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RESUMO

A podridão ácida é uma patologia das videiras,
de alta freqüência nos períodos quentes e chuvosos, em
conseqüência do desenvolvimento de fungos e bactérias em
seus frutos. Um dos gêneros de fungos responsáveis por esta
doença é o Penicillium spp., que poderá levar à produção de
micotoxinas, como a patulina. Neste trabalho, foi realizada
uma investigação sobre a podridão ácida e a ocorrência de
patulina em uvas Itália (Vitis vinifera L. cv. Rubi) cultivadas
no município de Marialva, Brasil. Foram avaliados os seguintes
tratamentos: (I) testemunha sem sintomas de podridão ácida;
(II) amostras com sintomas, sem a remoção das bagas
infectadas; (III) amostras com sintomas, com a remoção das
bagas infectadas, (IV) amostras com sintomas da doença, com
a remoção das bagas infectadas e desinfecção com hipoclorito.
A cromatografia em camada delgada foi utilizada para a
determinação de patulina. Nas amostras analisadas, não foi
detectada contaminação por esta micotoxina.
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ABSTRACT

Sour rout is a pathology of bunch grapes occurring
in hot and rainy periods. Several fungi and bacteria are
associated with this disease, including Penicilium spp. In the
present study it was carried out an investigation to determine
the incidence of sour rout and patulin in grapes (Vitis vinifera
L. cv. Rubi) cultivated in Marialva, Brazil. The treatments
studied were the following: (I) samples without symptoms of
sour rout, (II) samples with symptoms and without cleaning
stage, (III) samples with symptoms and with cleaning stage
and (IV) samples with symptoms, cleaning stage and washing
with hypochlorite. The thin-layer chromatography was utilized
to determine the presence and quantification of patulin. Patulin
was not detected in any samples.
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INTRODUÇÃO

A uva foi introduzida no Brasil pelos
colonizadores portugueses no ano de 1532, no Estado
de São Paulo. Os cultivares de Vitis vinifera
procedentes de Portugal e da Espanha expandiram-se
para outras regiões do país. Na década de 70, verificou-
se um aumento da área de parreirais com cultivares V.
vinifera, oriundas de empresas multinacionais que se
instalaram na região da Serra Gaúcha. Neste mesmo
período, surgiu a viticultura voltada para a produção
de uva fina de mesa na região noroeste do Estado do
Paraná, caracterizada por pequenas propriedades com
uso de mão-de-obra familiar (PROTAS et al., 2004).
Segundo o IBGE (2006), o Brasil produziu 1.291.382
toneladas de uva em 2004. O Estado do Paraná foi
responsável por 7,5 % da produção nacional, sendo
que a sua maior produção foi de uva fina para mesa
(89,95 %), seguida da uva para a produção de vinho
(10,05%).

As doenças fúngicas constituem-se num
dos principais problemas para a viticultura, como a
antracnose, a escoriose, o míldio, o oídio, a podridão
cinzenta, a podridão da uva madura, a podridão amarga,
a podridão ácida, a fusariose, a roseliniose, entre outras
(SONEGO & GARRIDO, 2004). Na região noroeste do
Estado do Paraná, um grande problema é a podridão
ácida, devido à temperatura e à umidade elevadas no
período da primeira colheita, ou seja, nos meses de
novembro a janeiro (GENTA et al., 2001).

A podridão ácida é causada por um complexo
de microrganismos que inclui fungos dos gêneros:
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Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Alternaria,
Diplodia e Rhizopus, bem como leveduras e bactérias
acéticas, como Gluconobacter spp. e Acetobacter spp.
(GIOVANNINI, 1999; LOUREIRO & MALFEITO-
FERREIRA, 2003). Esta patologia foi relatada pela
primeira vez na Itália por BISIACH et al. (1986) e,
freqüentemente, inicia no pedicelo ou, por dano, na
película das bagas. A podridão ácida é facilmente
reconhecida pela coloração marrom-clara,
decomposição da polpa, pelas películas escurecidas e
aderidas ao pedúnculo e pelo odor de acetato de etila
ou ácido acético (BISIACH et al., 1986; GUERZONI &
MARCHETTI, 1987; SONEGO & GARRIDO, 2004). A
podridão ácida reduz o preço e a competitividade das
uvas do grupo Itália no mercado nacional. Por isso, o
produtor realiza uma etapa de limpeza, com o corte das
bagas que apresentam sinais desta patologia para
melhorar aparentemente a qualidade da uva.

As micotoxinas, produtos do metabolismo
normal de alguns fungos que proliferam em alimentos
e ração animal, acarretam, quase sempre, graves danos
à saúde do homem e dos animais. O interesse científico
sobre as mesmas ocorreu em 1960, na Inglaterra, com a
morte de aves com hepatite aguda necrosante após a
ingestão de ração contaminada com aflatoxinas. As
principais micotoxinas detectadas na uva, como a
patulina, a citrinina e a ocratoxina A, põem em risco a
saúde dos consumidores, bem como reduzem a
qualidade da uva e de seus derivados, como o vinho.

A patulina é um metabólito secundário
produzido por diversas espécies de fungos dos
gêneros Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys,
Gymnoascus e Paecilomyces, sendo o mais citado na
literatura científica o Penicillium expansum
(MACHINSKI JR & MÍDIO, 1995). Esta micotoxina tem
sido relatada por muitos autores como promotora de
efeitos mutagênicos (KORTE & RUCKET, 1980;
KIRSCH, 1990), carcinogênicos (OSSWALD et al.,
1978; BECCI et al., 1981) e teratogênicos (CIEGLER et
al., 1976; SMITH et al., 1993).

A patulina tem sido encontrada
contaminando diversas frutas, como o damasco, a
cereja, a uva, a pêra, o pêssego, a ameixa e,
principalmente, a maçã (FRANK et al., 1977;
MACHINSKI JR & MÍDIO, 1996; TANGNI et al., 2003).
Quanto aos estudos sobre a contaminação de uvas ou
suco de uvas por patulina, eles são poucos, como os
citados por FRANK et al. (1976), MEYER (1978),
ALTMAYER et al. (1982), CZERWIECKI (1984),
KUBRAK et al. (1995) e SYLOS & RODRIGUEZ-
AMAYA (1999). Os principais fatores responsáveis
pelo crescimento do Penicillium expansum e a
produção da micotoxina em frutas são a atividade de
água superior a 0,82 (NORTHOLT et al., 1978), a
temperatura de 20 a 25ºC (BULLERMAN, 1985) e as

diversas fontes de carbono: frutose, glicose, sacarose
e ácido málico (GAUCHER, 1979).

Em 1995, o Joint Expert Committee on Food
Additives (JECFA), da Organização Mundial da Saúde
(WHO) e da Organização de Alimentos e Agricultura
(FAO), alterou a Ingestão Semanal Tolerável Provisória
(PTWI) de 7μg.kg-1 de peso corpóreo/semana de
patulina para uma Ingestão Diária Tolerável Máxima
Provisória (PMTDI) de 0,4μg.kg-1 de peso corpóreo/
dia (WHO, 1995). Vários países estabeleceram o limite
máximo permitido de 50μg.kg-1 para patulina em
produtos para o consumo humano (FAO, 1997).
Entretanto, a África do Sul e a Rússia têm recomendado
o limite de 20μg.kg-1 de patulina em alimentos para
bebês e 30μg.kg-1 para alimentos infantis,
respectivamente (SA GOVT. GAZETTE, 1990; FAO,
1997). No Brasil, apenas as aflatoxinas possuem limites
máximos toleráveis; as demais micotoxinas não
apresentam limites de tolerância na legislação (BRASIL,
1996 e 2002).

Este trabalho teve por objetivo investigar a
ocorrência de patulina em cachos de uva fina de mesa,
da cultivar “Rubi” (Vitis vinifera L.), produzidos em
Marialva-PR, com e sem sinais de podridão ácida.

MATERIAL   E  MÉTODOS

Foram realizadas coletas de 40 amostras em
duas parreiras da cultivar “Rubi”, do grupo Itália (V.
vinifera L. cv. “Rubi”), em uma área com a doença,
podridão ácida, do município de Marialva, localizado
no noroeste do Estado do Paraná, Brasil, no período
de dezembro de 2003 a janeiro de 2004. O tamanho
mínimo de cada amostra foi de 500 g.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualisado com quatro tratamentos e
cinco repetições, ou seja, em duas áreas com a podridão
ácida, foram coletados quatro tipos de amostras, com 5
repetições diferentes coletadas no mesmo dia e local,
em cada uma das áreas, conforme as seguintes
características: (I) sem sintomas de podridão ácida; (II)
com sintomas, sem a remoção das bagas infectadas;
(III) com sintomas, com a remoção das bagas
infectadas, e (IV) com sintomas da doença, com a
remoção das bagas infectadas e sanitização com
hipoclorito 0,5% por 20 minutos. As amostras foram
acondicionadas em sacos plásticos e transportadas em
caixa refrigerada até o laboratório.

No laboratório, os cachos de uva foram
lavados com água corrente, sendo que, em um dos
tratamentos (IV), aquele com amostras que
apresentavam sintomas da doença e que foram
submetidas à retirada das bagas infectadas, foi realizada
a imersão em solução de hipoclorito a 5% por 20 minutos
e posterior lavagem em água corrente para avaliar o
efeito de medidas de sanitização na redução da
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contaminação de patulina. Em seguida, as bagas das
amostras de cada tratamento foram trituradas e filtradas
em tamis de 20 mesh. Os sucos obtidos foram
acondicionados em sacos plásticos e congelados à
temperatura de -20ºC.

O padrão de patulina foi obtido da Sigma
Chemical Co (EUA). O preparo das soluções padrão de
Patulina a 10μg.mL-1 foi realizado segundo o descrito
no Manual de Métodos Oficiais de Análises da AOAC
(1998).

A determinação de patulina foi realizada
segundo o método descrito por TANNER & ZANIER
(1976), com modificações. Cinqüenta mililitros do suco
foram transferidos para um funil de separação e
adicionados de 100mL de acetato de etila (Synth, Brasil),
sob agitação durante dois minutos. O suco foi
particionado mais duas vezes com 50mL de acetato de
etila. As camadas orgânicas foram combinadas e
transferidas para um funil de separação. O extrato
orgânico foi particionado com 50mL de carbonato de
sódio 1,5 % (Merck, Alemanha). Evaporou-se a fase
orgânica em banho de água a 40ºC. O resíduo obtido
foi dissolvido em 100μL de etanol (Merck, Alemanha).
Foram aplicados 10μL do extrato na cromatoplaca
(Alugram®Sil G -sílicagel 60G, Macherey-Nagel,
Alemanha), a 2cm da base. Foram aplicados 1, 2, 3 ,4, 5,
6, 7, 8, 9 e 10μL da solução padrão de uso de patulina
(10μg.mL-1). A placa foi colocada em uma cuba não-
saturada contendo tolueno e acetato de etila (3:7). A
patulina foi visualizada por incidência da luz ultravioleta
longa após derivação com cloridrato de 3-metil-2-
benzotiazolinonaidrazona (MBTH) da Sigma Co. (EUA)
a 0,5% em ácido fórmico 5% (Synth, Brasil). Os limites
de detecção e de quantificação do método foram de:
1,5 e 12μg.kg-1, respectivamente.

O controle da qualidade analítica foi
realizado a cada conjunto de sete amostras, uma foi
fortificada artificialmente, isto é, para as amostras
extraídas no mesmo dia, uma quantidade de patulina
foi adicionada em uma amostra previamente analisada
e na qual não foi detectada a patulina, variando de 23,0
a 68,8μg.kg-1. Essas amostras foram usadas para avaliar

a recuperação do método. Como critério de qualidade
analítica, foi definida que a recuperação deveria estar
entre 60 a 110%, conforme HORWITZ et al.,1993.

Os dados climatológicos foram obtidos na
Estação Climatológica da Universidade Estadual de
Maringá.

RESULTADOS  E  DISCUSSÃO

A recuperação média do método foi de 72,3%
para a patulina, conforme demonstra a tabela 1.

A patulina não foi detectada em nenhuma
das 40 amostras avaliadas. Os resultados sugerem que
a patulina não é um contaminante comum em uvas, na
presença ou ausência da podridão ácida, plantadas no
Noroeste do Estado do Paraná. No Brasil, há relatos de
patulina apenas em suco de maçã, como os citados por
MACHINSKI JR & MÍDIO (1996), os quais
demonstraram que 15 amostras foram positivas com
teores variando de 6 a 78μg.L-1, e por SYLOS &
RODRIGUEZ-AMAYA (1999), os quais analisaram um
total de 111 amostras de sucos de frutas, sendo 30 de
suco de maçã e 83 de frutas diversas tais como uva,
abacaxi, mamão, goiaba, banana e manga, e encontraram
apenas uma amostra positiva, de suco de maçã, com
teor de patulina de 17μg.L-1.

Entretanto, deve-se salientar que a
contaminação com esta micotoxina pode variar por
diversos fatores. O gênero Penicillium, apesar da sua
capacidade de se desenvolver em frutas no campo, é
mais freqüente como fungo de armazenamento. Assim,
fatores como as condições climáticas, a espécie de
Penicillium, as cepas predominantes durante a
podridão ácida e os tipos de uva podem mudar os
resultados relatados por este presente estudo.

Os dados climatológicos no período da
coleta de amostras (Tabela 2) mostraram-se favoráveis
para a produção da patulina pelo Penicillium spp.,
uma vez que estes fungos são mesófilos, com faixa
ótima para o crescimento e a produção da micotoxina
entre 25ºC e 30ºC (SOMMER et al., 1974; BULLERMAN,

Tabela 1 – Recuperação de amostras de uva fortificada com patulina.

Patulina

Amostras Quantidade adicionada (μg.kg-1) Quantidade encontrada (μg.kg-1) Recuperação (%)

1 23,0 16,1 70,0
2 33,9 27,6 81,4
3 33,9 28,7 84,7
4 33,9 26,3 77,6
5 67,8 40,7 60,0
6 67,8 40,9 60,3

Recuperação (Média±Desvio Padrão) = 72,3 ± 10,6
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1985; DAMOGLOU et al., 1985; TANIWAKI et al.,
1989) e atividade de água superior a 0,95 (DAMOGLOU
et al., 1985).

A ausência de patulina neste estudo pode
ser decorrente da presença de gêneros não produtores
da micotoxina na podridão ácida (Cladosporium,
Alternaria, Diploidia e Rhizopus), bem como, da
ausência da espécie produtora da patulina
(Penicillium). TANIWAKI et al. (1989), em estudo
realizado em três variedades de maçãs e em suco
industrializado da mesma fruta, observaram sinais
visíveis de deterioração e crescimento de quatro
espécies diferentes de Penicillium, porém apenas uma
foi produtora de patulina.

Na podridão ácida, há uma contaminação
com bactérias acéticas, portanto, produtoras de acetato
de etila e ácido acético, como Gluconobacter spp. e
Acetobacter spp. (MARCHETTI et al., 1984; BISIACH
et al., 1986; DONÈCHE, 1992; GRAVOT et al., 2001).
Este fato favorece a instabilidade da patulina na uva
com a patologia, pois segundo RALLS & LANE (1977),
a patulina em meio contendo ácido acético é convertida
em outros compostos rapidamente. Esta é outra
hipótese que favorece o não aparecimento da patulina
nas amostras avaliadas neste estudo.

CONCLUSÃO

Não foi detectada a ocorrência de patulina
em uvas Itália (Vitis vinifera L. cv. Rubi) acometidas
com a podridão ácida.
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