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RESUMO: Diferentes solventes de extração, assim como técnicas para limpeza de extratos para
determinação de rnicotoxinas, tanto clássicas (clarificação, partição) como aquelas envolvendo colunas
para extração em fase sólida (sílica, octadecilsilil e imunoafinidade) foram avaliadas para determinação
de ocratoxina A em café verde e torrado. Apenas as colunas de imunoafinidade foram capazes de remo-
ver os interferentes existentes nos extratos de café permitindo a determinação de ocratoxina A por cro-
matografia líquida de alta eficiência com detecção por fluorescência em níveis de 0,7 ng/g. Colunas de
imunoafinidade de duas marcas diferentes foram testadas com relação à recuperação da toxina e à reu-
tilização em outras análises. Colunas de uma marca apresentaram recuperação média de 97% no primei-
ro uso e acima de 70% até a quarta utilização. Colunas de uma segunda marca apresentaram recupera-
ção média de 73% no primeiro uso e abaixo de 30% no segundo.

DESCRITORES: Ocratoxina A, café, micotoxinas.

INTRODUÇÃO

A ocratoxina A é um metabólito tóxico produzido
por determinadas cepas de Penicillium e Aspergillus. A
principal espécie conhecida como produtora de ocratoxi-
na é A. ochraceus 15. A ocratoxina A é nefrotóxica e tem
ação teratogênica. O fígado é um alvo secundário da
toxina 4.7. A nefropatia endêmica dos Balcãs, doença
degenerativa dos rins em humanos que muitas vezes leva
à morte, tem sido correlacionada com os altos níveis de
contaminação por ocratoxina A constatada nos alimentos
daquela região 20.

A ocratoxina A tem sido encontrada em cereais
diversos 21,24,26 , alimentos de origem animal 11,20.21, cerve-

ja20.21, vinho e suco de uva", grãos de café verde e torra-
do 14.27,30.31 e em café solúvel 17.

Os limites máximos permitidos para ocratoxina A
já existentes ou em fase de proposta em diversos países,
variam de 1 a 5 ng/g para alimentos infantis, 2 a 50 ng/g
para cereais e 5 a 300 ng/g para rações 33. Na União
Européia existem sugestões de limites máximos de 5
ng/g para cereais e 1 ng/g para alimentos infantis 34. A
Itália, em 1996, propôs um limite de 4 ng/g para café
verde em grãos 6. No Brasil não existem limites para
ocratoxina A em alimentos e, por outro lado, desconhe-
ce-se a situação do café produzido no país com relação a
essa toxina. O café verde corresponde a 4,6% das expor-
tações brasileiras, ocupando portanto um lugar de desta-
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que. O Brasil é atualmente o maior produtor mundial de
café. A bebida, por sua vez, é largamente consumi da no
país e em 1997 absorveu internamente 11,4 milhões de
sacas da produção total de 18,9 milhões de sacas produ-
zidos no país 13. No entanto, qualquer trabalho de inves-
tigação da incidência desta toxina em café nacional
passa necessariamente por uma avaliação da metodolo-
gia analítica disponível e sua aplicabilidade às condições
existentes nos laboratórios nacionais.

Vários procedimentos para determinação de ocra-
toxina A em café têm sido propostos. A metodologia da
AOAC International 2 utiliza cromatografia em camada
delgada para determinar ocratoxina A em café verde. O
limite de detecção desse método é de 20 ng/g de ocrato-
xina A. Com os limites que estão atualmente sendo pro-
postos para café, este tipo de metodologia torna-se inefi-
caz. Por outro lado, o café é uma matriz especialmente
complexa e uma limpeza adequada do extrato para remo-
ção de interferentes faz-se necessário para que limites
mais baixos sejam alcançados.

CANTÀFORA et al 5 introduziram a cromatogra-
fia líquida de alta eficiência com detecção por t1uores-
cência para separar e detectar a ocratoxina A em café
verde e alcançaram um limite de detecção 100 vezes
menor que o do método da AOAC 2. TERADA et al 29,

também utilizando cromatografia líquida de alta eficiên-
cia com fluorescência, aplicaram colunas de extração
em fase sólida de octadecilsilil para limpeza de extratos
de grãos de café (verde e torrado), café instantâneo e
café coado. O limite de detecção alcançado estava entre
0,2 e 5 ng/g e a recuperação citada foi de 80,7% ou
melhor.

NAKAJIMA et al16desenvolveram uma metodolo-
gia que utilizava colunas de imunoafinidade para a lim-
peza do extrato de amostras de café em grãos, café ins-
tantâneo em pó e bebida de café enlatada. Estes autores
relataram limites de detecção de 0,5 ng/g para cafés em
grão e cafés solúveis e recuperações acima de 98%. PIT-
TET et al 19 propuseram um procedimento para analisar
a ocratoxina A em amostras de café verde em grãos, café
torrado em grãos e café solúvel que também envolve
limpeza em colunas de imunoafinidade. Os cromatogra-
mas, apresentados pelos autores, mostraram-se sem
interferentes na região da ocratoxina A. O limite de
detecção descrito foi de 0,2 ng/g e a recuperação de 80%
ou mais.

Com base nestas considerações, o objetivo do pre-
sente trabalho foi avaliar a aplicabilidade para café das
técnicas analíticas existentes para determinação de ocra-
toxina A e, através desta avaliação, escolher uma meto-
dologia dotada dos necessários requisitos de sensibilida-
de, precisão e exatidão para que possa ser usada em labo-
ratórios nacionais.
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MATERIAIS E MÉTODOS

Reagentes, solventes e materiais diversos: padrão
de ocratoxina A, marca Sigma; filtros para amostra,
marca Millipore, poro de 0,45m, 13mm de diâmetro; fil-
tro de microfibra de vidro GF/B, marca Whatman; tam-
pão fosfato (PBS), marca Sigma; placas para cromato-
grafia em camada delgada de sílica gel, marca Merck;
reagentes de uso comum em laboratório, grau analítico;
solventes para cromatografia, grau cromatográfico; colu-
nas de extração em fase sólida com fase estacionária de
sílica, octadecilsilil, cianopropil e de imunoafinidade
específicas para ocratoxina A.

Equipamentos: espectrofotômetro ultravioleta I visí-
vel, modelo Lambda 6, marca Perkin Elmer; pré coluna
Varian, com fase estacionária de sílica; cromatógrafo
líquido de alta eficiência: bomba marca Waters, modelo
510; injetor Rheodine com alça de 20 L ou de 100L;
detector de fluorescência programável, marca HP, modelo
1046A e integrador marca HP, modelo 3393A; coluna de
guarda Varian, com fase estacionária de Octadecilsilil;
coluna analítica Spherisorb ODS-2, 5~tm, Sigma Aldrich,
250mm X 4,6mm; liqüidificador comum de uso domésti-
co, marca Amo; lâmpada ultravioleta de alta intensidade,
modelo UVGL58, multibanda 254/366nm, marca Mineral
Light; banho ultra-som, modelo SX-20, marca
Microssonic; ultrapurificador de água, marca "MilliQ";
dispositivo para filtração à vácuo para colunas de extração
em fase sólida, modelo "Visiprep DL", marca Supelco.

Preparo do padrão de ocratoxina A: foi preparada
uma solução estoque do padrão de ocratoxina A com 100
g/mL em benzeno. Foi verificada a pureza dessa solução
em camada delgada, nas condições descritas no item
seguinte e visualizando-se o padrão sob luz ultravioleta.
Considerou-se a presença de uma única mancha como
indicativo do padrão não estar contaminado ou decom-
posto. A partir da solução estoque, foi preparada uma
solução intermediária de aproximadamente 20 ug/ml,
em ácido acéticol benzeno (1+99) e a sua concentração
exata foi determinada espectrofotometricamente segun-
do o procedimento da AOAC 2. A partir desta solução
intermediária foi realizada uma nova diluição (1:20) em
metanol I ácido acético 9% (65+35) sempre que necessá-
rio e esta solução foi empregada para a quantificação da
ocratoxina A por cromatografia líquida de alta eficiência.
Antes de empregar o padrão, este foi agitado no ultra-
som por 30 segundos.

Cromatografia em camada delgada: a fase estacio-
nária utilizada foi sílica gel e a fase móvel foi tolue-
no/acetato de etila/ácido fórmico (5+4+ 1). Os extratos
secos foram dissolvidos em 200 uL de benzeno, agitados
em ultra-som por 30 minutos e aplicados na camada. As
placas foram visualizadas sob luz ultravioleta de compri-
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mento de onda 366nm. A quantificação da ocratoxina A
foi conseguida por comparação visual com padrão.

Cromatografia líquida de alta eficiência: As condi-
ções utilizadas no cromatógrafo líquido de alta eficiência
foram as descritas por STUDER-ROHR et al", A fase
móvel foi metanol/ácido acético 9% (65+35) e a vazão
de 1,0 mLlmin. Os comprimentos de onda utilizados
foram: excitação = 330 nm e emissão = 470 nm. A quan-
tificação da ocratoxina A foi realizada por padronização
externa a partir de injeções realizadas com o padrão. A
faixa de concentração foi de 0,2 a 2,5 ng para um volume
de injeção de 100 !ALe 2 ng para 20 !AL.Todos os extratos
secos foram redissolvidos em 1mL da fase móvel e filtra-
do através de filtro 0,45 um. Foi testada a repetibilidade
do detetor injetando-se 5 vezes o padrão de 1 ug/rnl. em
um volume de injeção de 20 !ALdo injetor, nas condições
cromatográficas descritas acima.

Testes de recuperação do padrão de ocratoxina A
adicionado em colunas de extração em fase sólida: para
avaliar a recuperação da toxina nas colunas de extração
em fase sólida (sílica, octadecilsilil, cianopropil e imu-
noafinidade) foram testados vários procedimentos des-
critos na literatura para condicionamento, transferência,
lavagem e eluição da toxina, utilizando-se o padrão de
ocratoxina A. Cem ng de ocratoxina A foram transferidos
para a coluna com ajuda do eluente da primeira fração.
Todas as frações foram recolhidas separadamente e eva-
poradas até a secura e redis solvidas em 200 !ALde ben-
zeno quando utilizando cromatografia em camada delga-
da ou em 1mL de metanol/ácido acético 9% (65+35)
quando utilizando cromatografia líquida de alta eficiên-
cia. Os sistemas de solventes empregados estão descritos
nas Tabelas 1 a 6.

Tabela 1. Sistemas testados para eluição da ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo octadecilsilil.

Condicionamento Aplicação da
da coluna toxina Fração 2 Fração 3 Fração 4 Referência

(Fração 1)

10 mL metanol e 10 mL metanol 10 mL metanol 10 mL tolueno /
10 mL água com 0,1% ácido com 0,1% acetato de etila /

acético ácido acético ácido fórmico
(60+40+0,5)

10 mL metanol e 10 mL tolueno /
10 mL água 10 mL metanol 10 mL metanol acetato de etila /

ácido fórmico
(60+40+0,5)

10 mL metanol e 15 mL40% 15 mL40%
10 mL água 4 mL água acetona em água 5 mL água acetonitrila

em água

20 mL metanol e 15 mL40% 15 mL40%
20 mL água e 10 mL água cetona em água 5 mL água acetonitrila em
2mL CTA 0,005M água

8,5 mL metanol,
8,5 mL água e 10 mL tampão 15 mL40% 15 mL40%
2mL Brometo de fosfato pH=5,6 acetona em 5 mL água acetonitrila em TERADA et al29
cetiltrimetilamonia em2,5mMCTA água água
0,005M

Testes realizados com padrão de ocratoxina A (100 ng). Quantificação por crornatografia em camada delgada.
CTA- Brometo de cetilmetilamonia.

89



FURLANI, R,P.Z.; SOARES, L.M.V; OLIVEIRA, P.L.e. - Avaliação de métodos para determinação de ocratoxina A em cafés verdes e torrados. Rev. Inst.
ADolfo Lutz, 58(2): 87-98, J 999.

Tabela 2. Sistemas testados para eluição de ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo octadecilsilil

Condicionamento Aplicação da
da coluna toxina Fração 2 Fração 3

Fração 1

10 mL água 20 mL água 20 mL metanol
com 0,1%

ácido acético

5 mL metanol e 6 mL água 3mLem
5 mL água gradiente 10%

metanol até
100% metanol

5 mL hexano,
5mL acetato etila 5 mL metanol 5 mL clorofórmio
e 5 mL metanol

Fração 4 Referência

JW Scientific
Products 12

3mL
acetona

Testes realizados com padrão de ocratoxina A (100 ng). Quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência.

Tabela 3. Sistemas testados para eluição da ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo cianopropil.

Condicionamento da coluna Aplicação da Toxina
(Fração 1) Fração 2 Fração 3

10 mL tolueno 30 mL Tolueno 20 mL tolueno /
acetato de etila /
ácido fórmico
(5+4+1)

20 mL metanol
com 0,1%
ácido acético

10 mL clorofórmio 10 mL clorofórmio 10 mL metanol /
clorofórmio (l +19)

20 mL tolueno/
acetato de etila /
ácido acético
(50+49+1)

Testes realizados com padrão de ocratoxina A (100 ng). Quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência.
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Tabela 4, Sistemas testados para eluição da ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo sílica,

Condicionamento Aplicação da
da coluna toxina Fração 2 Fração 3 Fração 4 Referência

Fração I

lOmL 15 m clorofórmio/ VALENTA&
clorofórmio 4 mL clorofórmio 10 rnL ácido fórmico GOLU2,

clorofórmio (100+2) BREITHOLTZ
et ali! 3,

lOmL 10 mL clorofórmio lOrnL 20mL 20mL
clorofórmio clorofórmio clorofórmio / clorofórmio /

acetona ácido fórmico
(9+1) (100+2)

lOmL 15 mL 10m
clorofórmio 10 mL clorofórmio clorofórmio/ clorofórmio/

ácido fórmico acetona (9+ 1)
100+2)

10 mL hexano 10 mL hexano 10mL lOmL lOrnL
hexano / metanol/ tolueno / HÁGGBLOM

clorofórmio cllorofórmio ácido acético & GHOSH 8,

(9+1) (3+97) (9+1)

10mL 10 mL clorofórmio 10mL 10mL lOmL
clorofórmio clorofórmio/ metanol/ tolueno /

acetona clorofórmio ácido fórmico
(9+1) (3+97) (100+2)

Testes realizados com padrão de ocratoxina A (100 ng), Quantificação em camada delgada.

Limpeza dos extratos: três enfoques foram testa-
dos, tanto em separado quanto combinados para o café
verde e para o café torrado: clarificação, partição e extra-
ção em fase sólida com fases estacionárias diversas (de
sílica, de octadecilsilil e de imunoafinidade),

Clarificação: foram testados individualmente os
seguintes clarificantes para amostras de café verde e tor-
rado, todos já de uso tradicional em determinações de
micotoxinas: sulfato de amônio (30%), acetato de chum-
bo (20%), sulfato de cobre (10%), mistura de ferrociane-
to de potássio (0,25M) e acetato de zinco (1M) e mistu-
ra de acetato de chumbo (20%) e sulfato de amônio
(30%). Após a clarificação procedeu-se a uma etapa de
partição para clorofórmio. O procedimento empregado
está apresentado na Figura 1. Os extratos obtidos foram
aplicados em cromatografia de camada delgada (café
torrado) e em cromatografia líquida de alta eficiência

(café verde e 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
proposto por SOARES & RODRIGUEZ-AMAYN2• O
procedimento aplicado está apresentado na Figura 2. Os
extratos obtidos a partir desse procedimento foram injeta-
dos em cromatógrafo líquido de alta eficiência.

Partição: foi testado um desengorduramento com
ciclohexano antes da partição para clorofórmio.

Extração em fase sólida:
- Sílica e Octadecilsilil: foi testada a limpeza de

extratos em colunas para extração em fase sólida com
fases estacionárias de sílica e de octadecilsilil. As colu-
nas foram avaliadas com extratos de café verde e torra-
do fortificados artificialmente com ocratoxina A ao nível
de 10 ng/g. (Tabelas 7 e 8). As amostras artificialmente
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Tabela 5. Sistemas testados para eluição da ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo sílica.

Condicionamento Aplicação da
da coluna toxina Fração 2 Fração 3 Fração 4 Referência

(Fração 1)

10 mL tolueno I 20 mL tolueno I 20 mL tolueno I 10mL tolueno I
acetato de etila acetato de etila acetato de etila I acetato de etila I
(6+4) (6+4) ácido acético ácido acético

(50+49+1) (50+47+3)

10 mL clorofórmio 10mL 20mL 20mL 20 mL metanol
clorofórmico clorofórmio clorofórmio I com

metanol (19+ 1) ácido fórmico 0,1 % ácido
(19+ 1) acético

lO mL clorofórmio 10mL 20 mL I metanol 20 mL tolueno I
clorofórmio clorofórmio acetato de etila I

metanol (19+ 1) ácido fórmico
(5+4+1)

lO mL tolueno I 10 mL tolueno I 10 mL tolueno I 10 mL tolueno I 10 mL tolueno I
acetato de etila acetato de etila acetato de etila I acetato de etila I acetato de etila I
(8+2) (8+2) ácido acético ácido acético ácido acético

(50+49+ 1) (50+49+1) (50+49+ 1)

30 mL tolueno 20 mL tolueno I
acetato de etila /
ácido fórmico

(5+4+1)

7 mL metanol e 7mL 5 mL
7 mL clorofórmio clorofórmio metanol

7 mL metanol e 2+5 mL 5 mL 5 mL
7 mL clorofórmio clorofórmio metanol acetona

10mL lOmL 10 mL
diclorometano diclorometano diclorometano / SCOTT et alo 23

ácido fórmico
(98+2)

Testes realizados com padrão de ocratoxina A (100 ng). Quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência.

Tabela 6. Sistemas testados para eluição de ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo imunoafinidade

Transferência da Ocratoxina A Fração 1 Fração 2 Fração 3

10 mL bicarbonato de sódio 1% /
tampão fosfato, pH7,4 (1 + 1) 20 mL água

1,5 mL metanol /
ácido acético

(98:2) e 1,5 mL água
Rhône- Diagnostics 22

Testes realizados com padrão de ocratoxina A (100 ng). Quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência.
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l 10 g café + 100 mL 0,4%KCI 90°C I

ultrasom lY,

I + 150 mL MeOH + lOg celite
I

agitar e filtrar

I
150 mL alíquota + 150 m clarificante

I

I 150 mL alíquota + 150 mL H20 I

I Desengorduramento com ciclohexano I

I
Partição para CHCr

I3

evaporar
r

l Extrato final I

Figura 1 - Procedimento empregado para verificação da eficiência da
limpeza de extratos de café verde e torrado com os clarificantes: sul-
fato de amônio (30%), acetato de chumbo (20%), sulfato de cobre
(10%), mistura de ferrocianeto de potássio (0,25M) e acetato de zinco
(1M) e mistura de acetato de chumbo (20%) e sulfato de amônio
(30%).

I 25 g café + 270 mL MeOH + 30 mL 4%Cr I
liquidificador
5' e filtrar

I + 50 em' celite I
agitar e filtrar

I
150 mL alíquota + 150 m clarificante J

agitar e filtrar

I 150 mL alíquota + 150 mL H
2
0 I

I Desengorduramento com ciclohexano I

I Partição para CHCr I3

evaporar

I Extrato final I

Figura 2 - Procedimento empregado para verificação da eficiência da
limpeza de extratos de café verde e torrado com os clarificantes: sul-
fato de amônio (30%) e sulfato de cobre (10%).
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Tabela 7. Sistemas testados para eluição da ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo sílica.

Condiciona- Transferência
mento da da toxina Fração 2 Fração 3 Fração 4 Fração 5 Referência
coluna (Fração 1)

5 mL tolueno 5 mL tolueno 5 mL tolueno/ 5 mL dietileter/ 5mL 5 mL
acetona hexano clorofórmio / tolueno/ Patel et alii IX;

(95+5) (75+25) / metanol ácido acético Howel&Taylor9
97+3) (9+ 1)

Testes realizados com extratos de café torrado contaminados artificialmente com padrão de ocratoxina A (l0 ng/g).
Quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência.

Tabela 8. Sistemas testados para eluição da ocratoxina A em colunas de extração em fase sólida tipo octadecilsilil.

Condicionamento
da coluna

Transferência da Toxina
(Fração 1) Fração 2 Fração 3

10 mL água 10 rnL água 20 mL água Transferir a ocratoxina A
da fase aquosa para

clorofórmio

5 mL hexano,
5 mL acetato etila e
5 rnL metanol

7 mL metanol 5 mL clorofórmio

Testes realizados com extratos de café torrado contaminados artificialmente com padrão de ocratoxina A (10 ng/g).
Quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência.

contaminadas foram extraídas conforme o procedimento
apresentado na Figura 1, utilizando-se sulfato de cobre
como clarificante.

- Imunoafinidade: foram também avaliadas colu-
nas de imunoafinidade de duas marcas comerciais. Os
testes foram realizados com amostras de café verde e tor-
rado contaminadas com padrão de ocratoxina A ao nível
de 10 ng/g. A metodologia utilizada foi a recomendada
pelo fabricante de uma das marcas das colunas e apre-
sentada na Figura 3. A metodologia preconizada pelo
outro fabricante de colunas de imunoafinidade foi consi-
derada não apropriada por desativar a coluna desnaturan-
do-a, impedindo a reutilização. O extrato obtido foi inje-
tado em cromatógrafo líquido de alta eficiência, com
volume de injeção de 100 [!L, conforme descrito em
Material e Métodos.
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Testes de reutilização das colunas de imunoafini-
dade: a reutilização de duas marcas de colunas de imu-
noafinidade foi verificada. O teste foi realizado em tri-
plicata para a marca B e quadruplicata para a marca A.
A metodologia aplicada está apresentada na Figura 3.
Após a eluição da ocratoxina A, a coluna foi lavada
com 20 mL de tampão PBS, pH 7,4 contendo azida de
sódio (0,5g/L) e colocada sob refrigeração (3-8°C) em
geladeira comum por no mínimo 48 horas 35. Foi utili-
zada uma amostra não contaminada de café verde, à
qual foi adicionado padrão de ocratoxina A dissolvido
em metanol/ácido acético até obter 10 ng/g. Cem [!L do
extrato obtido foram injetados em cromatógrafo líquido
de alta eficiência conforme descrito em Material e
Métodos.
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10 g café + 200 mL 1% NaHCO
3

liquidificador 2' e
filtrar em Glass
filter

20mL alíquota + 20 mL PBS pH7.4

Aplicar na coluna de imunoafinidade

2-3mUmin.

Lavar a coluna com 20 mL de água

5mUmin.
1

Elluir a Ocratoxina A com 1.5m de
MeOH/CHC300H(98:2) e 1.5 mL de água

0,5mL/min.

• Evaporar

Extrato final I
Figura 3. Procedimento empregado para a verificação da eficiência
da limpeza de extratos de café verde e torrado em colunas de imunoa-
finidade.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Sensibilidade e repetibilidade do detetor: a área
média obtida de 5 injeções do padrão de ocratoxina A (l
ug/ml.) foi de 214201±3794 e o coeficiente de variação
de 1,8%. A sensibilidade foi calculada como preconiza-
do pela IUPAClo. A sensibilidade obtida foi 24869 x 107

mY. em'. mg'.
Recuperação do padrão de ocratoxina A adicionado

em colunas de extração em fase sólida: para os sistemas
de solventes testados em colunas de fase sólida de octa-
decilsilil e cromatografia em camada delgada (Tabela 1),
a recuperação da ocratoxina A foi inferior a 30% e geral-
mente a eluição do padrão ocorreu em mais de uma fra-
ção. No sistema que utiliza água para condicionar a colu-
na, apresentado na Tabela 2, foi obtida uma recuperação
de 95% da toxina na fraçãol (água). Quando a coluna foi
condicionada com hexano, acetato de etila e metanol a
recuperação foi de 84% na fração 1 (metanol).

Os resultados dos testes de recuperação em colunas
de cianopropil com os sistemas de solventes apresenta-
dos na Tabela 3 foram ineficientes, não ocorrendo recu-
peração da toxina em nenhuma fração.

Os sistemas de solventes para eluição da ocratoxi-
na A em colunas de sílica (Tabela 4), com detecção em
cromatografia em camada delgada, também foram inefi-
cientes. As recuperações obtidas ficaram entre 30 e 40%
e a toxina eluiu em mais de uma fração.

A maior recuperação obtida na eluição da ocratoxi-
na A em colunas de sílica com detecção em cromatogra-
fia líquida de alta eficiência (Tabela 5), foi de 56% no
sistema que utilizou clorofórmio para condicionar, cloro-
fórmio e metanol para lavar e tolueno/acetato de
etila/ácido fórmico (5+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/ácido fórmico
(50+49+ 1) para lavar a coluna, obteve uma recuperação
de 53% na fração 1. Nos demais sistemas a recuperação
foi abaixo de 30% ou nenhuma.

Para colunas de imunoafinidade, o procedimento
preconizado pelo fabricante das colunas A, mostrou-se
adequado para a recuperação do padrão de ocratoxina A.
O valor médio obtido de recuperação foi de 87,5 ±
14,8% e o desvio padrão relativo médio foi de 10%.

Limpeza dos extratos de café verde e torrado:
- Clarificação: Os extratos de café torrado, após

clarificação, apresentaram cor marrom escuro. Após a
partição para clorofórmio, uma emulsão foi formada e
quebrada com banho em ultra-som e as fases clorofórmi-
cas apresentaram-se turvas e de cor marrom. A camada
delgada, após revelação sob luz ultravioleta, mostrou
grande quantidade de co-extrativos sobre toda a região
de desenvolvimento inclusive sobre a região da ocratoxi-
na A. O clarificante sulfato de cobre apresentou-se ligei-
ramente mais eficaz que os demais, mas ainda sem pro-
piciar uma visualização adequada. Os mesmos extratos,
quando injetados em cromatografia líquida de alta efi-
ciência, apresentaram cromatogramas em que havia co-
extrativos fluorescentes, o que ocasionou a elevação da
linha de base até o final da escala. Quando utilizamos a
mesma metodologia para café verde e submetemos os
extratos em cromatografia líquida de alta eficiência,
houve um grande número de interferentes com o mesmo
tempo de retenção da ocratoxina A, não sendo possível
quantificá -la.

- Partição: O desengorduramento com ciclohexa-
no, antes da partição para clorofórmio, não apresentou
mudanças significativas na limpeza dos extratos, tanto
para café verde, quanto para café torrado.

- Limpeza em fase sólida: Os extratos de café
verde e torrado obtidos da extração que foram aplicados
em colunas de sílica e octadecilsilil (Tabelas 7 e 8) e sub-
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IOcratoxína A

li
ti

Figura 4. Perfil cromatográfico de uma amostra de café verde conta-
minado artificialmente com ocratoxina A .

metidos a cromatografia líquida de alta eficiência apresen-
taram limpeza ineficiente, com muitos interferentes apare-
cendo no mesmo tempo de retenção da ocratoxina A.

Os extratos de café, tanto verde como o torrado,
obtidos após limpeza em colunas de imunoafinidade,
apresentaram cromatogramas limpos (Figura 4), sem
interferentes no tempo de retenção da ocratoxina A,
garantindo uma quantificação adequada. O valor médio
de recuperação para 4 determinações de ocratoxina A em
amostras de café verde artificialmente contaminados ao

nível de 10 ng/g foi de 97,3 2,5% com coeficiente de
variação de 2,6%. Testes com café torrado mostraram
recuperações da mesma ordem de grandeza que com
café verde. Testes com café torrado mostraram recupera-
ções da mesma ordem de grandeza que com café verde.

Reutilização das colunas de imunoafinidade com
extratos de café verde: A Tabela 9 mostra os resultados
obtidos para a recuperação da ocratoxina A adicionada a
café verde em colunas de imunoafinidade de duas mar-
cas comerciais quando reutilizadas sucessivamente. A
marca A apresentou recuperações aceitáveis quando uti-
lizada até por 4 vezes. A marca B apresentou recupera-
ção mais baixa (73%) que a marca A (97%) já na primei-
ra utilização, e recuperação muito baixa na segunda uti-
lização, não podendo ser empregada mais de uma vez.

Embora o valor de compra das colunas de imunoa-
finidade seja alto, o estudo de reutilização das mesmas
demonstrou que as colunas de uma das marcas testadas
podem ser empregadas diversas vezes, o que reduziria o
custo das análises. Uma outra vantagem, que não deve
ser desprezada, está na pequena quantidade de solventes
orgânicos utilizados no procedimento, não expondo
assim o analista a vapores tóxicos.

O limite de detecção em amostras de cafés verdes e
torrados, após limpeza em coluna de imunoafinidade
quantificação em cromatografia líquida de alta eficiência
com fluorescência, foi determinado como preconizado
pela ACS1. Nas condições empregadas e já descritas para
cromatografia líquida, o limite de detecção foi de 0,7
ng/g. Este limite de detecção está na mesma ordem de
grandeza do relatado por autores que usam colunas de
imunoafinidade para limpeza dos extratos e cromatogra-
fia líquida de alta eficiência com fluorescência para quan-
tificação da toxina 16.17,19,28,29.Pequenas variações nos limi-
tes de detecção relatados nos diversos trabalhos podem
ser atribuídos à diferentes níveis de sensibilidade dos
detetores de fluorescência utilizados por cada laboratório.

Tabela 9. Teste de reutilização de colunas de imunoafinidade específicas para ocratoxina A de marcas diferentes.

Coluna Recuperação (%) ± desvio padrão

1a utilização 3a utilização 4a utilização

Marca A 97,3±2,5

2a utilização

74,3±32,386,3±12,3 73,8±19,9

Marca B 73±1,7 29,6±4,7

Recuperação em amostras de café verde artificialmente contaminadas com ocratoxina A ao nível de 10 ng/g. Resultados indi-
cam média e desvio padrão de 4 repetições por experimento no caso da marca A e 3 repetições por experimento no caso da marca
B.
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CONCLUSÕES

As técnicas de bancada que utilizam clarificantes e
partição para a limpeza em amostras de alimentos não
produziram resultados satisfatórios com relação a amos-
tras de café verde ou torrado. Da mesma maneira, as
colunas de extração em fase sólida de sílica, cianopropil
e octadecilsilil não apresentaram limpeza ou recuperação

adequadas para as amostras estudadas. Já as colunas de
imunoafinidade mostraram-se eficientes quanto à limpe-
za e à recuperação, tanto quando só o padrão foi adicio-
nado como com amostras artificialmente contaminadas.
A diferença exibida pelas colunas de marcas diferentes
na recuperação da ocratoxina A (97% e 73%) já durante
o primeiro uso, indicam a necessidade de testar as colu-
nas durante sua utilização
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ABSTRACT: Different extraction solvents and cIeanup techniques for mycotoxins determination
were evaluated for green and roasted coffee. Classical techniques such as partition and cIarification as
well as solid phase extraction (silica, octadecylsilyl, cianopropyl and immunoaffinity columns) were
tested. Only immunoaffinity columns were capable to effectively remove interferents frorn coffee
extracts allowing ochratoxin A to be determined by HPLC and fluorescence 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 70% on the fourth use. Average
recovery for a second brand was 73% on the first use and below 30% on the second use.
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