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RESUMO: Diferentes solventes de extragio, assim como técnicas pata limpeza de extratos para
determinagio de micotoxinas, tanto cldssicas (clarificagiio, particiic) como aquelas envolvendo colunas
para extragio em fase solida (silica, octadecilsilil e imunoafinidade} foram avaliadas para determinagio
de ocratoxina A em café verde e torrado. Apenas as colunas de imuncafinidade foram capazes de remo-
ver 0s interferentes existentes nos extratos de café permitindo a determinagio de ocratoxina A por cro-
matografia guida de aliz eficiéneia com detecgio por fluoreseéncia em nivels de 0,7 ng/g. Colunas de
imunoalinidade de duas marcas diferentes foram testadas com relagho & recuperagfio da toxina ¢ & reu-
tilizaclo em outras andlises. Colunas de uma marca apresentaram recuperagio média de 97% no primel-
ro uso e acima de 70% até a quarta utilizagdo. Colunas de uma segunda marca apresentaram recupera-

¢iic média de 73% no primeiro uso e abaixo de 30% no segundo.

DESCRITORES: Ocratoxing A, café, micotoxinas.

INTRODUCAO

A ocratoxina A € um metabolito téxico produzido
por determinadas cepas de Penicillium e Aspergillus. A
principal espécie conhecida como produtora de ocratoxi-
na é A. ochraceus . A ocratoxing A € nefrotdxica e tem
acio teratogénica. O figado € um alvo secunddrio da
toxina Y. A nefropatia endémica dos Balclis, doenga
degenerativa dos rins em bumanos que muitas vezes leva
4 morte, teim sido correlacionada com os altos nivels de
contaniinacdo por ocratoxina A constatada nos alimentos
daquela regido .

A ocratoxina A tem sido encontrada em cereals
diversos 9 alimentos de origem animal " cerve-

ja*™, vinho e suco de uva®, grios de café verde e torra-
do "7 e em café sollvel V.

Os limites maximos permitidos para ocratoxina A
j4 exigtentes ou em fase de proposta em diversos pafses,
variam de 1 a 5 ng/g para alimentos infantis, 2 a 50 ng/g
para cereais e 5 a 300 ng/g para ragdes . Na Unido
Européia existem sugestdes de limites maximos de 5
ng/g para cereais ¢ I ng/g para alimentos infantis ™. A
Itdlia, em 1996, propds um limite de 4 ng/g para café
verde em grios °. No Brasil ndo existem limites para
ocratoxina A em alimentos ¢, por outro lado, desconhe-
ce-se a situagio do café produzido no pais com relagio a
essa toxina. O café verde corresponde a 4,6% das expor-
tactes brasileiras, ocupando portanto um lugar de desta-

* Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos. CP 6121, 13081-970, Campinas. $8o Paulo.
*# Companhia Cacique de Calé Solivel, Rua Hordcio Sabino Coimbra, 100, 86072-900, Londrina, Parani.
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que. O Brasil € atualmente o maior produtor mundial de
café. A bebida, por sua vez, & largamente consumida no
pais e em 1997 absorveu internamente 11.4 milhdes de
sacas da produclo total de 18.9 milhdes de sacas produ-
zidos no pais . No entanto, gualquer trabalho de inves-
tigacio da incidéncia desta toxina em café nacional
passa necessariamente por uma avaliaciio da metodolo-
gia analitica disponivel e sua aplicabilidade as condicdes
existentes nos laboratérios nacionars.

Viarios procedimentos para determinacao de ocra-
toxinag A em café &m sido propostos. A metodologia da
ACAC Internarionad * utiliza cromatografia em camada
delgada para determinar ocratoxina A em café verde. O
iimite de detecc8o desse método & de 20 ng/g de ocrato-
xina A. Com ¢s limites que estdo atualmente sendo pro-
postos para café, este tipo de metodologia torna-se inefi-
caz. Por outro fado, o café € uma matriz especialmente
complexa e uma limpeza adequada do extrato para remo-
cio de interferentes fuz-s¢ necessdrio para que Hmites
mais baixos sejam alcangados.

CANTAFORA ef al © introduziram a cromatogia-
fia liquida de alta eficiéncia com detecgio por {luores-
céncia para separar e deiectar a ocratoxina A em café
verde ¢ alcangaram um limite de detecgdo 100 vezes
menor gue o do método da ACAC . TERADA er al =,
também utilizando cromatografia liquida de alta eficién-
cia com fluorescéncia, aplicaram colunas de exiragiio
em fase solida de octadecilsilii para limpeza de extratos
de grios de calé (verde e torrade), café instantfneo e
café coado. O limite de detecgiio alcancado estava entre
0.2 e 5 ng/g e a recuperacio citada foi de 80.7% ou
melhor.

NAKAIJIMA er al “desenvolveram uma metodolo-
gia que utilizava colunas de imunoafinidade para a lim-
peza do extrato de amostras de café em grios, café ins-
tantdneo em pé ¢ bebida de café enlatada. Estes autores
relataram Hmites de deteccio de 0,5 ng/g para cafés em
grio e cafés soltveis e recuperactes acima de 98%. PIT-
TET er al ® propuseram um procedimento para analisar
a ocratoxina A em amostras de café verde em grios, café
torrado em grios e café solivel que também envolve
limpeza em colunas de imunoafinidade. Os cromatogra-
mas, apresentados pelos autores, mostraram-se sem
interferentes na regific da ocratoxina A. O limite de
delecclo descrito foi de (1,2 ng/g e a recuperacio de 80%
Ou mais.

Com base nestas consideragdes, o objetivo do pre-
sente trabatho fol avaliar a aplicabilidade para café das
iécnicas apaliticas existentes para determinacao de ocra-
toxina A e, atraves desta avaliagio, escother uma meio-
delogia dotads dos necessdrios requisitos de sensibilida-
de, precis@o e exatiddo para que possa ser usada em labo-
ratOrios nacionais,
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MATERIAIS E METODOS

Reagentes, solvenies ¢ matenais diversos; padrio
de ocratoxing A, marca Sigma; filtros para amostra,
marca Millipore, poro de 0.45m, [3mm de didmetro; fil-
iro de microfibra de vidro GF/B, marca Whatman; tam-
pio fosfato (PBS), marca Sigma; placas para cromato-
grafia em camada delgada de silica gel, marca Merck;
reagentes de uso comum em laboraiérie, gran analitico;
solventes para cromatogralia, grau cromatografico; colu-
nas de extracio em fase so0lida com fase estaciondria de
sitica, octadecilsilil, cianopropil e de imunoatinidade
especificas para ocratoxina A,

Equipamentos: espectrofotdmetro ultravioleta / visi-
vel, modelo Lambda 6, marca Perkin Elmer; pré coluna
Varian, com f{ase estaciondria de silica: cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia: bomba marca Waters, modelo
510; injetor Rheodine com aica de 20 L ou de 1001
detector de fluorescéneia programével, marca HE, modelo
1046A ¢ integrador marca HP, modelo 3393A; coluna de
guarda Varian, com fase estaciondria de Octadecilsilil;
coluna analitica Spherisorb ODS-2, Sum, Sigma Aldrich,
230mm X 4,6mm; lgiiidificador comum de uso domésti-
co, marca Arne; lampada ultravioleta de alta intensidade,
modelo UVGL3S, multibanda 254/366nm, marca Mineral
Light; banho ultra-som, modelo S5X-20, marca
Microssenic; ultrapurificador de dgua, marca “MilliQ™:
dispositive para filtragio a vicuo para colunas de extracio
em fase solida, modelo “Visiprep DL”, marca Supelco.

Preparo do padrio de ocratoxina A: fol preparada
wma solucio estoque do padrio de ocratoxina A com 100
g/ml. em benzeno. Foi verificada a pureza dessa solucdo
em camada delgada, nas condi¢fes descritas no item
seguinte e visualizando-se o padi@io sob Tuz ultravioleta.
Considerou-s€ a presenca de uma unica mancha como
mndicativo do padrio ndo estar contaminado ou decom-
posto. A partir da selugfio estoque, fol preparada uma
solucdo intermedidria de aproximadamente 20 ng/mbL
em acido acético/ benzeno (1+99) e a sua concentragio
exata foi determinada espectrofotometricamente segun-
do o procedimento da AOAC * A partir desta solucio
intermedidria foi realizada uma nova dilui¢iio (1:20) em
metanol / dcido acético 9% (65+35) sempre que necessd-
rio e esta solugio fol empregada para a quantificagio da
ocratoxina A por cromatografia Hauida de alta eficiéneia.
Antes de empregar o padrio, este foi agitado no ultra-
som por 30 segundos.

Cromatografia em camada delgada: a fase estacio-
naria utilizada foi silica gel ¢ a fase movel foi tolue-
no/acetato de etilgfdcido férmico (5+441). Os extratos
secos foram dissolvidos em 200 ul. de benzeno, agitados
em ulira-som por 30 minutos e aplicados na camada. As
placas foram vispalizadas sob luz uliravioleta de compri-
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mento de onda 366nm. A quantificagiio da ocratoxina A
foi conseguida por comparacio visual com padrio.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia: As condi-
¢Ges utilizadas no cromatografo liguido de alta eficiéncia
foram as descritas por STUDER-ROHR er af*. A fase
movel foi metanol/icido acético 9% {65+35) ¢ a vazdo
de 1,0 mE/min. Os comprimentos de onda utilizados
foram: excitagiio = 330 nm e emissio = 470 nm. A quan-
tificacdo da ocratoxina A foi realizada por padronizagio
externa a partir de tnjegOes realizadas com o padrio. A
faixa de concentraclo foi de 0.2 a 2.5 ng para um volume
de injecio de 100 pl e 2 ng para 20 ul.. Todos os extratos
secos foram redissolvidos em 1 mi da fase movel e filira-
do através de filtro 0,45 um. Foi testada a repetibilidade
do detetor injetando-se 5 vezes ¢ padriio de 1 ug/ml. em
um volume de injegdo de 20 ul do njetor, nas condigdes
cromatograficas descritas acima.

Testes de recuperagio do padrio de ocratoxina A
adicionado em colunas de extracdo em fase solida: para
avaliar a recuperaglo da toxina nas colunas de extracio
em fase sdlida {sflica, octadecilsilil, cianopropi! e imu-
noafinidade) foram testados virios procedimentos des-
critos na literatura para condicionamento, transferéneia,
favagem ¢ elui¢fio da toxina, utilizando-se o padrio de
ocratoxina A. Cem ng de ocratoxina A foram transferidos
para a coluna com ajuda do eluente da primeira fracio.
Todas as fractes foram recolhidas separadamente ¢ eva-
poradas até a secura e redissolvidas em 200 ul. de ben-
zeno guando utilizando cromatografia em camada delga-
da ou em lmL de metanol/deido acético 9% (65+35)
quando utilizando cromatografia Hquida de alta eficién-
cia, Os sistemas de solventes empregados estiio descritos
nas Tabelas 1 a 6.

Tabela 1. Sistemas testados para elui¢lo da ocratoxina A em colunas de extraciio em [ase solida tipo octadecilsilil.

Condicionamento
da coluna

Aplicacio da
toxina
{(Fragio 1)

Fracdo 2

10 mlL. metanol
com 0,1%
dcido acético

10 ml. metanol
com 0,1% &cido
ACETICO

10 mL metanol e
10 mb dgua

10 mL metanol e

10 mlL. dgua 10 mE metanol 10 ml, metanol

15 ml 40%
acetona em agua

10 mL metancl ¢

10 mL dgua 4 ml. dgua

13 mL 40%
cetona em dgua

20 ml, metanol e
20 mL dgua ¢
2mL CTA 0,005M

o

8.5 mL metanol,
8.5 ml.dguae
2ml Brometo de
cetiltrimetilamonia
0,005M

15 ml. 40%
acetona em
dgua

10 mL. tampdo
fosfato pH=5,6
em 2,5mM CTA

Fracdo 3 Fracio 4 Referéncia

10 mL tolueno /
acetato de etila /
acido férmico
(GU+404+0,5)

10 mL tolueno /
acetato de etila /
dcido férmico
{(60440-+0,5)

15 mL 40%
acetonitrila
em agua

5mL dgua

15 mL 40%
acetoniftrila em
dgua

5 ml. dgua

15 mL 40%
acetoniteila em  TERADA et al @
dgua

3 mL dgua

Testes realizados com padriio de ocratoxina A (100 ng). Quantificacfo por cromatografia em camada delgada.

CTA — Brometo de cetilmetilamonia.
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Tabela 2. Sistemas testados para eluicdo de ocratoxina A em colunas de extragio em fase sélida tipo octadecilsilil

Condicionamento Aplicagio da
da coluna toxina Fragdo 2 Fracio 3 Fracio 4 Referéncia
Fracéo 1

10 ml. dgua 20 mL agua 20 mL metanol JW Scientific

com 0,1% Products ™
acido acético
— 5 ml metanol e 6 mL 4gua 3mb em
3 ml dgua gradiente 10% 3ml.

metanod até acetona
100% metanol

5 ml. hexano,
Smi. acetato etila 5 ml metanol 5 ml cloroférmio
e 5 ml. metanol

Testes realizados com padrio de ocratoxina A (100 ng). Quantificacio por cromatografia Hguida de alta eficiéncia

Tabela 3. Sistemas testados para eluiclio da ocratoxina A em colunas de extracfio em fase sdlida tipo cianopropil.

Condicionamento da coluna Aplicagio da Toxina

{Fraciio 1) Fragio 2 Fracho 3
10 ml tolueno 20 ml. Tolueno 20 mL tolueno / 20 mL metanol
acetato de etila / com &,1%
4cido férmico dcido acético
{(53+4+1
10 mL cloroférmio 10 ml. cloroférmio 10 mL. metanol / 20 mi. tolueno/
cloroférmio {(1+19) acetato de etila /
Acido acético
{530+49+1)

Testes realizados com padriio de ocratoxina A (180 ng). Quantificacio por cromatografia lquida de alta eficiéncia.
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Tabela 4. Sistemas testados para eluicio da ocratoxina A em colunas de extragdo em fase sélida tipo sifica.

Condicionamento Aplicacdo da
da coluna toxina Fracko 2 Fragédo 3 Fracao 4 Referéncia
Fragao 1
10 mL 15 m cloroférmio/ VALENTA &
cloroférmio 4 mL cloroférmio 10 mL dcido férmico GOLLY,
cloroférmio (100+2) BREITHOLTZ
et alii ®.
10 mL 10 mi. cloroférmio 10 mL 20 mL 20 ml.
cloroférmio cloroférmio cloroférmio / cloroférmio /
acetona dcido férmice
9+ 1) (100+2)
{GmlL 15 ml. 1O m
cloroférmio 10 mL cloroférmio  cloroférmio/ cloroférmio/
dcido férmico agetona (9+1)
100+2)
1) mL hexano 10 ml, hexano 10 mL 10 mL 10 mL
hexano / metanol / tolueno / HAGGBLOM
cioroférmio cllorotérmio acido acético & GHOSH *,
{O+1) (3+97) (G+1)
10 mL 10 mL cloreférmio 10 ml. 10 mL 10 mL
cloroférmio clorotdrmio/ metanol / tolueno /
acetona cloroformio dcido férmico
(O+1) (3+97) {(100+2)

Testes realizados com padrio de ocratoxina A (100 ng). Quantificagio em camada delgada,

Limpeza dos extratos: trés enfogues foram testa-
dos, tanto em separado quanto combinados para o café
verde e para o café torrado: clarificacfio, particdo e extra-
¢ao em fase solida com fases estaciondrias diversas (de
silica. de octadecilsilil e de imunoafinidade).

Clarificacao: foram testados individualmente os
seguintes clarificantes para amostras de café verde e tor-
rado, todos ji de wuso tradicional em determinacdes de
micotoxinas; sulfato de amdnio (30%), acetato de chum-
bo (20%), sulfate de cobre (10%), mistura de ferrociane-
to de potassic (0,25M) ¢ acetato de zinco (IM) e mistu-
ra de acetato de chumbo (20%) e sulfato de ambnio
(30%). Ap6s a clarificacdo procedeu-se a uma etapa de
particiio para cloroférmio. O procedimento empregado
estd apresentado na Figura 1. Os extratos obtidos foram
aplicados em cromatografia de camada delgada {caté
torrado) € em cromatografia liquida de alta eficiéncia

{café verde ¢ torrado} conforme descrito em Material e
Métodos,

Também foi testado, em amostras de café verde e tor-
rado utilizando-se os clarificantes citados acima, o método
proposte por SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA® O
procedimento aplicado estd apresentado na Figura 2. Os
extratos obtides a partir desse procedimento foram injeta-
dos em cromatografo liquido de alta eficiéncia.

Parti¢do: foi testado um desengorduramento com
ciclohexano antes da parti¢io para cloroférmio.

Extracio em fase sélida:

- Silica e Oectadecilsilil: foi testada a limpeza de
extratos em colunas para extracdo em fase solida com
tases estaciondrias de silica e de octadecilsilil. As colu-
nas foram avaliadas com extratos de café verde e torra-
do fortificados artificialmente com ocratoxina A ao nfvel
de 10 ng/g. (Tabelas 7 e §). As amostras artificialmente
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Tabela 5. Sistemas testados para eluiclo da ocratoxina A em celunas de extragfio em fase sélida tipo silica.

Condicionamento Aplicagiio da
da coluna toxina Fragio 2 Fragio 3 Fracio 4 Referéneia
{(Fracdo 1)

10 ml. tolueno / 20 mL toluseno /20 mi. tolueno/  10mL tolueno /

acetato de etila acetato de etila acetato de efila /  acetato de etila /
(6+4) (6+4) dcido acético acido acético
(50+49+1) {50447+
10 mL clorofdérmio 10mL 20 ml. 20 mL 20 mb metanol
cloroférmico cloroférmio cloroférmio / com
metanol (19+1) dcido férmico 0,1% scido
{(19+1) acético
10 mL cloroférmio 10 mL 20 ml. / metanol 20 mL telueno /
cloroférmio cloroférmio acetato de etila /
metanol (19+1) dcido formico
(S+d41)
10 ml. toineno / 10 mL tolueno /10 mb tolueno/ 10 mL tolueno / 10 ml. tolueno /
acetato de etila acetato de etila acetato de etila/  acetato de etila / acetato de etila /
{(8+2) (8+2) acido acético dcido acético dcide acético
{(50+49+1) (50+49+1) (50+49+1)

S— 30 mL tolueno 20 mL foluena /
acetato de etila /
acido férmico

(5+4+1)
7 mL metanol e 7 mi. 5 mi.
7 mL cloroférmio cloroférmio metanol
7 ml metanol e 245 mL 5 mi. 5 mL
7 mL cloroférmio cloroférmio metanol acetona
10 mL 10 mL 10 ml.
diclorometano diclorometano diclorometano / SCOTT etal
deido férmico
{98+2)

Testes realizados com padrio de ceratoxina A (100 ng). Quantificacio por cromatografia liguida de alta eficiéneia.

Tabela 6. Sistemas testados para eluigiio de ocratoxina A em colunas de extracdo em fase sélida tipo imunoafinidade

Transferéncia da Ocratoxina A Fragho 1 Fracio 2 Fracio 3
10 mb bicarbonaic de s6dio 19/ 1,5 mL metanoi /
tampdo fosfato, pH7.4 (1+1) 20 mi. agua dcido acético Rhéne-Diagnostics *

(98:2) ¢ 1.5 ml dgua

Testes realizados com padrio de ocratoxina A (100 ng). Quantificagio por cromatografia Heuida de alta eficiéncia,
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10 g café + 100 mL 0,4%KC1 90 °C

25 g café + 270 ml. MeOH + 30 ml. 4%C1

ultrasom 15°
y

liqudificador
57 ¢ filtrar

Y

+ 150 mL MeOH + 10g celite

agitar ¢ filtrar

Y

1

+ 50 cmy’ celite

agitar e filtrar

X

150 mL aliguota + 150 m clarificante

150 mi. aligoota + 150 m clarificante

Y

agitar ¢ filtrar
/

150 mL aliquota + 150 mL. H O

150 mL aliquota + 150 mL. H.O

/

y

Desengorduramento com ciclohexano

Desengorduramento com ciclohexano

Y

;

Y

r Parti¢do para CHCI, Partic@o para CHCI,
evaporar '—————— evaporar
\ | Y
Extrato final [ I Extrato final

Figura | - Procedimento empregado para verificacio da eficiéncia da
limpeza de extratos de ¢afé verde e torrado com os chaificantes: sul-
fato de amdnio (30%), acetate de chumbo (204), suifato de cobre
{10%3, mistura de ferrocianeto de potdssio (0.25M) e acetato de zinco
(IM) e mistura de acetato de chumbo (209) e sulfato de amdnio
(30%),

Figura 2 - Procedimento empregado para verificacio da eficiéncia da
limpeza de extratos de café verde e torrade com os clarificantes: sul-
fato de aménic (30%) e suifato de cobre {109%).
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Tabela 7. Sistemas testados para eluicfo da ocratoxina A em colunas de extracfio em fase sélida tipo silica.

Condiciona- Transferéncia
mento da da toxina Fracflo 2 Fracéic 3 Fracio 4 Fracfio 5 Referéncia
coluna (Fracdo 13}
5 mlL tolueno 5 ml. toleeno 5 mib. tolueno/ 5 ml. dietileter/ SmlL 5 mb
acetona hexano cloreférmio / tolueno/ Patel et alii '*;
{35+5) {(75423) /metanol  dcido acético Howel&Taylor?

97+3) {(9+1)

Testes realizados com extratos de café torrado contaminados artificialmente com padrio de ocratoxina A (10 ng/g).

Quantificagdo por cromatografia Houida de alta eficiéncia

Tabela 8. Sistemas testados para eluiclio da ocratoxina A em colunas de extragio em fase sélida tipo octadecilsilil.

Transferéneia da Toxina
{Fracio 1)

Condicionamento
da coluna

Fragho 2 Fracao 3

10 mL dgua 10 ml. dgua

Transferir a ocratoxina A
da fase aquosa para
cloroférmio

20 ml. dgua

5 ml. hexano, 7 mlL metanol
5 ml acetato etila e

5 mL metanol

5 mi cloroférmio

Testes realizados com extratos de café torrado contaminadeos artificialmente com padrio de ocraroxina A (10 ng/g).

Quantificagio por cromatografia liquida de alta eficiéncia,

contaminadas foram extraidas conforme o procedimento
apresentado na Figura i, utilizande-se sulfato de cobre
como clarificante.

— Imunoafinidade: foram também avahadas colu-
nas de imuneafinidade de duas marcas comerciais. Os
testes foram realizados com amostras de café verde e tor-
rado contaminadas com padrio de ocratoxina A ao nivel
de 10 ng/g. A metodologia uiilizada foi a recomendada
pelo fabricante de uma das marcas das colunas e apre-
sentada na Figura 3. A metodologia preconizada pelo
ougro fabricante de colonas de imenoeafinidade foi consi-
derada ndo apropriada por desativar a coluna desnaturan-
do-a, impedinde a revtilizagdo. O extrato obtido foi inje-
tado em cromatografo liquido de alta eficiéneia, com
volume de injecdo de 100 ul., conforme descrito em
Material ¢ Métodos.
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Testes de reutilizagio das colunas de mmunoafini-
dade: a reutilizacdo de duas marcas de colunas de imu-
noafinidade foi verificada. O teste foi realizado em tri-
plicata para a marca B e quadraplicata para a marca A,
A metodolegia aplicada estd apresentada na Figura 3.
Apds a eluicho da ocratoxina A, a coluna foi lavada
com 20 ml, de tampio PBS, pH 7.4 contendo azida de
soédio (0,5g/1) e colocada sob refrigeracio (3-8°C) em
geladeira comum por no minimo 48 horas . Foi utili-
zada uma amostra ndo contaminada de café verde, a
gual foi adicionado padrio de ocratoxina A dissolvido
em metanol/dcido acético até obter 10 ng/g. Cem pl. do
extrato obtido foram injetados em cromatégrato liquido
de alta eficiéncia conforme descrito em Material ¢
Métodos.
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10 g café + 200 mL 1% NaHCO,

Liquidificador 27 e
filtrar em Glass
¥ filter

20mL aliquota + 20 mL PBS pH7 .4

Y

Aplicar na coluna de imunoafinidade

2-3ml/min.
¥

Lavar a coluna com 20 mL. de dgua

SmL/min.

Y

Elluir a Ocratoxina A com 1.5m de
MeOH/CHC*OOH(98:2) e 1.5 mL de dgua

=g

0.5mb/min.
¥ Evaporar

Extrato final §

Figura 3. Procedimento empregado para a verificac3o da eficiéneia
da limpeza de extratos de vafé verde ¢ forrado em colunas de imunoa-
finidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sensibilidade e repetibilidade do detetor: a area
média obtida de 5 injecdes do padrae de ocratoxina A (1
ug/ml.} foi de 2142013794 ¢ o coeficiente de variacio
de 1,8%. A sensibilidade foi calculada como preconiza-
do pela IUPAC™, A sensibilidade obtida foi 24869 x (Y
mV. coy’. mg’.

Recuperacio do padrio de ocratoxina A adicionado
em colunas de extragdo em fase solida: para os sistemas
de solventes testados em colunas de fase sélida de octa-
decilsilil e cromatografia em camada delgada (Tabela 1),
a recuperagdo da ocratoxina A fol inferior a 30% e geral-
mente a elui¢io do padriio ocorren em mais de uma fra-
¢ao. No sistema gue utiliza dgua para condicionar a colu-
na, apresentado na Tabela 2, foi obtida wma recuperagio
de 95% da toxina na fracdo! (dgua). Quando a coluna foi
condicionada com hexano, acetato de etila e metanol a
recuperacio foi de 84% na fracdo 1 (metanol).

Os resultados dos testes de recuperagdo em colunas
de cianopropil com os sisternas de solventes apresenta-
dos na Tabela 3 foram ineficientes, nio ocorrendo recu-
peragao da toxina em nenhuma fragio.

Os sistemas de solventes para eluicio da ocratoxi-
na A em colunas de sihica (Tabela 4}, com detecgio em
cromatografia em camada delgada, também foram inefi-
cientes. As recuperagbes obtidas ficaram entre 30 ¢ 40%
¢ a toxina eluiu em mais de uma fracio.

A maior recuperacio obtida na elui¢iio da ocratoxi-
na A em colunas de silica com detecgdio em cromatogra-
fia Hguida de alta eficiéncia (Tabela 33, foi de 56% no
sistema que utilizou clorofdérmio para condicionar, cloro-
formio e metanol para lavar e toluenofacetato de
etilafdcido férmico {3+4+1) para eluir a toxina. O siste-
ma que utilizou tolueno/acetato de etila (6+4) para con-
dicionar e tolueno/acetato de etila/dcido fdérmico
(504+4941) para lavar a coluna, obteve uma recuperacio
de 53% na fragiio 1. Nos demais sistemas a recuperacio
foi abaixo de 30% ou nenhuma.

Para colunas de imunoafinidade, o procedimento
preconizado pelo fabricante das colunas A, mostrou-se
adequado para a recuperacdo do padriie de ocratoxina A.
G valor médio obiido de recuperacio foi de 87,5 x
14.8% e o desvio padro relative médio foi de 10%.

Limpeza dos extratos de café verde e torrado:

- Clarificaciio: Os extratos de café torrado, apds
clarificacho, apresentaram cor marrom escuro. Apds a
partigdo para clorofdnmio, uma emulsdo fol formada e
quebrada com banho em ultra-som e as fases cloroférmi-
cas apreseptaram-se turvas e de cor marrom. A camada
delgada, apds revelagio sob luz ultravioleta, mostrou
grande quantidade de co-cxtrativos sobre toda a regifio
de desenvoelvimento inclusive sobre a regifio da ocratoxi-
na A. O clarificante sulfato de cobre apresenton-se ligei-
ramenie mats eficaz que os demais, mas ainda sem pro-
piciar uma visualizacio adequada. Os mesmos extratos,
quando injetados em cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia, aprescntaram cromatogramas em que havia co-
extrativos fluorescentes, o que ocasicnou a elevacio da
iinha de base até o final da escala. Quando utifizamos a
mesma metedologia para café verde e submetemos os
extraios em cromatogralia liquida de alta eficiéncia,
houve um grande stimero de interferentes com o mesmo
tempo de retenclo da ocratoxina A, ndo seado possivel
quantificd-la.

— Particdo: O desengorduramento com ciclohexa-
no, aintes da particdo para cloroférmio, nfio apresentou
mudangas significativas na [impeza dos extratos, tanto
para café verde, quanto para café torrado.

— Limpeza em fase sélida: Os extratos de café
verde e torrado obtidos da extragdo que foram aplicados
e colunas de silica e octadecilsilil {Tabelas 7 ¢ 8) e sub-
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Ocratoxina A
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Pigura 4. Perfil cromatogrifico de uma amostra de café verde conta-
minado artificialmente com ocratoxing A .

metidos a cromatografia Hguida de alta eficiéncia apresen-
taram limpeza ineficiente, com muitos interferentes apare-
cendo no mesmo tempo de retengiio da ocratoxina A.

Os extratos de café, tante verde como ¢ torrado,
obtidos apds limpeza em colunas de imunoaflinidade,
apresenfaram cromatogramas limpos (Figura 4), sem
interferentes no tempo de retenclio da ocratoxina A,
garantindo uma quantificacdo adequada. O valor médio
de recuperacho para 4 determinagtes de ocratoxina A em
arnostras de café verde artificialmente contaminados ao

nivel de 10 ng/g foi de 97,3 2,5% com coeficiente de
variaclo de 2,6%. Testes com café torrado mostraram
recuperactes da mesma ordem de grandeza que com
café verde. Testes com café torrado mostraram recupera-
¢Bes da mesma ordem de grandeza que com café verde.

Reutilizacdo das colunas de imunoafinidade com
extratos de café verde: A Tabela 9 mostra os resultados
obtidos para a recuperacfo da ocratoxina A adicionada a
café verde em colunas de imunoafinidade de duas mar-
cas comerciais guando reutilizadas sucessivamente. A
marca A apresentou recuperagdes aceitdveis quando uti-
lizada até por 4 vezes. A marca B apresentou recupera-
¢d0 mais baixa (73%) que a marca A (97%) j4 na prime:-
ra utilizacéio, e recuperacio muitc baixa na segunda uti-
lizagio, ndo podendo ser empregada mais de uma vez.

Embora o valor de compra das colunas de imunoa-
finidade scja alto, o estudo de reutilizacido das mesmas
demonstrou que as colunas de uma das marcas testadas
podem ser empregadas diversas vezes, o que reduziria o
custo das andlises. Uma outra vantagem, gue nio deve
ser desprezada, estd na pequena quantidade de solventes
orginicos utilizados no procedimento, ndo expondo
assiim o analista a vapores tOxicos.

O limite de deteccdo em amostras de cafés verdes e
torrados, apés limpeza em coluna de imunoafinidade
quantificagio em cromatogratia liquida de alta eficiéncia
com fluorescéncia, foi determinado come preconizado
pela ACS!. Nas condicOes empregadas e id descritas para
cromatografia lquida, o limite de detecgdo foi de (0,7
ng/g. Este Hmite de deteccdo estd na mesma ordem de
grandeza do relatado por autores que usam colunas de
imunoafinidade para limpeza dos extratos e cromatogra-
fia lquida de alta eficiéncia com fluorescéncia para quan-
tificacfo da toxina '“"¥*%, Pequenas variagBes nos Hmi-
tes de detecgio relatados nos diversos trabalhos podem
ser atribuidos & diferentes niveis de sensibilidade dos
detetores de fluorescéncia utilizados por cada laboraério.

Tabela 9, Teste de reutilizagio de colunas de imuncafinidade especificas para ocratoxina A de marcas diferentes.

Coluna Recuperagiio (%) + desvio padrio

17 utilizagdo 2% utilizagio 3" wtilizacio 4" utilizagio
Marca A 97.322.5 86,3+12.3 73,8%19.9 74,3+32.3
Marca B 73x1.7 29,6:+4.7 — —_

Recuperagfio em amostras de café verde artificialmente contaminadas com ccratoxina A ae nivel de 10 ng/g. Resultados indi-
cam média e desvio padifo de 4 repetigdes por experimento no case da marca A ¢ 3 repetices por experimento no caso da marca

B.
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CONCLUSOES

As técnicas de bancada que utilizam clarificantes e
particio para a Hmpeza em amostras de alimentos ndo
produziram resultados satisfatorios com relagio a amos-
tras de café verde ou forrado. Da mesma maneira, as
colunas de extracdo em fase sélida de silica, cianopropil
¢ octadecilsibil ndo apresentaram Hmpeza ou recuperagio

adequadas para as amostras estudadas. Jd as colunas de
imunoafinidade mostraram-se eficientes quanto a limpe-
za e 4 recuperacdo, tanto quando s6 o padrio foi adicio-
nado como com amostras artificialmente contaminadas.
A diferenca exibida pelas colunas de marcas diferentes
na recuperacdo da ocratoxina A (97% e 73%) ji durante
o primeiro uso, indicam a necessidade de testar as colu-
nas durante sua utilizacdo

§ RIALA 06/370

FURLANIL RPZ.; SOARES, LLM.V.; OLIVEIRA, PL.C. — Evaluation of methods for ochratoxin A
defermination in green and roasted coffees. Rev. Inst. Adolfo Luiz, 38(2) 87-98, 1999,

ABSTRACT: Different extraction solvenis and cleanup techniques for mycotoxins determination
were evaluated for green and roasted coffee. Classical techniques such as partition and clarification as
well as solid phase extraction (silica, octadecylsilyl, cianopropyl and immuncaffinity columns) were
tested. Only immunocaffinity columns were capable to effectively remove interferents from coffee
extracts alfowing ochratoxin A to be determined by HPLC and flucrescence detection at levels of 0,7
ng/g. Two commercial brands of immunoaffinity columns were evaluated for ochratoxin A recovery and
repeated use, Average recovery for one brand was 97% and was above 709 on the fourth use. Average
recovery for a second brand was 73% on the first use and below 30% on the second use.

KEY WORDS:; Ochratoxin A, coffee, mycotoxins.
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