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RESUMO: Para verificar a presenga de ocratoxina A em feijio consemido no
Bstado de &0 Paulo, foram analisadas 60 amostzas colhidas em diferentes regides. As
determinacg8es foram feitag por cromatografia em camada deigada pelo método descrito
por SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA, ligeiramente modificado, e cujo limite de
determinagio foi de 30 pg/kg. Os resuitados dos testes de recuperagio, efetuados em
vérios niveis de concentraciio da micoioxina, variaram de 108 a 159%. Em nephuma
das amostras analisadas foi detectada presenga da ocratoxinag A, O estudo da estabilidade
dz micotoxina, com cozimento limido e sob pressio, demonstrou uma diminvigic de

20,1 2 76, 7% de seu teor,

DESCRITORES: ocraloxina A, determinagio em feijio; feijio, determinagio de
ocratoxina A; estabilidade da ocratoxina A; cromatografia em camada delgada,

INTRODUCAO

A ocratoxina A, micotoxina produzida por es-
pécies de fungos Aspergillus ochraceus Whilhelm
e Penicilinum viridicatum Westling®7 4%, & a mais
t0xica de seus vdrios tipos. Estudos mostraram
que ela ¢ nefroléxica para animais® 1%, porém a
sua carcinogenicidade ainda niio foi devidaments
comprovada 31616,

A ocratoxina A poderd entrar na cadeia ali-
mentar do homem e afetar a sua sadde, airavés da
ingestio de alimentos com fungos ou de animais
de abate que foram tratados com racio contamina-
da. Essas micotoxinas tém sido encontradas
como contaminantes naturais em alimentos tais
como cevada, frigo, mitho, feijio, café e farirha
de mandioca crua, e em ragio animall®14,

A ocratoxina A é relativamente estdvel ao ca-
for dmido ?, porém foi observada s sua inativacio

wotal em grios de café submetidos A torrefagiio 16,
Em trabalhos experimentais, envolvendo enlata-
mento de feijio, foi verificada perda de 10 a 21%
da toxina, no tratamenioe térmico 410,

Sendo o feijfio alimento bdsico da populagio
brasileira e devido 2 sua susceptibilidade & conta-
minacEo por ocratoxina A, foi proposto estudo
para verificar os niveis da toxina no produte
consumido no Estade de Sdo Paulo, bem como
suz estabilidade durante o processo usual de cozi-
mento. '

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 60 amostras de feijao prove-
nientes de diferentes regides do Estado de Sio
Paulo, para determinacio da ccratoxina A, Algu-
mas delas foram adquiridas em pomntos-de-venda na
cidade de S#o Paulo, e outras obtidas a partir de re-
messas efemadas ao TAL, para andlise (tabela 1),

# Reslizado na Se¢fo dz Quimica Biolégica do Instituto Adolfo Lutz, Sio Paulo, SP.

** Do Instituie Adolfo Luiz.
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O méiode empregado fol descrito por SOARES
& RODRIGUEZ-AMAY A2 com modificagdes im-
postas pela disponibilidade de equipamentos e
materiais,

De cada amostra de feijio fol separada uma
aliquota de 30g de grios, que foi witwrada em
multiprocessador. A micotoxina fol extraida com
180mi de metancl e 20 mi de soluciio de cloreto
de s6dio a 4%, em agitador mecéinico, por uma
hora, Em seguida, o material foi filtrade em pa-
pel Whatmann n® 1. A 100ml do filtrado foram
adicionados 100mli de solugo de sulfate de cobre
a 10% ¢ celite em guantidade suficiente para ocu-
par um béguer de 30ml. O material resultante foi
agitado e filtrado; 100ml do filirado foram irans-
feridos para funil de separagfio contende 100ml
de dgua destlada. A ocratoxins A foi exmaida
com duas porgdes de 20ml de cloroférmio.
Aliquotas de 10ml de cada extragio foram reuni-
das em Erlenmeyer de 30ml e evaporadas em
banho-maria. O residuo foi dissolvido em 200ul
de metanol e cromatografado em camada delgada
usando placa de silica.

O cromatograma foi desenvolvido em mistura
de tolueno, acetato de etila e 4cido {érmico
(50+40+10). A placa foi examinada sob luz ulra-
violeta e a micotoxina foi guantificada por com-
paragio visual da fluorescéneia da amostra com a
do padrio de ocratoxina A.

No case de feijfio cozido, o métode utilizade no
propercionou & limpeza necessdria para que fosse
feita a guantificagio final com clareza; desta forma,
foi acrescentada i téenica j4 descrita uma etapa ex-
tra de purificacfio que consistin na percolagio da
amostra numa minicoluna de silica, o cartucho
"SEP PAK $i"% O residuo obtido da evaporagio do
extrato cloreférmico da amostra foi redisselvido
com duas aliguotas de 0,5mi de tolueno e transferi-
do quantitativamente para o cartucho, previamente
tratado com 10m!l de tolueno. Apds lavagem da
amostra com 16ml de tolueno, a ocratoxina A fol
elinida eom 10ml da mistura de tolueno e 4cido acé-
tico (9+1) e evaporada até residuo em banho-maria,
sob corrente de nitrogénio®. Em seguida foi- desen-
volvida a eromatografia em camada delgada, descri-
ta anteriormente,

TABELA 1

Procedéncia das amostras de feijao, classificagio e relagao dos resultados falsos positives

Amostras Procedéncia Classificagio Resultados
analisadas {*} falsos positivos
01 Aragamba Grupo 1, classe cores o1
oL Campinas Grupo 1, clagse cores e
01 Guarujd Grupo 1 ,classe cores -
02 Ibitina Grupo 1, classe cores -
02 Ibitina Grapo i, classe cores Gi
5] Ttarir Grupe 1, classe cores i -
10 Juquid Grupo 1, classe cores -
0t Mairinqgue Grupo I, classe cores -
1 Mirandédpolis Grupo 1, classe cores -
[t73 Registro Grupo 1, classe cores -
o $.1. Rio Preto Grupo I, classe cores -
01 Sao Paulo Grupo 1, classe branco -
06 idem Grupoe 1, classe preto 01
03 tdem Grupo 1, classe cores -
20 Idem Grapo §, classe cores 04
01 Idem Grupo I, classe cores -
01 Idem Gruopo 1, classe cores -
01 Idem Grupo 11, classe cores -
02 Sorocaba Grupo 1, classe cores -
0% Suzano Grapo I, classe preto 01
01 Tatui Grupo |, classe cores -
60 08

*  Classificagiio segundo a Porlaria n® 161 de 24/7/87 do Ministério da Agriceliura, Brasilt
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O cozimentoe do feijfio foi feito em autoclave,
a 121°C por 20 minutos, simulando-se o proces-
so da panela de press@o. Apds esfriamento, a
amostra foi triturada em lignidificador e uma
aliquota de 30g foi retirada para analise,

Para confirmacBo da presenca de ocratoxina A,
a placa foi exposta a vapores de amdnia, que &m
a propriedade de mudsar a cor da flucrescéneia
verde-azulada para azul intensa %1113,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando-se a tabela 1, verifica-se a exis-
téncia de resultados falsos positivos, Sdc assim
considerados porque nZo foram confirmades na
exposicdo da placa aos vapores de amdnia. Este
método ndo é considersdo por muitos como deci-
sivo para confirmacfo da presenca de ocratoxina
A, porém é vilido para indicar a auséncia desta
micotoxina ¥ 15,

A técnica utilizada para essas andlises foi tes-
tada em diversos niveis de recuperaciio e os dados
obtidos constam da tabela 2.

Foi experimentada a recuperagiic da ocratoxina
A na concentragio de 50 ugfkg, pois é o valor
que consta da proposta de limite de tolerfincia da
ocratoxina A para a legislagho brasileira {Reco-
menda¢Bo do IV Encontro Nacional de Micotoxi-
na, S0 Paulo, 1986).

Embora o limite de detecgio de ocratoxina A
pelo mélodo proposto seja de 5,7 ng, considera-

TABELA 2

Recuperagdo e reprodutividade em feijdo adicionado de
ocratoxing A, usande iéenica adaptada de SOARES &

se como limite de determinacie 30 ng/kg, que &
o valer onde hi seguranca razodvel para quantifi-
cacio da intensidade da fluorescéncia desenvolvi-
da pela amosira.

O procedimento usual de anédlise nio se mos-
trou adequado para a quantificagio de ocratoxina
A no feijio cozido. Apls o cozimento, surgem
vérias manchas, inclusive fluorescentes no cro-
matograma com diferentes Rf, mascarando a
visnalizagio da ocratoxina A. Para contornar este
problema, héd necessidade de uma limpeza maior
do cromatograma final. Assim, acrescentou-se
wma etapa extra de limpeza, gue consistiy no uso
de uma minicoluna de silica, no caso o cartucho
SEP-PAK Si. Virios sistemas de solventes foram
testados, porém o mais eficiente foi o tolueno +
dcido acdtico {9+1), que j4 havia sido utilizado
por HOWELL & TAYLORS, -

Os dados que constam na tabels 2 referentes a
recuperacio e reprodutibilidade da téenica mais
etapa extra de limpeza sdo bem varidveis, porém
aceitve:s estatisticamente (teste de Dixon). A-
credita-se que essa variagBo fol gerada pela
propria etapa extra-adicionada. O uso do cartucho
de silica SEP-PAK Si j4 sugeriu este tipe de ob-
servaglio por parte de outros autores S, Provavel-
menie este seja um dos fatores de variagfo dos
resultados do experimento com feijio contamina-
do e cozido, onde se verificon uma destruigio de
20,1 a 76,7% da ocratoxina A {tabels 3).

HARWIG et alii* observaram perdas de 21 e
10% de ocratoxina A em feijdo que ficou de mo-
the e naquele que sofreu branqueamento, respec-
tivamentie. Feijées enlatados antes do aguecimen-
to ainda continham 64% do total de ocratoxing A
adicionada e 53%, apds uma hora de aquecimen-
to. EL BANNA & SCOTT? verificaram médias de
destruigie de ocratoxina A em feijo fava, por
ocasido de seu cozimento, de 15,5% 2 100°C por

RODRIGUES AMAYA"?
TABELA3
Nivel de ocraroxina A | % de recup. ov dp Quantidade de ccratoxing A recuperada apds o
{ugfkg) *) corimento do feifdo comtaminado artificialmente com
200 ugtkg da toxina
Experi 8
10 150.6 71 1.4 pcgi'ncmo Recu;(_t;;:agau
30 103,7 10,8 11,2
S0 08,8 13,4 14,5 1 44,4
200 1087 8,5 9,3 2 35,5
200 122,1 15,9 19,4 3 79,9
4 23,3
5 36,7
* média de circo determinagdes
cv = coeficiente de variagio % média de recuperagio: 44,0
dp = desvio padric Desvio padrao: 9,6

**  com etapa extra de limpeza

Coeficienie de variaggo: 21,8
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6h e de 19,6% a 115,5°C por 2h. TRENK et alii
apud EL BANNA & SCOTT 3 obtiveram, em
ragBes contendo aveia e arroz, apds autoclava-
gem por 3 horas sem adicBo de dgua, perdas de
87,5 e 86% de ocratoxina A, respectivamente, &
de 74 e 68,5%, sob as mesmas condigbes, porém
na presenca de dgua (50% volume/peso).

Para cada um dos niveis de recuperaciio, foram
feitas cinco determinagdes e os resultados passa-
ram pelo teste estatistico de Dixon. Os dados ob-
tidos para 10pg/ksg foram os dnices nio adequados
para uma aceitagio de 353%. Considerou-se o limite
de 30 pg/kg como seguro para quantificacdo da
ocratoxina A pelo método de comparaciio visual
por cromatografia em camada delgada, conforme a
técnica de SOARES & RODRIGUEZ-. AMAYA 2,
com as adaptacSes incorporadas.

Apesar deste levantamento ndo defectar a pre-
senca de ocrafoxina A nas amostras examinadas,
isto nfo significa a inexist@acia do problema
dos fungos produtores desta micoloxing no nos-
so meio ambiente, Principalmente, & vista de

uma amostra, isenta de micotoxinas, armazenada
em condigdes de laboratdrio, ter apresentado,
posteriormente, ocratoxina A. Dos feifdes mofa-
dos foram isoladas duas diferentes cepas de As-
pergillus spp., uma delas de coloracio ocricea
em meic de cultura,

CONCLUSCES

Os resuitados oblidos neste trabaho permitem
concluir que:

1. © métado do cozimente do feijio nio
desiréi totalmente a ocratoxina A no material ar-
tificiaimente contaminado,

2. Estudos mais complexos tornam-sc¢ ne-
cessdrios, envolvendo andlise de um nimero
maior de amostras e dos efeitos de parimetros
mais especiflicos na produgio de ocratoxina A,
como temperatura, umidade do substrato e tipo
de armazenagem, A vista de auséneia, na legis-
lacdo brasileira, de limites de tolerfincia para esta
micoloxina em alimentos.
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ABSTRACT, Sixty samples of beans from different regions of Sic Paulo Stae
were tested for ochratoxin A. Determinations were made by thin layer chromatography
and the method described by SOARES & RODRIGUES AMAYA, slightly modified, Jt
gave a delermination lHmit of 30 ug/kg. Recoveries tested at different jevels (10,300,530
and 200 ugfkg) ranged from 108 to 159%. Ochratoxin A was not present in any
sample tested. Average destruction of 20,1 10 76,7% of ochratoxin A occurred during
cooking. The traditional method of beans cooking does not destroy totally the
mycotoxin present in contaminated beans, Because there is no provision in Brazilian
iaws of 1olerance levels of this mycotoxin it is necessary further research to

determine the adequaie levels of ochratoxin A in foodstuffs.

DESCRIPTORS: ochratoxin A, beans, ochratooxin A stability, thin-layer

chromatography.
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