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RESUMO 

A ocratoxina A (OTA) é uma toxina altamente prejudicial a saúde humana, produzida 
por fungos do gênero Aspergillus spp. e Penicillium spp. A contaminação de 
ocratoxina A  em uvas e produtos derivados é frequentemente relatada. Desta forma, 
para prevenir a contaminação e detoxificar vários métodos de controle têm sido 
propostos, tais como: controle biológico, químico e físico. O trabalho teve como 
objetivo avaliar o potencial de remoção de ocratoxina A por meio de leveduras isoladas 
do vinho. Uma vez que a indústria de vinho utiliza amplamente os sufitos em seu 
processo e este aditivo químico tem uma função antimicrobiana, as leveduras que 
obtiram melhores resultados no teste de remoção da OTA foram submetidas ao teste 
de tolerância ao metabissulfito de sódio. Foram realizados dois teste de remoção de 
OTA durante 96 horas, com as leveduras MW01, MW06, MW09, PL3, PL8, L1, L2, L3 
e L4. Em que no teste a única fonte de carbono das leveduras foi a OTA. A detecção 
de ocratoxina A nas amostras, foi realizada por cromatografia de camada delgada 
(CCD). Apenas a levedura 4 apresentou potencial de remoção de OTA e prosseguiu 
para o teste de resistência ao metabissulfito de sódio. Nas três diferentes 
concentrações testadas de metabissulfito de sódio: 0,0225 g/mL, 0,030 g/mL e 0,0375 
g/mL, a concentração que teve um menor impacto no crescimento celular foi 0,030 
g/L. Nesta metodologia proposta foi possível elencar a avaliar que a L4 tem potencial 
de remoção de OTA. 

 

Palavras-chave:  ocratoxina A; vinho; controle biológico; aditivo químico; leveduras. 
 
 
 

 
 
 
 

 



 

ABSTRACT 

Ochratoxin A (OTA) is a toxin highly harmful to human health, produced by fungi of the 
genus Aspergillus spp. and Penicillium spp. Ochratoxin A contamination in grapes and 
derived products is frequently reported. Thus, to prevent contamination and detoxify 
several control methods have been proposed, such as biological, chemical and 
physical control. The objective of this study was to evaluate the potential removal of 
ochratoxin A by yeasts isolated from wine. Since the wine industry widely uses sufitos 
in its process and this chemical additive has an antimicrobial function, the yeasts that 
obtained the best results in the OTA removal test were submitted to the sodium 
metabisulfite tolerance test. Two OTA removal tests were performed for 96 hours, with 
the yeasts MW01, MW06, MW09, PL3, PL8, L1, L2, L3, and L4. Where in the test the 
only carbon source of the yeasts was OTA. The detection of ochratoxin A in the 
samples was done by thin layer chromatography (TLC). Only yeast 4 showed potential 
for OTA removal and proceeded to the sodium metabisulfite resistance test. In the 
three different concentrations tested of sodium metabisulfite: 0.0225 g/mL, 0.030 g/mL 
and 0.0375 g/mL, the concentration that had the least impact on cell growth was 0.030 
g/L. In this proposed methodology, it was possible to assess that L4 has potential for 
OTA removal. 

 

Keywords: ochratoxin A; wine; biological control; chemical additives; yeast. 
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1 INTRODUÇÃO 

As micotoxinas são compostos produzidos por fungos em condições de 

estresse que causam prejuízos ao agronegócio e à saúde pública. Dentre as 

micotoxinas, se destacam as aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona e 

fumonisinas (KUPSKI, 2015). O grupo das ocratoxinas é constituído por sete 

metabólitos secundários, dos quais a ocratoxina A (OTA) é a mais conhecida e tóxica. 

Essa toxina é produzida por fungos do gênero Aspergillus spp. e Penicillium spp. 

(ABREU, 2013). 

A ocratoxina A está presente em diversos alimentos, como: produtos vegetais, 

cereais, café, cacau, especiarias, frutos secos, amendoim e uva (LOPES, 2013). A 

uva e seus produtos derivados recebem destaque, devido ao potencial de controle e 

remoção da ocratoxina A através das leveduras do vinho (ABREU, 2013). Devido ao 

risco que as micotoxinas apresentam à saúde, o Ministério da Saúde no Brasil instituiu 

na legislação o limite máximo tolerável (LMT) de ocratoxina A em sucos de uva, polpa 

de uva, vinho e derivado o LMT é 2,0 μg/ kg de produto (BRASIL, 2011). 

Embora os estudos sobre as micotoxinas estejam datadas desde 1962, a 

agricultura ainda enfrenta problemas com a desinfecção de fungos que produzem 

micotoxinas. Como por exemplo, no caso em que cerca de 140 toneladas de uvas 

passas contaminadas por ocratoxina A foram interceptadas no estado de São Paulo, 

pela Vigilância Agropecuária Internacional, em 2020 (NIEDERAUER, 2020). Frente a 

isto, existem os métodos de controle físico, químico e biológico de micotoxinas para 

prevenir a contaminação e detoxificar os fungos. 

Com a modernização da agricultura, o método de controle biológico tem 

conquistado gradativamente mais espaço, porque se apresenta como método 

alternativo com novas tecnologias e pode garantir uma maior segurança à saúde dos 

consumidores, produtores e trabalhadores. No caso das uvas, o controle biológico é 

aplicado para conter a contaminação de ocratoxina A que ocorre principalmente nas 

bagas (ABREU, 2013). Uma vez contaminada, no processamento da uva para 

produção de sucos e vinhos a OTA é propagada durante todo o processo. Estudos 

comprovam que durante o processo de vinificação a concentração de ocratoxina A é 

reduzida em durante as etapas, em diferentes níveis, e algumas leveduras do vinho 

tem um potencial absortivo da micotoxina (ANDRADE. 2016). 
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Neste contexto, outra problemática é otimizar a conservação dos alimentos 

através de aditivos químicos, como por exemplo na indústria vinícola com a ampla 

utilização dos sulfitos. Desta forma, os aditivos químicos são incorporados nos 

alimentos com o objetivo de aumentar o tempo de conservação dos alimentos. No 

processo vinícola o conservante os sulfitos são utilizados para causar inativação 

celular de microrganismos contaminantes no processo. Por isso, o efeito das 

interações do dióxido de enxofre no vinho vem sendo extensivamente estudado, 

devido a diferentes interações dos componentes químicos da molécula com o vinho e 

para investigar a tolerância de diferentes espécies de leveduras à sulfitos (BASSI et 

al., 2014). 

Em razão ao aumento do número de espécies fúngicas que apresentam 

resistência a fungicidas químicos, torna-se necessário trazer novas formas de conter 

a contaminação fúngica em produtos agrícolas. Diante disso, este trabalho avaliou a 

capacidade das leveduras isoladas do vinho e uva de remover a ocratoxina A. Somado 

à isto, foi testado a tolerância ao metabissulfito de sódio nas leveduras que obtiram 

melhores resultados no teste anteior.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar o potencial de remoção de ocratoxina A por meio das leveduras isoladas 

do vinho e uva. 

2.1.1 Objetivos específicos  

• Padronizar testes de biodegradação de ocratoxina A por leveduras; 

• Avaliar a remoção da ocratoxina A por leveduras isoladas do vinho e uva; 

• Avaliar a tolerância de leveduras ao metabissulfito de sódio; 

• Eleger as leveduras que obtiveram melhor desempenho; 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Ocratoxina A 

As   micotoxinas   são   metabólitos   secundários, produzidos   por   fungos 

filamentosos, responsáveis por causar efeitos tóxicos em animais e humanos. Há 

muito tempo se tem conhecimento sobre essas toxinas, contudo os estudos se 

intensificaram depois do acidente ocorrido em 1960, na Inglaterra, quando 100.000 

aves morreram com ração contaminada por aflatoxina de Aspergillus flavus (DUARTE, 

2010). 

Em alimentos são detectadas uma grande variedade de micotoxinas, uma delas 

é ocratoxina A (OTA). Segundo Lopes (2013), a ocratoxina A, foi detectada em vinhos 

e sucos de uva em 1996, na continuidade das pesquisas também foi identificada em 

cereais. Atualmente encontra-se a OTA nos seguintes alimentos: produtos vegetais, 

como cereais, café, cacau, especiarias, frutos secos, amendoim e uva. Em 1999 a 

2000, foi realizado um estudo na União Européia para verificar as principais fontes de 

exposição a OTA, verificou-se que os cereais são a maior fonte de  contaminação,  em  

segundo  lugar  está  a  contaminação  por  ingestão  de  vinho (ANDRADE; LANÇAS, 

2015). 

Os gêneros de fungos responsáveis pela produção de OTA em alimentos são 

Aspergillus spp. e Penicillium spp. De modo geral, os fatores que interferem no 

crescimento  dos  fungos  e  produção  de  micotoxinas  são:  umidade  relativa  do  

ar, temperatura, composição do substrato, atividade da água, pH e linhagem do fungo 

contaminante (DACHERY, 2015). Os fungos do gênero Penicillium spp. apresentam 

crescimento em temperatura menor que 30 ºC, atividade da água de até 0,8 e o pH 

entre 6,0-7,0. Em contratapartida A. ochraceus crescem em uma faixa de temperatura 

entre 8-37 ºC, A. carbonarius entre 32-35 ºC com a atividade da água de até 0,82 e A. 

niger dentro de 8-47ºC com a atividade da água de até 0,72. Destaca-se ainda que 

em  regiões  de  clima  tropical  e  subtropical  existe  uma  predominância  do  gênero 

Aspergillus spp (ANDRADE; LANÇAS, 2015). 

A OTA é um policetídeo derivado de dihidro-isocumarina unida pelo carbono 7 

carboxílico a uma L - b - fenilalanina, através de uma ligação amídica. Sua fórmula 

química  é  C20H18O6NCl,  como  mostra  na  figura  1  (DACHERY,  2015).  Além disso, 
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também apresenta termo-resistência, fluorescência verde quando exposta à luz 

ultravioleta (LOPES, 2013). 

 

Figura 1 - Estrutura química da ocratoxina A 
 

  
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: DACHERY (2015) 

 

3.2 Toxicidade  

A OTA é classificada no grupo 2B da Agência Internacional de Pesquisa sobre 

o câncer, sendo um composto carcinogênico para humanos. Destaca-se ainda o 

potencial nefrotóxico, carcinogênico, imunossupressora, teratogênica e carcinogênica 

(DACHERY, 2015). 

A principal via de exposição à OTA é através da ingestão de alimentos e bebidas 

contaminados. Devido a suas características ácidas, na maioria das espécies a 

absorção ocorre primeiramente no estômago e posteriormente no intestino. A nível 

sanguíneo, a toxina encontra-se fortemente ligada àsproteínas plasmáticas, sendo um 

fator determinante para a persistência da micotoxina no sangue. A ocratoxina A é 

liberada para os tecidos durante um longo período de tempo. A eliminação é retardada 

pelo organismo devido à alta afinidade com as proteínas séricas (KUPSKI, 2015). 

Devido ao risco que as micotoxinas apresentam para a saúde humana e dos 

animais, em 2011, o Ministério da Saúde estabeleceu a Resolução nº 7 que determina 

limites máximos toleráveis (LMT) em alimentos prontos para oferta ao consumidor e em 

matérias-primas. O LMT de ocratoxina A em sucos de uva, polpa de uva, vinho e 

derivado é 2,0 μg/ kg de produto (BRASIL, 2011). A Autoridade Europeia para a 

Segurança dos Alimentos (AESA), apresentou em 2006 uma dose semanal admissível 

de OTA (DSA) correspondente a 120 ng/kg de peso corporal (COMISSÃO DAS 

COMUNIDADES EUROPÉRIAS, 2006). Em contrapartida, os Estados Unidos ainda 

não estabeleceram limites máximos de ocratoxina A nos alimentos (FDA, 2015). 
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3.3   Biodegradação/remoção de ocratoxina A 

A principal forma em que os microrganismos encontram para descontaminar OTA 

é através da hidrólise da ligação amida que une à molécula de fenilalanina. Proteases 

intra ou extracelulares fazem a mediação desta reação que são produzidas por diferentes 

microrganismos e apresentam diferentes atividades de enzimas hidrolíticas de OTA 

(KUPSKI, 2015) 

 

Figura 2 - Via enzimática de descontaminação da ocratoxina A 
 

Fonte: KUPSKI (2015) 

 

A ocratoxina α (OTα) considerada não tóxica e tem uma meia-vida de 

eliminação 10 vezes menor que a da OTA. Em animais e humanos, a conversão de 

OTA em OTα via hidrólise da ligação amida constitui a via de desintoxicação 

predominante da OTA.  Várias enzimas proteolíticas, microrganismos e células 

vegetais mostraram hidrolisar esta amida ligada a desintoxicar OTA (ABRUNHOSA 

et al., 2014).  

3.4 Controle químico  

O controle de doenças causadas por fungos, bactérias e algas por meio de 

compostos   químicos   é   denominado   controle   químico.   Alguns   produtos   não 

apresentam efeito biocida sobre os fungos, apenas atuam na inibição temporária da 

germinação dos esporos, além disso também são capazes de prevenir infecções. 

Contudo, a descontaminação por agentes químicos é considerada um processo de alto 

custo (EMBRAPA, 1999). 

A degradação ou inativação de ocratoxina A por métodos químicos ocorre por 

meio de modificações químicas irreversíveis na molécula, com o uso de ácidos, bases, 

aldeídos, agentes oxidantes e gases (CARÃO et al., 2014). Os principais compostos 

químicos utilizados para inativação, remoção e degradação de micotoxinas estão 

compostos como peróxido de hidrogênio, hidróxido de sódio, amônia e de cálcio, acetato 
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de etila, diclorometano, ácidos fórmico e clorídrico, cloro, bissulfito e carbonato de sódio, 

formaldeído e ozônio (KUPSKI, 2015). 

Dentro dos métodos de controle químicos, se encontram diferentes tecnologias, 

como a utilização de gás ozônio para controle de fungos em grãos armazenados que é 

uma proposta mais segura e potente (EMBRAPA, 2006). Outra alternativa, é a 

esterilização de alimentos por plasma a frio, este gás apresenta tratamento uniforme que 

podem executar a atividade a baixa temperatura e sem alteração do alimento (sabor, 

odor e estrutura) (SILVA, 2019). 

 O uso de fungicidas é considerado o método tradicional de controle de fungos. 

Este apresenta desvantagens, como: a contaminação do solo e recursos hídricos, alto 

custo e a eficiência com o uso frequente é reduzida devido a ocorrência de populações 

resistentes aos princípios ativos dos fungicidas (SILVA, 2021). 

Além disso, segundo o trabalho Pestizide  Atlas  apresentado pela Fundação 

Heinrich Böll, é relatado sobre o uso de agrotóxicos e suas consequências. Um dos 

pontos abordados foi o uso de agrotóxicos em países em desenvolvimento, como o Brasil 

(FUNDAÇÃO HEINRICH BÖLL, 2022). O país está em terceiro lugar no mundo em 

utilização de defensivos agrícolas, como os pesticidas (RUETER; DAMASCENO, 2022).  

Somado a isto,  o  país  fomenta  políticas  públicas  de  incentivo  ao  uso  de produtos  

químicos,  uma  vez  que,  em  2021  o  Brasil  encerra  com  562  agrotóxicos liberados, 

sendo 33 inéditos (SCHMIDT, 2022). 

3.5 Controle físico 

Métodos não convencionais vem sendo descritos para controle de toxinas, muitos 

desses métodos não envolvem processamento térmico, preservando as propriedades 

nutricionais dos alimentos, no entanto apresentam um custo de implantação/adaptação 

nas indústrias e ainda são pouco utilizados. O aquecimento ôhmico apresenta uma maior 

vantagem para produtos que contém compostos que são mais sensíveis  à   temperatura,  

porém   o  método   possui  um   aquecimento desproporcional  e  alta  dependência  do  

processo  com  a  composição  do  produto (SILVA, 2021). O tratamento térmico promove 

reduções significativas de micotoxinas em  diversos  alimentos,  contudo  é  um  processo  

muito  dependente  do  nível  de contaminação  inicial,  temperatura  de  aquecimento,  

tempo  de  exposição  ao  calor, umidade, tipo do alimento e da micotoxina contaminante. 

A extrusão e aquecimento por micro-ondas são formas de tratamento térmico (CARÃO 

et al., 2014). 
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A adsorção também se encontra incluída nos métodos de controle físico. O 

processo de adsorção possui vários fatores que influenciam, como: pH do meio, área 

superficial, as propriedades do adsorvente e do adsorvato e temperatura do sistema 

(NASCIMENTO et al., 2014). Os adsorventes são utilizados para eliminar substâncias 

tóxicas do sistema gastrointestinal, e por consequência eliminar os efeitos tóxicos no 

organismo (CARÃO et al., 2014). 

A radiação UV-C atua diretamente na remoção  de  microrganismos  em alimentos. 

Além disso, estudos comprovam que de forma indireta interfere na fisiologia no alimento, 

retarda processos bioquímicos de amadurecimento, reduz a taxa respiratória e a 

transpiração. A desvantagem é o baixo poder de penetração da luz UV-C, portanto o 

processo  não  é  eficaz  em superfícies  porosas,  com  sombras ou orifícios (EMBRAPA, 

2019). 

3.6 Controle biológico 

Biocontrole é um método de controle de espécies que se baseia no estudo das 

inter-relações entre os seres vivos. Podendo ser aplicado em diferentes etapas do 

processo agrícola para o controle e prevenção do crescimento fúngico, redução da 

produção da toxina ou na pós colheira para remoção/degração da toxina. Neste trabalho, 

o controle biológico é descrito como uma técnica de redução ou eliminação de 

micotoxinas, como a ocratoxina A. O controle   de   pragas-alvo   pode   ser   feito   com   

predadores   e   parasitóides   ou microrganismos, a depender da aplicação e do 

microrganismo que se pretende eliminar (EMBRAPA, 2006). 

Este método dispoe da interdisciplinaridade para desenvolvimento de novas 

tecnologias para otimizar sua aplicabilidade. Como o uso de ferramentas moleculares, 

edição de genomas de agentes de biocontrole, silenciamento de genes e nanotecnologia 

aplicado aos biopesticidas. Dentro deste contexto, tem se o nanoencapsulamento de 

fungos como Trichoderma harzianum Rifai, utilização de nanogel para liberação de 

ferômonio contra moscas-das-frutas e entre outros casos (FONTES; VALADARES-

INGLIS, 2020). 

O mecanismo de ação para controle acontece por meio das interações ecológicas, 

como a competição, antibiose, parasitismo e indução de resistência (LUCON et al., 

2014). No biocontrole com microrganismos, o principal mecanismo de ação entre os 

organismos é o antagonismo. Este método está́ se apresentando cada vez mais viável 

na utilização no campo para combater a infestação fúngica, principalmente por não 

deixarem resíduos químicos nos alimentos (NICOLAU, 2014).  
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Dentro muito exemplos, destaca-se o controle de uma planta na África do Sul que 

foi introduzida a partir da Austrália, a área de origem da planta invasora – a Acacia saligna 

(Labill.). O fungo Uromycladium tepperianum Sacc. aplicado no campo causou a quebra 

dos ramos e consequentemente a morte da planta. O resultado foi a redução de 90% a 

95% na densidade da espécie-alvo (MORRIS et al., 1999). 

No Brasil tem se o exemplo do controle da largarta-da-soja com o vírus 

Baculovirus anticarsia. O método consiste em utilizar lagartas infectadas pelo vírus, 

recomendando-se de 50 a 70 lagartas grandes maceradas com um pouco de água por 

hectare. A suspensão com os poliedros do vírus passa por uma peneira, sendo em 

seguida colocada em um pulverizador com 100 a 200 litros de água, visando dar uma 

cobertura uniforme à área tratada. No que tange a bactérias, a B. Thuringiensis é a mais 

utilizada no controle biológico de pragas agrícolas e insetos, uma vez que apresenta 

toxicidade para diferentes insetos das ordens Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, 

Lepidoptera, bem como a nematoides (FONTES; VALADARES-INGLIS, 2020). 

O uso do controle biológico frente a eliminação de microrganismos é uma 

alternativa mais sustentável se comparar com o controle químico, uma vez que o uso de 

agentes químicos pode causar ao meio ambiente a contaminação de alimentos, água, 

animais e solo, redução da biodiversidade, resistência de pragas e fungos (CORRÊA, 

2019). 

O controle biológico tem sido muito incentivado, por apresentar condições mais 

brandas de tratamento e também   pela   especificidade   com   o   uso   de   enzima   e/ou   

microrganismos   na degradação de OTA.  O processo fermentativo recebe destaque 

entre o método de biocontrole, já que meio fermentativo possui microrganismos não 

toxigênicos para a descontaminação. 

3.7 Aspectos relacionados à contaminação de ocratoxina A em vinhos 

A contaminação de ocratoxina A em vinho ocorre quando as uvas atribuídas para 

o processamento são infectadas por fungos.  Desde que foi detectada pela primeira vez 

em vinhos na Suíça, em 1996, a investigação sobre a biodegradação e biocontrole de 

OTA na produção vinícola tem se intensificado com o passar do tempo (ABREU, 2013). 

A maior concentração de OTA é encontrada na casca da uva, por isso, os vinhos 

tintos se comparar com os outros tipos de vinho apresentam uma maior incidência de  

micotoxinas, devido as características intrínsecas no processo (ABREU, 2013). Isto 

ocorre devido a remoção das cascas logo no início do processamento da uva na 
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produção de vinhos brancos, diminuindo assim a quantidade de OTA residual 

(ANDRADE, 2016). 

Estudos relatam que a redução da concentração de OTA ocorre em todas as 

etapas do processo vitícola, contudo, a etapa que possui maior influência é a 

fermentação. Nas fases iniciais de vinificação, a degradação está associada ao efeito da 

remoção dos sólidos por precipitação (ABREU, 2013). Somado a isto, muitos estudos 

relatam sobre a diminuição da concentração de contaminantes na fermentação alcoólica 

(COSTA, 2019). 

3.8 Fermentação de vinhos por leveduras 

O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, define o vinho uma bebida 

obtida a partir da fermentação alcoólica de mosto simples de uva sã, fresca e madura 

(BRASIL, 2014). O vinho é classificado de acordo com: quanto à classe – vinho leve, vinho 

de mesa, espumante, vinho licoroso e vinho composto; quanto à cor – tinto, rosado e 

branco e quanto ao teor de açúcar (BEZERRA, 2012). 

A qualidade do vinho está diretamente relacionada com a cepa de levedura 

escolhida, uma vez que as leveduras são responsáveis pela fermentação alcoólica do 

mosto. Durante a fermentação, o vinho apresenta uma grande diversidade de gêneros e 

espécies de leveduras, a Saccharomyces cerevisiae é a mais conhecida. No entando, nas 

etapas iniciais da fermentação do vinho, há um crescimento significativo de espécies de 

leveduras não – Saccharomyces procedentes da própria  

Os microrganismos presentes naturalmente nas uvas interferem tanto na 

fermentação alcoólica quanto na fermentação malolática, pois produzem compostos que 

promovem características específicas ao vinho (SILVA, 2019).  Desta forma, o estudo da 

diversidade microbiológica da uva e caracterização das leveduras que compõem o 

processo fermentativo do mosto é importante visto que, as características do produto são 

determinadas por enzimas e leveduras presentes na uva (BEZERRA, 2012). 

3.9  Aditivos químicos: Metabissulfito de sódio 

Alimentos produzidos em escala industrial podem sofrer deterioração através de 

contaminação fúngica. Entre as estratégias para tentar inibir essas alterações, 

encontram-se o tratamento térmico e aditivos químicos, com diferentes aplicabilidades. 

Os aditivos químicos são métodos alternativos, uma vez que no tratamento térmico os 

fungos desenvolvem resistência térmica e potencialmente também sintetizam 

metabólitos secundários tóxicos que se acumulam na matéria-prima (LÓPEZ; LIMA-

COELHO; FERREIRA, 2009). Dentre os aditivos químicos estão: ácido benzóico, 
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benzoato de sódio, dióxido de enxofre, sulfitos, ácido sórbico, sorbato de potássio e 

metabissulfito de sódio (COELHO, 2008). 

O Ministério da Saúde define aditivo alimentar como qualquer ingrediente 

inserido intencionalmente aos alimentos, com o objetivo de modificar as características 

físicas, químicas, biológicas ou sensoriais, durante a fabricação, processamento, 

preparação, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou 

manipulação de um alimento (BRASIL, 1997). A legislação brasileira regulamenta os 

aditivos permitidos e seus limites máximos para categoria de bebidas alcoólicas. Para 

vinhos em que o aditivo tem a função antioxidante e melhorar a conservação do produto, 

é estabelecido para sulfitos 0,03 g/100 mL (BRASIL, 2016). A Food and Drugs 

Administration (FDA) proibiu o uso de metabissulfitos em carnes e alimentos 

reconhecidos como fonte de vitamina B1 (FDA, 2022). 

Dentre os aditivos químicos, tem se o dióxido de sulfito e os metabissulfitos. 

Ambos apresentam atividade antimicrobiana, ação antioxidante e solubilizante 

(RIZZON; DALL‘AGNOL, 2007). Os aditivos mais frequentemente utilizados são: 

metabissulfito de sódio (Na2S2O3), metabissulfito de potássio (K2S2O3), metabissulfito de 

cálcio (Ca2S2O3), sulfito de sódio (Na2SO3), sulfito de cálcio (Ca2SO3), sulfito de potássio 

(K2SO3), bissulfito de cálcio (CaHSO3), bissulfito de sódio (NaHSO3), bissulfito de 

potássio (KHSO3); adicionados aos mais diversos alimentos (COELHO, 2008). Na 

produção de vinho, os aditivos se destacam devido a propriedades como (RIZZON; 

DALL‘AGNOL, 2007): 

● Ação antimicrobiana: o dióxido de enxofre atua selecionando os 

microrganismos presentes no mosto, de forma que inibe a reprodução dos 

microrganismos indesejados e estimula a ação das leveduras. 

 

Figura 3 - Estrutura química do dióxido de enxofre e metabissulfito de sódio 

 

Fonte: RIZZON; DALL‘AGNOL (2007) 

 

 

● Ação antioxidade: age de forma protetora sobre os compostos orgânicos que 

atribuem a coloração do vinho e são facilmente oxidáveis. Isto é, previne a 
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alteração da cor nos vinhos; 

● Ação antioxidásica:  inibe a ação de enzimas que provocam a turvação e 

enegrecimento do vinho produzido; 

 O metabolismo de ação do dióxido de enxofre (SO2, SO3, HSO3 e S2O5) e seus 

derivados (sais de sódio, potássio ou cálcio) ocorre através da liberação de sulfitos que 

reagem com ligações dissulfetos e tiosulfonatos. Este mecanismo induz a inativação 

de enzimas e, consequentemente, a ativação das atividades antioxidantes, 

antimicrobianas e antioxidásicas (LÓPEZ; LIMA-COELHO; FERREIRA, 2009). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

Os experimentos foram realizados no laboratório de Bioquímica e Microbiologia 

da Universidade Tecnológica Federal do Paraná, localizado em Ponta Grossa - PR. O 

fluxograma 1 apresenta o fluxo geral dos materiais e métodos desenvolvidos. 

 

Fluxograma 1 - Visão geral do fluxo de materiais e métodos 
 

 
Fonte: Autoria própria (2022). 

 

Em que, o cultivo dos microrganismos sucedeu ao longo de todas as etapas. A 

seguir, o preparo da solução de ocratoxina A foi iniciado com uma solução pura obtido 

pela empresa Sigma e ao longo do desenvolvimento houve a alteração na estratégia, 

uma vez que o padrão puro possui um alto custo e difícil acesso à compra. Com a 

obtenção da solução de OTA foi iniciado o teste de degradação e leitura das amostras 

em cromatografia de camada delgada para averiguar o desenvolvimento da reação. Os 

microrganismos que obtiveram um melhor desempenho foram submetidos ao teste de 

tolerância ao metabissulfito de sódio. 

4.1  Culturas 

 
As leveduras utilizadas para avaliar a remoção de ocratoxina A foram isoladas 

de uvas e vinhos produzidos no Rio Grande do Sul, coletadas em 2022. As leveduras 

utilizadas para os testes foram cedidas pela coleção de microrganismos do laboratório 

de microbiologia da UTFPR-PG. Em que, as leveduras do vinho são MW01, MW06 e 
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MW09 e da uva PL3 e PL8. E, também foram utilizadas as leveduras nomeadas como 

1,2,3 e 4 isoladas de uva americana Tercy. 

O A. ochraceus foi mantido em meio BDA, com repiques mensais para 

manutenção da cepa. A esterilização dos meios foi realizada por autoclavagem a 

121ºC por 15 minutos. A linhagem referência de A. ochraceus produtora de ocratoxina 

A foi cedida pela coleção de microrganismos do laboratório de microbiologia da 

UTFPR-PG. 

4.2 Solução de ocratoxina A 

Neste trabalho foi utilizado soluções padrão de ocratoxina A adquirida pela 

empresa Sigma. A solução padrão estoque de ocratoxina A foi armazenada à 5 ºC. 

Além do padrão, foi utilizado também extrato de A. ochraceus produtor de OTA. 

4.2.1 Obtenção do extrato de OTA por meio de culturas de A. ochraceus 

 
Todas as vidrarias utilizadas foram previamente higienizadas com água 

sanitária e posteriormente lavadas com detergente e enxaguadas com água da 

torneira e depois água destilada.  A cepa do fungo A. ochraceus foi mantida em meio 

de cultura BDA a 7 °C. Foram utilizados meio ágar e caldo YES já que, este meio é 

geralmente considerado muito favorável para a biossíntese de ocratoxina  A (SOUZA, 

2014). 

As colônias foram inoculadas em 10 placas meio ágar YES (Yeast Extract 

Sucrose) e para 4 erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de caldo YES. Os meios 

ficaram em BDO à 25ºC por 7 e 14  dias. Este procedimento sucedeu duas vezes porque 

com o tempo de 7 dias não foi obtido o extrato de ocratoxina A, por isso houve a 

repetibilidade com o tempo de 14 dias. 

Para extração de ocratoxina A no meio sólido, foi necessário fazer a trituração 

do ágar a fim de aumentar a superfície de contato entre o solvente e a toxina. 

Posteriormente, a extração a partir do meio sólido líquido seguiram as seguintes 

etapas descritas. 

Em 50 gramas de amostra foi adicionado 10 mL de KCl 4% e 90 mL de metanol. 

Em seguida o conteúdo foi transferido para 4 erlemeyers para que ficassem em 

agitação (150 rpm) durante 15 minutos para garantir a completa homogeneização. 

Após, realizou-se a filtração com papel filtro 125 mm. 
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Em 50 mL do filtrado foram adicionados 50 mL de (NH4)2SO4 a 30% e 7  gramas 

de terra diatomácea. Sucedeu uma segunda filtração direto para o funil de separação. 

Ao funil de separação, foi adicionado 50 mL do filtrado, 50 mL de água destilada e 10 

mL de clorofórmio e agitou-se suavemente por 3 minutos e foi aguardada a separação 

das fases. Posteriormente, foi recolhido 5 mL do filtrado e adicionado no funil de 

separação 10 mL de clorofórmio, agitou-se suavemente por 3 minutos e foi aguardada 

a separação das fases. Este procedimento sucedeu por mais uma vez (ONO et al., 

2007). 

4.2.2  Calibração do equipamento 

 
Para garantir a confiabilidade dos dados e a concentração específica de 

micotoxina presente é necessário realizar a calibração do equipamento. A calibração 

ocorreu   de forma a obter o fator de correção e posteriormente a concentração de 

micotoxina. Para calibração do equipamento, primeiramente foi preparado as 

seguintes soluções: (INSTITUTO ADOLFO LUTZ; ZENEBON; PASCUET, 2008): 

• Solução de H2SO4 0,018 N: adicionou-se 1 mL de ácido sulfúrico concentrado 

em um balão de 2000 mL, foi completado com água destilada. 

● Solução A: dicromato de potássio 0,25 mM – contém aproximadamente 78 mg 

de dicromato de potássio previamente dessecado e foi dissolvido em 1000 mL 

de ácido sulfúrico. 

● Solução B: composta por 25 mL da solução A que foi transferido para um balão 

de 50 mL e completou o volume com solução de ácido sulfúrico. 

● Solução C: foi adicionado 25 mL da solução B e transferido para balão de 50 

mL, por fim completou-se o volume com solução de ácido sulfúrico.  

Para leitura em espectrofotômetro foi A foi lido como branco a solução de ácido 

sulfúrico 0,018 N e posteriormente as soluções A, B e C foram lidas a 350 nm. Com 

base nos valores de leitura, foi calculado a absortividade molar de cada uma das 

soluções e o fator de correção do espectrofotômetro com as seguintes equações. 
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𝜀 = 
𝐴 × 1000 

𝑐𝑜𝑛𝑐.(𝑚𝑀) 
(1) 

De acordo com os valores de absortividade molar, foi calculado a absortividade 

molar média (ɛ): 

E = 
ɛ𝑎 + ɛ𝑏 + ɛ𝑐 

3 
(2) 

Com a absortividade molar média é calculado o fator de correção do aparelho 

(FC), onde: 

𝐹𝐶 =  
𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 ɛ para H2SO4

E
                                                  (3) 

O fator de correção deve estar na faixa entre 0,95 e 1,05, caso o valor esteja 

fora desta faixa seria necessário repetir o procedimento de forma a verificar se houve 

erro no aparelho ou na técnica. Posteriormente, para calibrar o padrão de OTA, foi feita 

a dissolução do padrão da micotoxina em benzeno-ácido acético, para realizar a leitura 

em 350 nm. 

A absortividade molar da ocratoxina A com o comprimento de onda de 350 nm 

e em bezeno – ácido acético é 5.500. 

4.2.3 Padrão de ocratoxina A 

O padrão foi preparado a partir da solução obtida pela empresa Sigma com 

concentração de 75 µg/mL. Esta solução foi completamente evaporada em banho 

maria a 60ºC. Após, foi dissolvida com 2 mL de benzeno. Em um novo recipiente, foi 

adicionado 500 µL da solução de OTA com benzeno e adicionou-se 1,5 mL de 

benzeno. Foi realizada a leitura em espectrofotómetro à 350 nm. A concentração da 

solução foi obtida através da equação 4. 

µ𝑔 𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑐𝑜𝑡𝑜𝑥𝑖𝑛𝑎

𝑚𝐿
=  

𝐴 ×𝐹𝐶 ×𝑀𝑀 ×1000

𝐸
                                                        (4) 

4.3   Padronização da contagem celular de leveduras 

A levedura 4 em meio caldo Sabouraud foi inoculada e mantida por 24 horas a 

25ºC. Após, foram suspensos em NaCl 0,85% com auxílio de uma alça de platina 

previamente flambada em bico de Bunsen. A partir de uma cepa foram padronizados 

tubos com suspensão de células, e foi realizada a leitura em espectrofotômetro a 600 

nm, a fim de se obter uma absorbância de 0,100 e 0,150 nm. 
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O procedimento sucedeu em triplicata. Uma vez obtida a absorbância 

esperada, foram realizadas as respectivas contagens de células na câmara de 

Neubauer. O número de células foi encontrado através da seguinte equação: 

 

𝑛º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 =  
𝑛º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑛º 𝑑𝑒 𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑡𝑜𝑠
× 𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 × 10.000         (5) 

 

Sendo, o número total de células um valor obtido por meio da contagem direta 

em câmara de Neubauer, o nº de quadrantes contados é igual a 25 e 10.000 é 

equivalente ao volume da câmara (UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO 

SUL, 2013). 

4.4  Teste de degradação de ocratoxina A 

Foi realizado dois testes de degradação, em que o primeiro foi prosseguido com 

o padrão comercial puro e o segundo com o extrato de OTA obtido em laboratório. No 

teste 2 todas as leveduras (MW01, MW06, MW09, PL3, PL8, L1, L2, L3 e L4) foram 

submetidas. O fluxograma abaixo apresenta o resumo do desenvolvimento do teste. 

 

Fluxograma 2 - Etapas para o teste de degradação de OTA 
 
 

 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 

 

A partir de uma cultura recente de células (72 horas) em ágar YES, as leveduras 

foram suspensas em NaCl 0,85% com auxílio de uma alça de platina previamente 

flambada em bico de Bunsen. O inóculo foi padronizado através da leitura em 
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espectrofotômetro a 600 nm, a fim de se obter uma absorbância entre 0,100 a 0,150 

nm. Uma vez que, a absorbância de 0,100 nm corresponde aproximadamente à 

1,00𝑥10+06 células. Com o extrato obtido por meio de culturas de A. Ochraceus foi 

preparado a solução de OTA ressuspendendo em 200 µL de etanol.   

Os testes de degradação sucederam em tubos de eppendorfs, sendo 

subdivididos em: positivo e negativo. Os tubos positivos eram compostos por 180 μL 

da suspensão de células padronizadas em NaCl 0,85% e 20 μL da solução de 

ocratoxina A. E, os tubos negativos eram compostos por 180 μL da suspensão de 

células em NaCl 0,85% e 20 μL de etanol (JIN et al., 2018). 

Os tubos foram acondicionados sob agitação (115 rpm) a 25 ºC durante 5 dias. 

Os experimentos ocorreram de duas formas: o primeiro teste com coletas de 20 μL de 

amostras nos tempos 0, 24, 48, 72 e 96 horas e o segundo com coletas de 50 μL 

nos tempos 0, 48 e 96 horas. 

             Para coleta de amostra, foi retirado 50 μL e acondicionado em um novo 

eppendorf. Em que foi adicionado 20 μL de clorofórmio homogeneizado com vórtex e 

então analisado em cromatografia de camada delgada (JIN et al., 2018). 

4.5 Cromatografia de camada delgada 

A placa cromatográfica foi ativada colocando-a em estufa a 100 ºC por 30 

minutos. Aplicou-se a 3 cm da base os pontos da amostra com distanciamento de 1 

cm. As amostras foram aplicadas alternadamente com testes positivos e negativos, 

para obter uma leitura mais clara. A placa foi colocada em cuba cromatográfica 

contendo como fase móvel tolueno:acetato de etila:clorofórmio:ácido fórmico 

(70:50:50:20) (ONO et al., 2007). 
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Fotografia 1 - Cromatografia de camada delgada 
 

 

 
Fonte: Autoria própria (2022). 

 

Após atingir 10 cm de corrida a placa foi removida e seca. A visualização foi 

realizada sob luz UV a 366 nm (ONO et al., 2007). O parâmetro de monitoramento de 

reação utilizando CCD é o fator de retenção, que pode ser é definido como a razão 

entre a distância percorrida pela mancha do componente e a distância percorrida pela 

fase móvel (BRONDANI, 2019). 

 

𝑟𝑓 =  
𝑑𝑐

𝑑𝑠
                                                            (6) 

 

Sendo, dc a distância percorrida pelos componentes da mistura e ds distância 

percorrida pela fase móvel. 

4.6 Teste de tolerância a metabissulfito de sódio 

Para este teste foi utilizado o caldo Sabouraud, acidificado em ácido cítrico, pH 

3,0. Onde foi acrescentado de acordo com a legislação brasileira, as concentrações de 

metabissulfito de sódio: 0,0225 g/mL, 0,030 g/mL e 0,0375 g/mL (BRASIL, 2016). Para 

verificar o desenvolvimento microbiano foi empregado como controle o mesmo meio de 

cultura, porém sem a adição de conservantes. Além disso, foram esterilizados 

separadamente, por autoclavagem, o metabissulfito de sódio e ácido cítrico, para se 

evitar, a hidrólise do ágar durante o aquecimento, com a perda do poder de gelificação 

e ainda no que se refere ao metabissulfito de sódio eventuais perdas por hidrólise ou 

evaporação (FAZIO, 2006). 

A partir de uma cultura de leveduras cultivada 72 horas antes em caldo 

Sabouraud, foi preparado o padrão de inóculo para o teste. O inóculo foi padronizado 
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através da leitura em espectrofotômetro a 600 nm, a fim de se obter uma absorbância 

de aproximadamente 0,150. 

 

Fotografia 2 - Ensaio do teste de resistência à metabissulfito de sódio 
 

 
Fonte: Autoria própria (2022). 

 

Em tubos de ensaios foram adicionados 4 mL de caldo Sabouraud e 1 mL do 

inóculo de células padronizado. O teste sucedeu em triplicada sob armazenamento à 

25 ºC durante 7 dias. 

Ao fim, para averiguar a capacidade de crescimento depois da exposição ao 

metabissulfito de sódio, as leveduras foram semeadas em placas de Petri. As leveduras 

de cada tubo foram transferidas para respectivas placas com meio Sabouraud 

Dextrose Ágar sem adição de metabissulfito de sódio, acidificado com ácido cítrico, 

pH 3,5 à 25°C por 8 dias. Em que, a cada 24 horas, durante 5 dias foi averiguada a 

absorbância em espectrofotômetro a 600 nm das amostras. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1 Calibração do espectrofotômetro  

Como apresenta a tabela 1, para assegurar a correta leitura da concentração da 

micotoxina é necessário realizar a calibração do equipamento.  

 

Tabela 1 - Fator de correção espectrofotômetro 

 

 
Solução 

 
Absorbância 

(nm) 

Absortividade 
molar 𝑳. 𝒎𝒐𝒍−𝟏. 

𝒄𝒎−𝟏 

 

Absortividade 
molar média 

𝑳. 𝒎𝒐𝒍−𝟏. 𝒄𝒎−𝟏 

 

 
Fator de 
correção 

Ác. Sulfúrico 0 3.160  
 
3.291 

 
 

0,960 
A 0,147 2.352 

B 0,467 3.736 

C 0,946 3.784 

Fonte: Autoria própria (2022). 

O valor de FC deve estar entre 0,95 e 1,05, portanto o valor está adequado de 

acordo com a metodologia. A concentração dos padrões de ocratoxina A aplicada nos 

testes foram calculadas de acordo com os dados da tabela 1. Na totalidade foram 

preparados três padrões para suceder os testes, como podemos observar na seguinte 

tabela: 

Tabela 2 - Soluções padrão de ocratoxina A 
 

Solução Absorbância (nm) Concentração final 

(µg/mL) 

1 0,192 17,8 

2 0,284 35,3 

Fonte: Autoria própria (2022). 

O padrão 1 foi empregado nos testes com as leveduras MW01, MW06, MW09, 

PL3 e PL9. Contudo, não foi finalizado porque logo na primeira análise cromatográfica 

(CCD) a OTA não foi revelada. Nos testes com as leveduras 1, 2, 3 e 4 foi aplicado o 

padrão 2, sendo denominado teste 1. E, por fim, no segundo teste todas as leveduras 

foram submetidas com o extrato obtido através da metodologia 3.2.1. 
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5.2 Extração de OTA por meio de culturas de A. Ochraceus 

O cultivo de A. ochraceus foi realizada em um tempo de 7 e 14 dias. Em que, 

alcançou-se um resultado positivo na cepa com o tempo de cultivo de 14 dias em meio 

sólido, como apresenta a fotografia a seguir:   

 

Fotografia 3 - Leitura de amostras por CCD 
 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 

 

Para conseguir avaliar a presença da OTA no extrato foi necessário fazer a 

leitura em placa cromatográfica comparando com o padrão puro. Na imagem, a OTA 

padrão é a solução adquirida pela empresa Sigma e ao lado o extrato de OTA com o 

tempo de cultivo de 14 dias em meio sólido. Este extrato foi utilizado para realizar os 

testes posteriores. 

A ocratoxina A pode não ter sido expressa no período de 7 dias, porque 

metabólitos secundários normalmente são produzidos apenas no fim da fase de 

crescimento (USP, 2018), possivelmente para obter extratos mais concentrados de 

OTA, seria necessário prolongar o período de crescimento do microrganismo. 

Segundo Pardo et al. (2007), uma revisão que compilou o tempo de crescimento do 
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A. ochraceus em diferentes condições de cultivos, o tempo médio para o fungo 

produzir OTA são 18 dias. 

A produção de OTA e crescimento do fungo pode ser afetada por fatores 

abióticos, como temperatura e atividade de água. Uma vez que os microrganismos 

possuem temperaturas ótimas de crescimento que pode ser diferente da temperatura 

para a produção da toxina (ABREU E NERY, 2015). 

5.3 Teste de degradação de ocratoxina A  

A cromatografia de camada delgada é uma metodologia adaptável para 

diferentes níveis de precisão e proporciona avaliar diversas toxinas em diferentes 

amostras simultaneamente (LEITE et al., 2012). Por isso, esta técnica vem sendo 

recomendada para estudos devido a facilidade de aplicação e foi escolhida para 

investigar o comportamento da reação de degradação de OTA. 

A capacidade das leveduras de remover   OTA foi avaliada através de CCD, em 

que foi comparado os valores de rf do controle positivo com as amostras testadas.  

Desta forma, na mesma placa foi aplicado o controle positivo (apenas a solução de 

ocratoxina A) e as amostras para fins de comparação. O objetivo era perceber a 

alteração dos fatores de retenção e desaparecimento do ponto de fluorescência que 

indica a presença da toxina. 

Foram finalizados dois testes de degradação, o primeiro com as leveduras 1, 2, 

3 e 4 e o segundo com as leveduras MW01, MW06, MW09, PL3, PL8, L1, L2, L3 e L4. 

Os valores de rf (fator de retenção) das amostras avaliadas em CCD estão descritos 

na tabela 4. O rf pode variar de acordo com a fase móvel, tempo de retenção e 

concentração da amostra. Na literatura, foram encontrados valores de rf para ocratoxina 

A próximo de 0,660 (LEITE   et al., 2012). A seguir os fatores de retenção encontrados 

em cada teste: 

 

Tabela 3 - Fator de retenção do experimento com ocratoxina A padrão 
 

Tempo 
(h) 

  RF  

 L1 L2 L3 L4 C 

0 0,690 0,690 0,690 0,690 0,690 

24 0,550 0,560 0,575 0,575 0,550 

48 0,640 0,625 0,610 0,600 0,620 

72 0,660 0,630 0,630 0,640 0,630 
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Fonte: Autoria própria (2022). 

 

Os resultados na tabela 4 foram obtidos a partir do padrão 2 (tabela 2). Para 

conseguir avaliar a remoção da toxina a única fonte de carbono da levedura foi a OTA. 

Na tabela 4, o controle positivo (C) é utilizado como parâmetro para conseguir perceber 

o desenvolvimento da reação. Os fatores de retenção na tabela 4, no tempo de 96 

horas, para L2 e L3 apresentam uma diferença entre 0 a 1,56% se comparar com o rf 

do controle. Portanto, estima-se que não houve remoção de OTA. Uma vez que o 

comportamento do rf não altera com a presença na levedura. 

O comportamento do rf para L4 na tabela 4 é atípico se comparar com o controle. 

Contudo, não se pode afirmar que L4 removeu OTA observando apenas este teste, 

porque nas leituras das amostras não foram observados rastros de OTA. Além disso, 

como a amostra foi aplicada na lateral da placa pode correr de forma diferente devido 

às imperfeições na placa cromatográfica. No entanto, devido a variação do rf na 

levedura 4 é possível afirmar que houve uma atividade metabólica. 

No segundo teste houve uma diferença entre os fatores de retenção se 

comparado com o primeiro teste, devido a interferência de outros solventes para 

obtenção do extrato. Uma vez que na solução pura não apresenta outros compostos 

(AMORIM, 2019). A tabela a seguir apresenta os dados adquiridos de todos os 

microrganismos testados: 

 

Tabela 4 - Fator de reteção do experimento com extrato de A. ochraceus. 
 

Tempo     RF  

 MW01 MW06 MW09 PL3 PL8 L1 L2 L3 L4 C 

0 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 

48 0,38 0,40 0,38 0,37 0,40 0,40 0,40 0,36 0,34 0,40 

96 0,38 0,40 0,36 0,36 0,40 0,40 0,40 0,34 - 0,40 

Fonte: Autoria própria (2022). 

 

De acordo com a tabela 5, observa-se que as leveduras MW01, MW06, PL8, L1 

e L2 apresentaram uma diferença média, no tempo de 96 horas, entre 0 a 1,50% se 

comparar com o rf do controle positivo. Desta forma, conclui- se que não houve nenhuma 

atividade de remoção da OTA. A imagem a seguir apresenta a leitura das amostras no 

tempo inicial (T0), em 48 horas (T1) e 96 horas (T3).  
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 Fotografia 4 - Leitura das amostras das leveduras L1, L2, L3 e L4 por CCD 
 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 

 

No tempo de 96 horas não foi detectado presença de OTA na amostra da L4. A 

remoção de OTA pode ter sido através da adsorção da micotoxina pela parede celular 

da levedura (compostas por manoproteínas e β-glucanas) (SÁNCHEZ, 2021). Para 

conseguir confirmar esta metabolização, em estudos posteriores deverá ser aplicado 

uma avaliação em espectrômetro de massa. 

5.4 Curva de calibração de nº de células 

A curva padrão de células foi necessária para realizar a padronização do inóculo 

de células nos experimentos a partir da leitura de absorbância em espectrofotômetro. 

Para cada absorbância realizou-se a contagem de células em câmara de Neubauer em 

triplicata. Os seguintes dados foram obtidos: 

 

Tabela 5 - Relação entre absorbância e contagem de células 
 

Absorbância 

esperada 

Amostra Absorbância Contagem Número de 

células 

 Padrão 1.027 388 1,55𝑥10+05 

 
 

0,100 

1 0,106 138 1,38𝑥10+04 

2 0,110 150 1,50𝑥10+04 

3 0,111 163 1,50𝑥10+04 

 
 

0,150 

1 0,140 190 2,28𝑥10+04 

2 0,150 256 3,07𝑥10+04 

3 0,147 252 3,02𝑥10+04 
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Fonte: Autoria própria (2022). 

Com base nos dados adquiridos foi possível traçar uma relação entre as duas 

variáveis (absorbância e número de células por mililitro). Os resultados estão 

demonstrados no gráfico a seguir: 

 

Gráfico 1 - Curva de calibração de nº de células 
 

 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 

Portanto, como pode-se observar, a equação da reta para esta relação é: 

𝑦 = 3 × 10−06𝑥 + 0,0736 (7) 

De acordo com a função matemática encontrada, este trabalho estimou os 

valores de contração celular (nº cél/mL), com base nos valores de absorbância obtidas 

de cada amostra (UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE, 2012). 

5.5 Teste de tolerância a metabissulfito de sódio 

Para suceder este teste, a levedura 4 foi eleita uma vez que obteve o melhor 

desempenho no teste anterior. A capacidade do microrganismo tolerar a presença de 

um aditivo químico foi avaliada através de uma curva de crescimento celular. O 

comportamento celular foi delineado a partir dos resultados obtidos através da leitura 

diária das amostras em triplicata. 
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Gráfico 2 - Curva de crescimento sem adição de metabissulfito de sódio 
 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 

 

A curva de crescimento da levedura 4 no gráfico 2 refere-se ao método 

experimental descrito no item 3.7. Esta curva foi traçada sem adição de metabissulfito 

em triplicata para validação da metodologia. O gráfico a seguir trata-se da curva de 

crescimento celular comparando as diferentes condições de crescimento celular.  

 

Gráfico 3 - Curva de crescimento comparativa 

 
 

Fonte: Autoria própria, (2022). 

 

No gráfico 6 L4(1) refere-se a curva sucedeu com adição de 0,0225 g/mL, L4 

(2) com adição de 0,030 g/mL e L4 (3) na condição de 0,0375 g/mL. Pode-se observar 

que, na curva L4 (1) houve uma redução da concentração de células final de 22,3% 

em relação a curva padrão (sem adição de metabissulfito de sódio). Além disso, há 

uma diferença no comportamento de crescimento celular da curva. 
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A curva de crescimento com adição de 0,030 g/mL de metabissulfito de sódio 

apresentou uma diferença da concentração final de células de 4,3% se comprar com 

a curva padrão. Por fim, a curva com adição de 0,0375 g/mL expôs um descréscimeto 

de 15,8%. Desta forma, conclui-se que, na concentração de 0,030 g/mL de 

metabissulfito de sódio, o impacto no crescimento celular foi menor se comparado às 

outras concentrações. 

O metabissulfito de sódio se dissocia em três espécies moleculares quando 

adicionado em solução aquosa: SO2 molecular, a espécie antimicrobiana mais ativa; 

bissulfito (HSO3−); e sulfito (SO2−). O fator predominante para o equilíbrio químico entre 

as espécies é o pH da solução, o SO2 molecular é predominante de pH 0 a 2, bissulfito 

de pH 2 a 7 e sulfito de pH 7 a 10. O SO2 pode inibir o crescimento microbiano porque 

interfere nos metabólitos da glicólise e se liga à glicose, diidroxiacetona fosfato, 

piruvato, acetaldeído, ácido oxaloacético e ácido alfa-cetoglutárico, impedindo que 

sejam utilizados como substratos para vias metabólicas. A tolerância ao SO2 varia de 

acordo com cada espécie de levedura (BASSI et al., 2014). 

Para explicar a tolerância desta levedura ao metabissulfito de sódio, seria 

necessário fazer outros testes e avaliar a interação em uma fermentação alcoólica 

com a S. cerevisiae. 

A adição de metabissulfito de sódio na concentração mandatória das leis 

brasileiras (BRASIL, 2016), não causou impacto no crescimento da levedura. No 

entanto, o SO2 poderia impedir a capacidade do microrganismo de continuar 

crescimento sob condições normais (sem adição de metabissulfito de sódio). Desta 

forma, em condições assépticas para cada teste foi feito o estriamento em placas de 

Petri, o crescimento após está ilustrado não quadro 1: 

 

Quadro 1 - Crescimento da levedura 4 
 

 
 

Padrão sem adição de metabissulfito de 
sódio 
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Adição de 0,0225 g/mL de metabissulfito 

 

 

 
 
 
 

 
Adição de 0,030 g/mL de metabissulfito 

 

 

 
 
 

 
Adição de 0,0375 g/mL de metabissulfito 

 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 

Todas as placas de Petri apresentaram um crescimento positivo padrão, desta 

forma pode-se afirmar que a levedura é capaz de manter o crescimento celular depois 

de ser submetida ao aditivo químico em questão. No entanto, as placas de Petri das 

leveduras que estiveram na concentração de 0,0375 g/mL de metabissulfito de sódio, 

não apresentaram um crescimento padrão em comparação com as três placas de 

Petri. Portanto, o resultado para esta condição de crescimento microbiano é 

inconclusivo. 

O objetivo do teste de resistência ao metabissulfito de sódio foi concluído 

apesar de ter variações dos resultados entre as diferentes condições, uma vez que o 

aditivo químico não impacta de forma significa a concentração celular final. De forma 

geral, em todos os testes a levedura 4 obteve o maior destaque, sendo potencialmente 

capaz em metabolizar a ocratoxina A e removê-la. 
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6 CONSIDERAÇÃO FINAIS 

Com base na execução da metodologia prática foi possível atingir o objetivo 

geral e os específicos. Foi realizada a padronização dos testes de biodegradação de 

OTA por leveduras. Em futuros estudos, as condições de análises podem ser 

aprimoradas com a adição de micronutrientes a fim de reduzir a condição de estresse 

do microrganismo. 

Na metodologia proposta foi elencada a levedura 4 com um determinado 

potencial remoção de ocratoxina A. O desempenho desta levedura poderá ser validado 

com a repetibilidade dos testes. Além disso, é factível afirmar que a concentração 

permitida de metabissulfito de sódio na legislação vigente não impacta de forma o 

crescimento celular. Está afirmação é importante, uma vez confirmada a capacidade 

de degradação de OTA por meio da levedura 4, o microrganismo poderia ser um 

potencial agente de biocontrole de micotoxinas para indústria vinícola. 

De forma geral, o presente trabalho contribui para evidenciar uma metodologia 

alternativa no controle de micotoxinas. Embora a degradação de OTA por 

microrganismos não tenha sido confirmada, foi possível compreender as condições de 

produção da toxina, condições de crescimento celular com diferentes concentrações 

de aditivo químico e melhorias para futuros trabalhos. 
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APÊNDICE A – Meios de cultura 

Apêndice 01. Meio YES 
 

Reagente 𝑔. 𝑙−1 

Sacarose 150,0 

Extrato de levedura 20,0 

Ágar 15,0 

 

Apêndice 02. Meio Batata Dextrose Ágar 
 

Reagente 𝑔. 𝑙−1 

Extrato de batata 4,0 

Dextrose 20,0 

Ágar 15,0 

 

Apêndice 03. Caldo Sabouraud 
 

Reagente 𝑔. 𝑙−1 

Caldo Sabouraud 39,0 

 

Apêndice 04. Sabouraud Dextrose Ágar 
 

Reagente 𝑔. 𝑙−1 

Sabouraud Dextrose Ágar 69,0 
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ANEXO A - Lei n. 9.610, de 19 de fevereiro de 1998 
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Presidência da República 
Casa Civil 

Subchefia para Assuntos Jurídicos 

 
 

LEI Nº 9.610, DE 19 DE FEVEREIRO DE 19981. 
 
 

Altera, atualiza e consolida a legislação sobre direitos autorais e dá 
outras providências. 

 
O PRESIDENTE DA REPÚBLICA Faço saber que o Congresso Nacional decreta e eu sanciono a seguinte Lei: 
 

Título I - Disposições Preliminares 
 

        Art. 1º Esta Lei regula os direitos autorais, entendendo-se sob esta denominação os direitos de autor e os que lhes são 
conexos.  
        Art. 2º Os estrangeiros domiciliados no exterior gozarão da proteção assegurada nos acordos, convenções e tratados em 
vigor no Brasil. 
        Parágrafo único. Aplica-se o disposto nesta Lei aos nacionais ou pessoas domiciliadas em país que assegure aos brasileiros 
ou pessoas domiciliadas no Brasil a reciprocidade na proteção aos direitos autorais ou equivalentes. 
        Art. 3º Os direitos autorais reputam-se, para os efeitos legais, bens móveis. 
        Art. 4º Interpretam-se restritivamente os negócios jurídicos sobre os direitos autorais. 
        Art. 5º Para os efeitos desta Lei, considera-se: 
        I - publicação - o oferecimento de obra literária, artística ou científica ao conhecimento do público, com o consentimento do 
autor, ou de qualquer outro titular de direito de autor, por qualquer forma ou processo; 
        II - transmissão ou emissão - a difusão de sons ou de sons e imagens, por meio de ondas radioelétricas; sinais de satélite; 
fio, cabo ou outro condutor; meios óticos ou qualquer outro processo eletromagnético;  
        III - retransmissão - a emissão simultânea da transmissão de uma empresa por outra; 
        IV - distribuição - a colocação à disposição do público do original ou cópia de obras literárias, artísticas ou científicas, 
interpretações ou execuções fixadas e fonogramas, mediante a venda, locação ou qualquer outra forma de transferência de 
propriedade ou posse; 
        V - comunicação ao público - ato mediante o qual a obra é colocada ao alcance do público, por qualquer meio ou 
procedimento e que não consista na distribuição de exemplares; 
        VI - reprodução - a cópia de um ou vários exemplares de uma obra literária, artística ou científica ou de um fonograma, de 
qualquer forma tangível, incluindo qualquer armazenamento permanente ou temporário por meios eletrônicos ou qualquer outro 
meio de fixação que venha a ser desenvolvido; 
        VII - contrafação - a reprodução não autorizada; 
        VIII - obra:  
        a) em co-autoria - quando é criada em comum, por dois ou mais autores; 
        b) anônima - quando não se indica o nome do autor, por sua vontade ou por ser desconhecido; 
        c) pseudônima - quando o autor se oculta sob nome suposto; 
        d) inédita - a que não haja sido objeto de publicação; 
        e) póstuma - a que se publique após a morte do autor; 
        f) originária - a criação primígena; 
        g) derivada - a que, constituindo criação intelectual nova, resulta da transformação de obra originária; 
        h) coletiva - a criada por iniciativa, organização e responsabilidade de uma pessoa física ou jurídica, que a publica sob seu 
nome ou marca e que é constituída pela participação de diferentes autores, cujas contribuições se fundem numa criação 
autônoma; 
        i) audiovisual - a que resulta da fixação de imagens com ou sem som, que tenha a finalidade de criar, por meio de sua 
reprodução, a impressão de movimento, independentemente dos processos de sua captação, do suporte usado inicial ou 
posteriormente para fixá-lo, bem como dos meios utilizados para sua veiculação; 
        IX - fonograma - toda fixação de sons de uma execução ou interpretação ou de outros sons, ou de uma representação de 
sons que não seja uma fixação incluída em uma obra audiovisual; 
        X - editor - a pessoa física ou jurídica à qual se atribui o direito exclusivo de reprodução da obra e o dever de divulgá-la, nos 
limites previstos no contrato de edição;  
        XI - produtor - a pessoa física ou jurídica que toma a iniciativa e tem a responsabilidade econômica da primeira fixação do 
fonograma ou da obra audiovisual, qualquer que seja a natureza do suporte utilizado; 
        XII - radiodifusão - a transmissão sem fio, inclusive por satélites, de sons ou imagens e sons ou das representações desses, 
para recepção ao público e a transmissão de sinais codificados, quando os meios de decodificação sejam oferecidos ao público 
pelo organismo de radiodifusão ou com seu consentimento; 
        XIII - artistas intérpretes ou executantes - todos os atores, cantores, músicos, bailarinos ou outras pessoas que representem 
um papel, cantem, recitem, declamem, interpretem ou executem em qualquer forma obras literárias ou artísticas ou expressões 
do folclore. 
        Art. 6º Não serão de domínio da União, dos Estados, do Distrito Federal ou dos Municípios as obras por eles simplesmente 
subvencionadas. 

 
1 Disponível em: http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/l9610.htm. 
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