - BAG n.d. Lamego
21 Quinta do Céa — Douro 2014 Douro
22 Anfisya Cantine Lavorata — Vinho Italiano 2015 Italia
23 Agua pé Alburitel n.d. Zona Centro
24 Buen Amor 2013 Bairrada
25 Bolota Alentejana - Reserva 2012 Alentejo
26 Encostas de Alcube - BAG n.d. Setdbal
27 Casa de Santar - Vintage 2014 Dao
28 Agua-pé tomar n.d. Santarém
29 Pias - BAG n.d. Alentejo
30 Alias - Bairrada 2016 Bairrada
31 Adega Cabernete 2016 Setubal
38 Eira Velha - Lamas n.d. Zona Centro
45 Sangiovese — Vinho lItaliano 2012 Italia
40 JP Azeitio - Bacalhoa 2012 Setubal
41 Real Lavrador - Alentejo 2016 Alentejo
43 Don Garcia n.d. Espanha
49 Torre de Ferro - Dao (DOC) 2008 Dao
50 Pias - BAG n.d. Setdbal
56 Quinta do Sobral de Santar - Dao 2015 Dao
58 Alias Elegancia de Outrora - Bairrada (DOC) 2013 Bairrada
59 Continente n.d. Espanha
68 Vinha Maria 2015 Dao
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Anexo | - Amostras de vinho analisadas (continuagao).

Nuimero da Ano do

L Nome do vinho vinho Regido
69 Rosario - Reserva Casa Ermelinda de Freitas 2009 Setubal
70 Herdade dos Grous 2014 Alentejo
77 Esporao - Reserva 2014 Alentejo
64 Serra da Lua n.d. Lisboa
66 Porta dos Cavaleiros - Dao 1984 Dao
67 Piteira - Premium (DOC) Alentejo 2015 Alentejo
80 Pegos Claros V.Q.P.R.D 1994 Setdbal
81 Vila Real Reserva - Douro 2013 Douro
82 Merino Alentejo 2014 Alentejo
83 Sidonio de Sousa 2012 Bairrada
84 Esteva Douro Casa Ferreirinha 2014 Douro
88 Quinta de Pancas - Premium 2003 Lisboa
89 Quinta Sobral Santar - Reserva 2014 Dao
85 Quinta da Terrugem - Alentejo 2008 Alentejo
93 Terra Solidaria — ADFP 2016 Zona Centro
86 Cozinha Velha Reserva - Alentejo 2014 Alentejo

Vinho tinto caseiro

17 Murtede n.d. Zona Centro
52 Coimbra 2017 Zona Centro
53 Coimbra 2016 Zona Centro
55 Lobazes - Coimbra 2016 Zona Centro
62 Lobazes - Coimbra 2017 Zona Centro
63 Vila Nova de Poiares n.d. Zona Centro
65 Lobazes - Coimbra 2017 Zona Centro
76 Lamego 2017 Lamego

78 Agua-pé morangueiro - Coimbra 2017 Zona Centro
87 Coimbra n.d. Zona Centro
94 Semide — Coimbra 2017 Zona Centro

95 Semide - Coimbra 2017 Zona Centro




Anexo | - Amostras de vinho analisadas (continuagao).

N::::;:a Nome do vinho I-:’?:htio Regido
96 Lobazes - Coimbra 2017 Zona Centro
97 Lamego 2017 Lamego
98 Lamego 2017 Lamego
99 Lamego 2017 Lamego
100 Lamego 2017 Lamego
79 Lamego 2016 Lamego

Vinho Verde, Rosé, Espumante comercial

32 Monte Baixo Frisante - Rosé n.d. Bairrada

33 Montarro Frisante - Rosé n.d. Bairrada

34 Jaume Serra Cava - Espumante Bruto n.d. Espanha

35 Terras do Demo — Tavora Espumante n.d. Zona Centro
36 Casal Garcia - Verde n.d. Penafiel

46 Proseco Espumante Branco — Vinho Italiano n.d. Italia

39 Nuvens Douradas Espumante Branco n.d. Douro

92 Sdo Domingos Espumante Reserva Bruto n.d. Bairrada

71 Borralhais - Verde Rosé 2016 Viana do castelo

Vinho Verde, Rosé, Espumante caseiro

75 Rosé Lamego 2017 Lamego

90 Espumante Branco — Lobazes. Coimbra 2015 Zona Centro

n.d. — Nao definido
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