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RESUMO

A ocratoxina A é um composto nefrotoxico, teratogénico e imunotoxico
produzido por espécies de Aspergillus e Penicilllum. Foi demonstrado ser
carcinogénico para ratos e é possivelmente carcinogénico para humanos. Tem sido
encontrada nos mais diversos tipos de alimentos como cereais, alimentos de
origem animal, cerveja, vinho, suco de uva e café. O Brasil € um grande produtor
dos alimentos citados, bem como um grande consumidor.

As micotoxinas constituem um problema dos mais sérios tanto para paises
desenvolvidos como para os em desenvolvimento. Condicdes climaticas, praticas
agricolas e de armazenamento, em muitos casos contribuem para o crescimento
fungico e conseqlente producdo de micotoxinas concorrendo para agravar o
problema em paises em desenvolvimento.

Ha um grande numero de alimentos produzidos e consumidos no Brasil que
ainda ndo foram investigados para a presenca de ocratoxina A ou o foram de
maneira limitada. No primeiro caso estao os sucos de frutas de alto consumo como
laranja, maracuja e abacaxi, assim como os cereais cevada, centeio e aveia. No
segundo caso estdo o suco de uva e a cerveja, dos quais um numero reduzido de
amostras foi examinado para a toxina até o momento.

Em uma primeira etapa, a combinacao de limpeza de extrato por coluna de
imunoafinidade com quantificacdo da toxina por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia com deteccdo por fluorescéncia foi testada e otimizada para
determinacado de ocratoxina A em sucos de laranja, uva, abacaxi e maracuja, em
cerveja € nos cereais cevada, centeio e aveia. Diferentes métodos descritos na
literatura foram testados e modificados.

Em uma segunda etapa, foi avaliada a incidéncia de ocratoxina A em sucos
de uva, abacaxi, laranja e maracuja, cerveja, aveia, cevada e centeio produzidos e
comercializados no pais.

Os limites de deteccao para cada tipo de suco foram: suco de maracuja
(0,05 ng/mL), laranja (0,03 ng/mL), uva (0,03 ng/mL) e abacaxi (0,14 ng/mL). A
recuperacao média de ocratoxina A foi de 74%. A toxina nao foi encontrada em

nenhuma das 144 amostras de sucos analisados sendo 31 de abacaxi, 29 de
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laranja 49 de maracuja, , 35 de uva e. Estes resultados, apesar de limitados em
numero, indicam que a incidéncia da toxina nos sucos de frutas nacionais
examinados deve ser baixa ou mesmo inexistente.

A recuperacdo média de ocratoxina A em cerveja foi de 93% para cerveja
tipo Pilsen e 87% para cerveja escura. O limite de deteccéo foi 0,1 ng/mL. Das 123
amostras de cerveja (94 amostras de cerveja tipo Pilsen e 29 amostras de cerveja
escura) analisadas, 5 amostras, todas do tipo Pilsen, continham ocratoxina A em
teores de 1 a 18 ng/mL. A incidéncia de ocratoxina A encontrada em cerveja
nacional no presente trabalho foi menor que a ja relatada em outros paises, porém
os teores sdo mais elevados. Os teores encontrados ndo colocam em risco mesmo
0s grandes consumidores da bebida.

A recuperacdo média de ocratoxina A foi de 68% para aveia, 65% para
cevada e 83% para centeio. O limite de deteccao para amostras de aveia integral,
aveia em flocos e farelo de aveia, foi de 0,01 ug/kg e para farinha de aveia foi de
0,004 ng/kg. O limite de detecgéo para cevada em flocos foi de 0,01 pug/kg e para
cevada em grao foi de 0,007 ug/kg. Para centeio em grao, o limite de deteccéo foi
0,004 ng/kg, para centeio em flocos foi de 0,006 pug/kg para centeio farinha foi de
0,005 ng/kg. Dentre as 80 amostras de cereais (28 de cevada, 22 de centeio e 30
de aveia) analisadas néo foi detectada ocratoxina A, ao contrario do que ocorre em
alguns paises como os do norte da Europa, sobretudo da regidao dos Balcéas. Estes
resultados constituem uma indicacdo que atualmente a ocratoxina A nao

representa um problema na producédo nacional de cevada, centeio e aveia.
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SUMMARY

Ochratoxin A is a nephrotoxic, teratogenic, and immunotoxic compound,
produced by species of Aspergillus and Penicillium. 1t is carcinogenic to rats and
possibly to humans. It has been found in a wide variety of foods including cereals,
animal products, beer, wine, grape juice, and coffee. Brazil is a large producer as
well as consumer of the mentioned foods and beverages.

Mycotoxins constitute a serious problem for developed countries and
underdeveloped ones. Weather conditions, agricultural and storage practices, in
many cases contribute to fungi development and consequently also to mycotoxin
production and thus concur to worsen the problem in developing countries.

A great number of foods produced and consumed in Brazil have not yet been
investigated for the presence of ochratoxin A or have been so in limited surveys. In
the first case there are the highly consumed fruit juices such as orange, passion
fruit, and pineapple, and the cereals such as rye, oats, and barley. In the second
case there are grape juice and beer, both object so far of a limited survey each.

A first step of the present work was to test and optimize the combination of
immunoaffinity column for extract cleanup with liquid chromatography associated
with fluorescence detection in the foods and beverages surveyed for ochratoxin A:
orange, passion fruit, grape and pineapple juices, beer, rye, oats, and barley.
Different methods described in the literature were tested and modified as
necessary.

The second step was to evaluate the incidence of ochratoxin A in grape,
orange, passion fruit, and pineapple juices, beer, rye, oats and barley produced and
commercialized within the country.

The limits of detection for the several juices were: 0.05 ng/mL for passion
fruit, 0.03 ng/mL for orange, 0.03 ng/m for grape, and 0.15 ng/mL for pineapple.
The average recovery for ochratoxin A was 74%. The toxin was not found in any of
the 144 samples of juice analyzed (passion fruit 49, orange 29, grape 35, and
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pineapple 31). Although limited in number the results indicate that the incidence of
the toxin in Brazilian fruit juices is low or nonexistent.

The average recovery for ochratoxin A in beer was 93% for Pilsen type beer
and 87% for dark beer. The detection limit was 0.1 ng/mL. Among the 123 beer
samples analyzed (94 Pilsen and 29 dark), 5 samples, all Pilsen, contained
ochratoxin A in concentrations from 1 to 18 ng/mL. The incidence of ochratoxin A
found in Brazilian beer in the present work was smaller than that reported among
other countries, but the levels found were higher. The concentrations of ochratoxin
A found, however, do not represent risk even for the great consumers of this
beverage.

The average recovery for ochratoxin A was 68% for oats, 65% for barley, and
83% rye. The detection limit for whole oats, oat flakes and oat bran were 0.01 ug/kg
and for oat flour was 0.004 pg/kg. The detection limit for barley flakes was 0.01
ug/kg and for whole rye 0.007 pg/kg. For whole rye the detection limit was 0.004
ug/kg, for rye flakes 0.006 pug/kg and for rye flour was 0,005 pg/kg. Ochratoxin A
was not detected any of the 90 cereal samples analyzed (oats 30, rye 22, and
barley 28), much in contrast with the situation in countries such the ones in north of
Europe and in the Balkans area. The results constitute an indication that presently
the national production of rye, oats, and barley is not at significant risk of
contamination by ochratoxin A.



1- INTRODUGCAO

Toxinas produzidas por fungos, denominadas micotoxinas,
quando presentes em alimentos e ragées podem causar intoxicagao
em seres humanos e animais. As micotoxinas reduzem a qualidade
nutricional e a aceitabilidade dos alimentos. Trata-se, portanto, de um
problema de saude publica com efeitos negativos na economia por
afetar a producao animal e a vegetal.

A ocratoxina A age primeiramente como uma nefrotoxina
provocando necrose no epitélio tubular renal, a qual tem sido
observada principalmente em suinos. Seu alvo secundario € o figado.
Apresenta ainda, atividade teratogénica e mutagénica. A ocratoxina A é
produzida principalmente por espécies de Aspergillus e Penicillium. Em
humanos, a ocratoxina A esta relacionada com o aparecimento de
cancer no trato urindrio em areas de exposicdo crénica na Europa
oriental (CASTEGNARO et al, 1991). A chamada Nefropatia
Endémica dos Balcas, endemia caracterizada por uma progressiva
reducao da funcdo renal que afeta a populagdo da regido da Bulgaria,
Roménia e lugoslavia é associada com a alta incidéncia e a
concentragcdo elevada de ocratoxina A nos alimentos consumidos
nestas regides (CASTEGNARO et al., 1987). Nefropatias noticiadas na
Algéria e Tunisia foram relacionadas com a presenca da toxina em
fluidos corporais e em alimentos consumidos pela populagdo (CREPPY
et al., 1993).

A ocratoxina A, devido a sua toxicidade e ocorréncia mundial, é
uma das micotoxinas mais pesquisadas juntamente com as aflatoxinas,

as fumonisinas, os tricotecenos e a zearalenona. Tem sido encontrada



nos mais diversos tipos de alimentos tais como cereais, frutas, frutas
secas, produtos de origem animal, cerveja, vinho, suco de uva e cafe.

A relativa estabilidade da ocratoxina A permite sua permanéncia
no produto apds aquecimento, torrefacdo e fermentacdo. Foi
demonstrado que a ocratoxina A persiste durante o processo de
maltagem, uma etapa da fabricacdo da cerveja. A limpeza e a moagem
do trigo e cevada reduzem, mas nao removem totalmente a ocratoxina
A nos graos contaminados. A ocratoxina A foi encontrada em cerveja
em diversos paises.

A regido sudeste do Brasil e dentro dela principalmente o Estado
de Sao Paulo, tem-se beneficiado com o fato de possuir varios grupos
de pesquisa trabalhando com micotoxinas. Porém, varios tipos de
produtos alimenticios ndo foram ainda pesquisados para a presenca de
ocratoxina A. Sucos de frutas como maracuja, laranja e abacaxi, por
exemplo, ndo foram ainda examinados para a presencga de ocratoxina
A no Brasil. A existéncia de ocratoxina A em sucos de uva e vinhos
nacionais ja foi relatada. Outros produtos ainda ndo examinados para a
presenca de ocratoxina A sao cereais como a cevada, o0 centeio e a
aveia, estes assumindo presentemente uma popularidade cada vez
maior no setor de produtos naturais.

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar e otimizar a
combinacdo coluna de imunoafinidade para limpeza de extratos e
CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) associada a detecgéo
por fluorescéncia para quantificacdo de ocratoxina A em sucos de
frutas, cerveja e cereais, realizar um levantamento da incidéncia de

ocratoxina A em sucos nacionais de alto consumo (maracuja, laranja e



abacaxi), cereais ( aveia, cevada e centeio) e ampliar a avaliacao da

presenca de ocratoxina A em cerveja e suco de uva.



2 - REVISAO DE LITERATURA
2.1 — ASPECTOS QUIMICOS E MICRORGANISMOS PRODUTORES

As ocratoxinas foram descobertas na Africa do Sul, em 1965, por
um grupo de cientistas que frequentemente isolava linhagens de
Aspergillus ochraceus, responsaveis por certos efeitos toxicos em
animais de laboratorio.

Quanto a natureza quimica, as ocratoxinas (A, B, C) séo
formadas por uma beta fenilalanina ligada a isocumarina por ligacao
amida (figura 2.1.1). S&o produzidas por espécies de fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium, a temperaturas médias de 25°C
(BUSBY e WOGAN, 1981).
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Figura 2.1.1 - Estrutura da Ocratoxina A

A ocratoxina A foi originalmente descrita como um metabdlito de
Aspergillus ochraceus em experimentos laboratoriais (VAN DER
MERWE et al.,, 1965). A ocratoxina A é produzida por espécies de
Penicillium, P. verrucosum e por A. ochraceus e varias espécies
interrelacionadas do género Aspergillus. Os principais produtores sao
encontrados em diferentes regides do globo de acordo com suas



necessidades de crescimento. O P. verrucosum é encontrado em
regides temperadas e predomina em cereais produzidos no Canada e
na Europa. A. ochraceus mostra preferéncia por temperaturas
moderadas (24 — 31°C) e tem sido encontrado em café e em cereais
armazenados. A. carbonarius cresce em temperaturas altas (35 —
42°C), é encontrado principalmente em frutas e é responsavel pelo
aparecimento de ocratoxina A em uvas frescas, frutas secas e vinho
(BENFORD et al., 2001). Como A. ochraceus ocorre primariamente em
alimentos armazenados, tem sido encontrado em uma variedade de
alimentos como frutas secas, soja, nozes, amendoim, café, cereais e
produtos de cereais, incluindo arroz, cevada, milho, trigo, farinha e
farelo. No entanto, esta espécie raramente causa deterioracdo e quase
sempre € encontrada em pequeno numero de unidades formadoras de
colénias nos alimentos. Sua presenca, portanto, ndo € um indicador
significativo da producao de micotoxinas (PITT e HOCKING, 1997).
BENKERROUM e TANTAOUIELARAKI (2001) estudaram os
fungos toxigénicos e micotoxinas em racdo para aves. Setenta
amostras, incluindo milho, cevada, farelo de trigo, soja e girassol, foram
analisadas para contaminacgao fungica. Penicillium e Aspergillus foram
0s géneros dominantes com 35,7 e 20,4%, respectivamente. Uma
dentre quatro linhagens de A. ochraceus isolados e 2 dentre 14

linhagens de P. verrucosum produziram ocratoxina A em trigo.



2.2 — EFEITOS TOXICOS

O principal efeito téxico da ocratoxina A é a necrose do epitélio
tubular renal, observada principalmente em suinos. A necrose causa
nefropatia, acompanhada de excessiva eliminacdo de urina,
provocando muita sede. Seu alvo secundario é o figado. Também foi
verificada que a toxina exerce atividade teratogénica em ratos e
camundongos e provoca alta suscetibilidade a infecgbes (VELDMAN et
al., 1992). E fortemente téxica com dose letal (DLsy) de 5-30 mg/kg
peso corpéreo (p.c.) em passaros, de 20 mg/kg p.c. para ratos e
bovinos e de 3 mg/kg p.c. para patinhos (BUSBY e WOGAN, 1981;
KUIPER-GOODMAN, 1990).

Em levantamentos realizados por diversos autores e publicados
pelo JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives and
Contaminants) (2001), a ocratoxina A mostrou ser nefrotdxica para
todas as diferentes espécies de mamiferos testados. As fémeas
apresentaram nefrototoxicidade evidente para as diferentes espécies
na ordem para porcos > ratos > camundongos fémeas. Seu principal
alvo é o tubo proximal renal, exercendo efeitos de citoxicidade e
carcinogenicidade.

A ocratoxina A atravessa a barreira placentaria e € embriotdxica e
teratogénica para ratos e camundongos. Possui efeito imunossupressor
em um numero de espécies. Administracdo pré-natal de ocratoxina A
em ratos causou imunossupressdao, mas administracdo pos-natal
estimulou resposta imune em ratos (BENFORD et al., 2001).

Mutacbes genéticas foram induzidas em bactérias e células de
mamiferos em alguns poucos estudos de genotoxicidade. A ocratoxina



A, porém, induziu danos ao DNA, no reparo do DNA, aberracdes
cromossdmicas em células de mamiferos in vitro e aberracdes
cromossémicas em camundongos in vivo (BENFORD et al., 2001).

Mesmo em pequenas quantidades as micotoxinas apresentam
riscos para humanos (KUIPER-GOODMAN, 1995). A ocratoxina A tem
sido encontrada em amostras de sangue humano, a maioria em
cidades situadas em areas com clima temperado no hemisfério norte.
No entanto, nenhum caso de intoxicacdo aguda foi reportado em
humanos. O JECFA relata que a ocratoxina A foi encontrada com mais
frequéncia em amostras de sangue obtidas de pessoas que viviam em
regides onde uma doenca fatal, denominada Nefropatia Endémica dos
Balcéas, a qual afeta os rins e que ocorre de maneira endémica e esta
associada com um aumento da incidéncia de tumores no trato urinario
(JECFA, 2001).

Na area de ocorréncia da nefropatia endémica, 92 amostras de
trigo e 51 amostras de milho foram pesquisadas para ocorréncia de
ocratoxina A. A toxina estava presente em 76% das amostras de trigo e
33% das amostras de milho em concentragbes de 0,02-160,0 ug/kg
(média de 38,8 pg/kg) e 0,02 - 40,0 pg’kg (média de 20,0 pg/kg),
respectivamente. Foi observado, no estudo, que tanto em amostras de
trigo como amostras de milho, os niveis de ocratoxina A eram
consideravelmente superiores na regido de ocorréncia da nefropatia
com relacao as outras regides (média de 8,7 pug/kg). De acordo com os
autores, esses dados demonstram o envolvimento geografico entre

nefropatia endémica e ocratoxina A (PUNTARIC et al., 2001).



PFOHL-LESKOWICZ et al. (2004) analisaram ocratoxina A no
soro, urina e nos alimentos consumidos por habitantes da regido da
nefropatia endémica dos Baélcas para confirmar a exposicdo da
populacdo. No estudo, foram selecionados 60 voluntarios de 20-30
anos de idade de duas vilas consideradas como areas de alto risco na
Bulgaria. As amostras (alimento, sangue e urina) foram coletadas
durante um més. A média de ingestdo semanal de ocratoxina A variou
de 130 a 14152 ng, correspondendo a uma ingestao diaria de 18,6 a
2021 ng/pessoa/dia. A concentracao de ocratoxina A, no sangue dos
habitantes estudados nesta regido foi alto, ao redor de 10 pg/L. Os
niveis de ocratoxina A na urina foram correlacionados com a ingestao
da toxina. De acordo com os autores, os resultados demonstraram que
a populacdo da regido dos Balcas esta mais exposta a contaminacao
por ocratoxina A do que a populacdo da Europa como um todo.

Foi realizado um estudo para investigar a exposicdo humana a
ocratoxina A. Amostras da dieta, do sangue e da urina foram coletadas
semanalmente de 50 voluntarios (23 homens e 27 mulheres) de 18 a
55 anos de idade que moravam em uma area proxima ao Reino Unido.
Destes, 11 eram vegetarianos, 32 nao vegetarianos e 7 pessoas nao
vegetarianas. A ocratoxina A foi detectada em todas as amostras da
dieta, apresentando concentracdo de 10 a 115 ng/kg. Todas as
amostras de sangue continham ocratoxina A, os homens apresentaram
niveis da toxina maiores em relacdo as mulheres e a tendéncia
aumentava com a idade. Os teores determinados de ocratoxina A nas
amostras de sangue variaram de 0,4 a 3,11 ng/mL. Quanto as



amostras de urina, 92% estavam contaminadas com ocratoxina A em
concentracdes de 0,01 a 0,057 ng/mL (JONES, 1999b)

Na Bulgaria foi realizado um estudo sobre a ocorréncia de
ocratoxina A e os géneros de fungos que estavam presentes nos
alimentos coletados nas vilas endémicas e ndao endémicas naquela
regido. Das 46 amostras analisadas (feijdo, milho, farinha de trigo,
amendoim, cevada, trigo), em 85% nao foi detectada ocratoxina A, em
9% das amostras foi detectada ndo mais do que tracos (1-2 pg/kg) e
somente em uma amostra de milho (4%) foi detectada uma
concentragao de ocratoxina A de 153 upg/kg, mas n&o continha
Aspergillus ochraceus e sim Penicillium viridicatum e P. griseofulvum.
Um isolado de Penicillium (P. solitum) produziu ocratoxina A em cultura
pura. Aspergillus ochraceus produziu apenas tracos de ocratoxina A
em cultura pura e Aspergillus flavus e glaucus produziram ocratoxina A
com maior freqiéncia (MANTLE e McHUCH, 1993).

Amostras de trigo, milho, cevada, aveia e farelo de trigo foram
coletadas em 1998 em vilas fora da Bulgaria e em vilas endémicas e
ndo endémicas. Altas concentracbes de ocratoxina A foram
encontradas em vilas endémicas (maximo=140 ng/g) e vilas nao
endémicas em niveis médios de 1,3 ng/g (VRABCHEVA et al., 2000).
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2.3 — AVALIACAO DE RISCO E LEGISLACAO

Um dos mais importantes aspectos da analise de risco de
substancias quimicas é o estabelecimento do grau de exposicdo do
organismo humano e do perigo a que estda exposto. O risco de
exposicao humana que pode ocorrer com relacao aos contaminantes
presentes nos alimentos, como €& o caso das micotoxinas, €
particularmente dificil, mas pode ser estimado, indiretamente, a partir
da ingestdo de alimentos contaminados e dos respectivos niveis
médios de ocorréncia de micotoxinas nos produtos alimenticios
(KUIPER-GOODMAN, 1990). Sendo assim, o grau de exposicao €
medido em termos de ingestao diaria provavel (IDP) por unidade de
peso corporeo, sendo geralmente expressa em ng/kg de peso corpdoreo
(p.c.)/dia. A principal finalidade das estimativas de IDP € comparar o
valor obtido com a ingestao diaria toleravel (IDT) para indicar o grau de
risco. A IDT é estimada a partir de administracdo de altas e baixas
doses de micotoxinas em espécies animais e a partir dos resultados
calcular uma dose segura para humanos.

No Canada, quando a IDP estimado da micotoxina excede sua
IDT, medidas podem ser tomadas, de acordo com autoridades
canadenses em alimentos e drogas, para reduzir a ingestdo da
micotoxina. Métodos analiticos tém sido desenvolvidos e avaliados
para assegurar que seja cumprido o limite de contaminacao
estabelecido pela regulamentacdo (KUIPER-GOODMAN, 1995).

Os dados mais abundantes sobre a ocratoxina A na dieta sdo os
provenientes dos paises europeus. A média total de ingestdo de
ocratoxina A para estes paises foi estimada em 45 ng/kg p.c. por
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semana, assumindo um peso corporal de 60 kg. Os cereais e o vinho
contribuiram aproximadamente com 25 e 10 ng/kg p.c. por semana,
respectivamente, para ingestdo média. Ja o suco de uva e o café
contribuiram cada um com 2 e 3 ng/kg p.c. por semana. Outros
produtos alimentares (frutas secas, cerveja, cha, leite, cacau, aves)
contribuiram com menos de 1 ng/kg p.c. por semana (BENFORD et al.,
2001). De acordo com JORGENSEN e BILDE (1996), a ingestdo de
cereais e produtos de cereais, café, cerveja, carne de suino, legumes e
condimentos podem contribuir para a ingestdo de ocratoxina A. De
acordo com o autor, o alto consumo de um ou mais desses produtos
podem contribuir de maneira significante para a ingestao diaria total de
ocratoxina A.

Os limites maximos permitidos para ocratoxina A ja existentes ou
em fase de implantacdo em diversos paises, variam de 1 a 5 ng/g para
alimentos infantis, 2 a 50 ng/g para cereais e 5 a 300 ng/g para racoes.
Na Unido Européia existem sugestdes de limites maximos de 5 ng/g
para cereais e 1 ng/g para alimentos infantis. A Italia, em 1996, propds
um limite de 4 ng/g para café verde em graos (VAN EGMOND, 1996).
No Brasil nao existem limites para ocratoxina A em alimentos. Alguns
paises possuem legislacdo para ocratoxina A em alimentos, podendo-
se citar o Uruguai com limites de 50 ng/g para arroz, cevada, café e
milho, a Franca com limite de 5 ng/g para cereais e a Suica com limite
de 2 ng/g (FAO, 1995).

Segundo VAN EGMOND (1996), muitos fatores podem influenciar
as decisdes tomadas pelas autoridades para estabelecer limites para
ocratoxina A. Dentre estes estdo fatores cientificos como avaliacao dos



12

dados toxicoldgicos, distribuicdo de ocratoxina A nos alimentos e

existéncia de métodos analiticos confiaveis.
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2.4 - OCORRENCIA
2.4.1 - OCORRENCIA DE OCRATOXINA A EM ALIMENTOS EM
NiVEL MUNDIAL

A presenga de micotoxinas em alimentos e ragbes esta
relacionada a fatores climaticos e outros fatores de crescimento que
influenciam a producdo destes metabdlitos secundarios por fungos.
Existem consideraveis diferengas entre varias regides do mundo assim
como flutuagbes de ano para ano. Existem também diferencas
consideraveis entre paises em termos de taxa de risco e de perigo,
uma vez que estas estdo relacionadas a quantidade de alimento
contaminado ingerido e a legislacao para micotoxinas (VAN EGMOND,
1989; KUIPER-GOODMAN, 1995).

Os dados de incidéncia de ocratoxina A em alimentos e bebidas
avaliados pelo JECFA em 2001 foram provenientes principalmente da
Europa (85%). Os dados restantes foram originados da América do Sul
(7%), da América do Norte (6%), da Africa (1%) e da Asia (1%). As
concentragcdes de ocratoxina A mostraram alta variabilidade nos
diferentes alimentos e apenas 1,4% e 0,6% das amostras continham
mais que 5 ng/g e 20 ng/g, respectivamente. Dentre os cereais, 1,2% e
0,3% das amostras continham mais que 5 ng/g e 20 ng de ocratoxina
A/g, respectivamente. Ja os produtos de cereais continham 0,3% e
0,05%. As concentragdes médias de ocratoxina A que foram usadas
para estimar a ingestdo foram 0,94 ng/g para cereais, 0,19 ng/g para
produtos de cereais, 0,32 ng/g para vinho, 0,86 ng/g para café, 2,3 ng/g
para uva passa e 0,44 ng/g para suco de uva (BENFORD et al., 2001).
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A ocorréncia das micotoxinas estd associada as condi¢des
durante o desenvolvimento das culturas, no momento da colheita, no
armazenamento e processamento do alimento e as condicoes
climaticas (BATTAGLIA et al., 1996; JORGENSEN e BILDE, 1996;
PIETRI et al., 2001).

DRUSCH e RAGAB (2003) analisaram diferentes tipos de frutas
apos remocgao de tecido decomposto e encontraram teores de 2,71
ng/g ocratoxina A em cereja e niveis de 1,44 ng/g em tomate e
morango. Péssego e maca exibiram menor grau de contaminacdo com
ocratoxina A. Os resultados mostram que frutos podem estar
contaminados com ocratoxina A quando atingem um certo grau de
decomposi¢ao ou quando ha comprometimento da qualidade do fruto,
mesmo apds a remocao da parte deteriorada.

No Marrocos, a ocorréncia de ocratoxina A foi investigada em
bebidas através do método de CLAE com deteccao fluorimétrica, sendo
vinho (30 amostras), cerveja (5 amostras) e suco de frutas (14
amostras, citricos diversos, manga, péssego, abacaxi). Todas as
amostras de vinho estavam contaminadas (concentracdo média de
0,65 ug/L). Uma das 14 amostras de suco de frutas (citrico) estava
contaminada com concentracdo de 1,16 ug/L. Nenhuma das cinco
amostras de cerveja estava contaminada (FILALI et al., 2001).

Um levantamento realizado na Suica (ZIMMERLI e DICK, 1995)
revelou que o homem suico que vive no sul dos Alpes possui uma
concentracao de ocratoxina A no plasma mais elevada do que as
mulheres da mesma regido e do que as pessoas em geral que vivem

no resto do pais. Esta diferengca foi explicada pelos autores como
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devido ao consumo maior de vinho pelos homens e pela concentracao
mais alta de ocratoxina A no vinho da regidao ao sul dos Alpes.

Uma pesquisa realizada por ZIMMERLI e DICK (1996a),
investigou a ocorréncia e taxa de risco de ocratoxina A em vinho de
mesa e suco de uva na Suica, utilizando coluna de imunoafinidade
para limpeza do extrato seguida de CLAE com detector de
fluorescéncia. A média de concentracdo de ocratoxina A nos vinhos
branco (24 amostras), rosé (15) e tinto (79) foram < 3 pg/mL, 19 pg/mL
e 13 pg/mL, respectivamente. Em suco de uva (8 amostras), a
ocratoxina A foi detectada em uma concentragdo média de 235 pg/mL.
Os sucos de uva branca, assim como 0s sucos de maca (2) e laranja
(6) nao continham a micotoxina ou continham menos que 5 pg/mL.

OTENEDER e MAJERUS (2000) investigaram a ocorréncia de
ocratoxina A em vinhos na Alemanha usando coluna de imunoafinidade
para limpeza e CLAE para analise. Os autores observaram que a
contaminagao por ocratoxina A em vinho tinto (54%) foi maior do que
em vinho rose (40%) e vinho branco (25%). Notaram ainda que o vinho
tinto proveniente do norte do pais mostrava uma contaminacdo em
12% das amostras, em contraste com o vinho proveniente de areas no
sul do pais, cujas amostras mostraram uma contaminacéo ao redor de
95%. Os valores médios de contaminagao foram de 0,1 pg/L para vinho
branco, 0,11 pg/L para vinho rose e 0,20 pg/L para vinho tinto.

STEFANAKI et al. (2003) investigaram a presenca de ocratoxina
A, em vinhos comerciais, passas de uva e groselha na Grécia nos anos
de 1995 a 2000, usando coluna de imunoafinidade para limpeza e
CLAE para separacao da toxina. A concentracdo de ocratoxina A em
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vinho tinto seco (n=104, concentracdo média de 0,09 pg/L) nao
apresentou diferenca significativa em relagcdo ao vinho branco (n=118,
concentragcdo média de 0,06 pg/L) e vinho rose (n=20, concentracédo
média de 0,08 pg/L). Dezoito amostras de vinho para sobremesa (doce,
semi-doce e semi-seco) apresentaram maiores concentragcbes de
ocratoxina A com média de 0,33 pg/L. Ja passas de uva (n=27)
apresentaram concentracdo media de 0,6 pg/kg e no caso de groselha
(n=54) a concentracdao media foi de 1,3 pg/kg.

Foi investigada a presenga de ocratoxina A em frutas secas
(groselha, passas de uvas brancas e escuras) em 60 amostras
adquiridas no Reino Unido, através de extracdo metandlica &cida,
usando coluna de imunoafinidade para limpeza do extrato e CLAE para
quantificagdo da toxina. A espectrometria de massas foi utilizada para
confirmacao da identidade de ocratoxina A nas amostras. A ocratoxina
A foi encontrada em niveis de 0,2 ug/kg em 19 de 20 amostras de
groselha. Dentre 17 de 20 amostras de passas de uva examinadas, a
ocratoxina A foi encontrada nas concentracées que variaram de 0,2 -
53,6 ug/kg (MacDONALD et al., 1999).

MOLLER e NYBERG (2003) estudaram a ocorréncia e o controle
da heterogeneidade de ocratoxina A em passas de uva e groselha na
Suica nas safras de 1999/2000 e 2001/2002 usando coluna de
imunoafinidade para limpeza e CLAE para determinacdo da toxina. A
concentragao de ocratoxina A encontrada no primeiro estudo variou de
0,1 a 19,0 ug/kg, com concentracdo media de 0,9 pg/kg. No segundo
estudo, a faixa de concentracdo foi de 0,1 a 34,6 ug/kg, com
concentragdo meédia de 0,2 pg/kg. Do total das 118 amostras
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analisadas, 96 (84%) continham ocratoxina A em niveis abaixo do
limite de quantificacdo do método (0,1 pg/kg) e cinco amostras
continham ocratoxina A acima do limite da legislagdo européia que é de
10 pg/kg. Grandes diferencas foram observadas entre sub-amostras
individuais da amostra original indicando uma grande heterogeneidade
na distribuicdo da toxina.

Os niveis de ocratoxina A encontrados em carne de porco, aves,
café, cerveja e legumes (totalizando 286 amostras) foram investigados
na Dinamarca, utilizando coluna de imunoafinidade para limpeza do
extrato e CLAE com detector de fluorescéncia para detecgdo e
quantificagdo. Os niveis encontrados para carne de porco e aves foram
baixos (0,10 ug/kg e 0,08 ug/kg, respectivamente) para os animais
alimentados com cereais cultivados pelo método convencional e para
os alimentados com cereais organicos, nao houve diferenca
significativa entre os tipos de alimentagdo dos animais com relagao aos
niveis de contaminacdo. Todas amostras de cerveja apresentaram
ocratoxina A com concentracdo média de 0,049 ug/kg e todas as
amostras de café continham ocratoxina A com um conteudo medio de
0,51 pg/kg. Para as amostras de cereais contaminados os niveis néao
foram expressos na publicacdo e de acordo com o autor, 0 numero de
amostras analisadas néo foi significativo (JORGENSEN, 1998).

STUDER-ROHR et al. (1995) estudaram a ocorréncia de
ocratoxina A em café na Nova Zelandia utilizando coluna de
imunoafinidade para limpeza e CLAE para analise. Em grdos de café
verde foi detectada ocratoxina A em 13 de 25 amostras comerciais
analisadas (1-2 pg/kg). De 40 amostras de café moido a partir de
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amostras comerciais a toxina foi detectada em 18 amostras em
concentragoes que variaram de 0,4 a 7,8 pg/kg.

Na Espanha, a infecgdo fungica e a contaminacao por ocratoxina
A foram determinadas em amostras de café verde utilizando CLAE
para analise. Ao redor de 72% das amostras de grdos analisadas
apresentavam espécies de Aspergillus, Penicillium e Rhizopus. O
género Aspergillus estava presente em mais de 90% dos graos de café
infectados. Aspergillus ochraceus e Aspergillus secao Nigri isolados
representaram 2,8 e 65,4%, respectivamente. A capacidade para
produzir ocratoxina A foi determinada em 260 isolados de Aspergillus
secao Nigrie 19 de A. ochraceus em agar. Resultados positivos foram
constatados para 6% de Aspergillus secao Nigri isolados e 16% dos
isolados de A. ochraceus. Os niveis de ocratoxina A em todas
amostras analisadas estavam acima do limite de deteccéo (0,6 mg/kg)
apresentando concentracdo média de 6,7 mg/kg (PARDO et al., 2004).

Ocratoxina A tem sido encontrada em cerveja em varias partes do
mundo. No Canada, SCOTT e KANHERE (1995), determinaram
ocratoxina A em 41 amostras de cervejas. Vinte e seis amostras
apresentaram niveis de ocratoxina A < 0,2 ng/mL. SOLEAS et al.
(2001) analisaram 107 amostras de cervejas, duas amostras
apresentaram contaminacédo entre 0,05 e 0,1 ng/mL. Na Dinamarca,
JORGENSEN (1998) encontrou ocratoxina A em todas amostras de
cervejas (n=21) com concentracdo media de toxina de 0,049 pg/kg. Na
Espanha, LEGARDA e BURDASPAL (1998) investigaram 38 amostras
de cervejas espanholas e destas 37 apresentaram ocratoxina A em
niveis médios de contaminacdo de 0,024 ng/mL.
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No Japao, NAKAJIMA et al. (1999) analisaram ocratoxina A em
94 amostras de cervejas importadas e 22 amostras domésticas. A
toxina foi detectada em 86 das 94 amostras de cervejas importadas
com um nivel médio de contaminacao de 10,1 pg/mL e 21 das 22
amostras provenientes do Japdao com um nivel médio de 12,5 pg/mL.
Na Bélgica (TANGNI et al. 2002), estudaram a ocorréncia de ocratoxina
A em 62 amostras de cerveja domésticas e 20 cervejas importadas. Em
média, a contaminacdo foi de 33 ng/L e de 32 ng/L, respectivamente.
Na Italia, VISCONTI et al. (2000) analisaram 61 amostras de cervejas
domésticas (10) e importadas (51) que apresentaram uma incidéncia
de 50% de contaminacao total com ocratoxina A em niveis a partir de
<0,01 a 0,135ng/mL.

Foi demonstrado que a ocratoxina A persiste durante o processo
de maltagem durante a fabricacdo da cerveja (BOUDRA et al., 1995;
STUDER-ROHR et al.,, 1995; SCOTT et al, 1995; GAREIS, 1999;
SCOTT e KANHERE, 1995; SCOTT, 1996a e b). O nivel de
contaminacdo de ocratoxina A na cerveja pode aumentar ou diminuir
dependendo do emprego de adjuntos durante sua fabricagdao. Milho,
“grits” de arroz, trigo ou “grits” de milho sdao empregados como
substratos na fermentacédo (SCOTT 1996a). A limpeza e a moagem do
trigo e da cevada nao removem totalmente a ocratoxina A nos graos
naturalmente contaminados, uma vez que a ocratoxina A é uma
molécula moderadamente estavel e pode ser encontrada nos alimentos
apos processamento (SCOTT, 1991b, 1996b; BATTAGLIA et al., 1996).

BAXTER et al. (2001) realizaram um estudo para determinar o
destino da ocratoxina A na fabricacdo da cerveja em planta piloto. Foi
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preparado o malte inoculando a cevada com Penicillium verrucosum. A
concentragao de ocratoxina A no malte chegou a 52 pug/kg e esse malte
foi usado na fabricacao de cerveja. Foram observadas perdas acima de
40% de ocratoxina A na moagem do grao, durante a mistura, a maior
parte provavelmente devido a degradacao proteolitica. Outros 16%
foram eliminados com graos descartados. No entanto, entre 13 e 32%
de ocratoxina A presente na moagem original passou para a cerveja.

Foram avaliadas 121 amostras de alimentos de grupos étnicos
chineses e indianos no Reino Unido para presenca de micotoxinas. As
amostras envolvidas nas analises incluiram amostras de cereais (32),
azeites (7), nozes e seus produtos (20), graos (9), legumes e
especiarias (29), conservas em vinagre (picles) (16) e alimentos
enlatados (8). A avaliacdo da presenca de ocratoxina A nas amostras
empregou colunas Sep-Pak de silica para limpeza e CLAE com
deteccdo de fluorescéncia para quantificar. A concentracdo de
Ocratoxina A adicionada foi de 5 pug/kg com recuperagao de 70 -110%.
As amostras de cereais apresentaram niveis de ocratoxina A de 0,2 -
0,9 ug/kg. Os azeites apresentaram nivel médio de 0,4 ug da toxina/kg.
Em nozes e seus produtos nao foi detectada ocratoxina A. Em
sementes de coentro  0s niveis meédios foram de 4,0 ug/kg, em
especiarias de 1,6 - 50,4 pg/kg, ‘curry” de 1,8 - 23,9 ug/kg e
gengibre de 2,1 - 7,5 ug/kg. Conservas em vinagre (picles) mostraram
niveis de ocratoxina A de 0,5 - 1,2 ug/kg e niveis de 0,1 - 0,3 ug/kg
para alimentos enlatados (PATEL et al., 1996).

ESKOLA et al. (2001) investigaram a ocorréncia de ocratoxina A,

tricotecenos e zearalenona em cereais na Finlandia, empregando
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coluna de imunoafinidade para limpeza do extrato e CLAE com
deteccao de fluorescéncia para quantificacdo. Um total de 21 amostras
de cereais, incluindo 14 amostras de centeio, 4 de farinha de cevada, 1
de farelo de cevada, 1 de farelo de aveia e 1 farinha de trigo. Nenhuma
das amostras estava contaminada com ocratoxina A.

Cereais provenientes de cultivo convencional e cultivo organico
foram investigados na Pol6nia quanto a ocorréncia de ocratoxina A
durante a colheita do ano de 1997. Geralmente a freqiéncia de
ocorréncia de ocratoxina A nas amostras de todos os tipos de cereais
de cultivo orgéanico foi substancialmente maior em relagdo ao cultivo
convencional. Das 52 amostras de centeio de cultivo convencional
5,8% apresentaram niveis médios de ocratoxina A de 1,38 pg/kg, para
as 48 amostras de cultivo organico, em 37,5% das amostras
apresentaram concentragdes medias de ocratoxina A de 3,17 pg/kg.
Graos de trigo nao apresentaram contaminacdo para cultivo
convencional para as 32 amostras, no entanto para 39 amostras de
cultivo organico a contaminacdo média da toxina foi de 0,83 ug/kg para
8% das amostras. Para as 26 amostras de graos de cevada em cultivo
convencional, a concentragao de ocratoxina A foi de 0,3 ug/kg para 4%
das amostras e para as 40 amostras de cultivo organico, 8%
apresentaram ocratoxina A em concentragées médias de 25,7ug/kg
(CZERWIECKI et al., 2002).

Foi investigada a presenca de ocratoxina A em 148 amostras de
trigo, 131 amostras de cevada e 21 amostras de aveia, armazenadas
em depodsitos no Reino Unido por um periodo de 12 meses (anos de
1997-1998). A ocratoxina A foi detectada em 22 amostras de trigo com
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valor médio de 1,9 ug/kg, em 35 amostras de cevada com nivel médio
de 2,6 ug/kg e 6 amostras de aveia com contaminacdo meédia de 0,5
ug/kg. A distribuicdo da toxina em 77% das 237 amostras apresentou
concentracao de ocratoxina A em niveis menores do que 0,1 pg/kg. O
trabalho mostra também a distribuicdo da toxina em relacdo as
diferencas regionais, dezenove amostras (12%) provenientes do leste
da Inglaterra, 25 amostras (26%) provenientes do oeste e 19 amostras
(40%) provenientes do norte da Inglaterra estavam contaminadas com
ocratoxina A (JONES, 1999a).

PARK et al. (2002) investigaram a ocorréncia de ocratoxina A em
cevada e alimentos a base de milho em Seoul, Coréia. A toxina estava
presente em 4 das 32 amostras de cevada em niveis de 9,0 ng/g e em
nenhuma amostra de milho foi detectada ocratoxina A.

Na ltalia, 211 amostras de farinhas de trigo e produtos de
panificacdo foram analisadas para ocratoxina A. Todas as amostras
continham a toxina abaixo do limite legal italiano que € 3 ng/g (BIFFI et
al., 2004).

Ocratoxina A foi encontrada em niveis de 0,06 a 2,4 ng/g em 42
das 161 amostras de cereais e biscoitos infantis no Canada que
continham algum dos seguintes cereais: aveia, cevada, soja, arroz e
misturas de cereais (LOMBAERT et al., 2003).

Na Dinamarca, durante o periodo de 1986-1992 foram analisadas
520 amostras de trigo, 142 amostras de farelo de trigo, 616 de centeio,
92 de aveia e 61 de cevada. A contaminagao por ocratoxina A atingiu
32% das amostras de trigo, 68% das de farelo, 42% das de centeio,
43% das de aveia e 28% das de cevada, com concentracdes variando
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de 0,05 ng/g a 25 ng/g. Levando em consideracdo os habitos
alimentares dinamarqueses, os autores calcularam a contribuicdo dos
cereais para a ingestdo didria de ocratoxina A pela populacédo e
concluiram que individuos consumidores do pao preto dinamarqués
facilmente excederiam a recomendacdo do Conselho Nordico de
Ministros, que € uma ingestao toleravel de 5 ng/kg p.c. de ocratoxina A.
O resultado da pesquisa motivou o setor graneleiro daquele pais a
melhorar sua capacidade de secagem dos grdos armazenados com o
objetivo de melhoria da qualidade (JORGENSEN et al.,, 1996).
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2.4.2 - OCORRENCIA DE OCRATOXINA A EM ALIMENTOS NACIONAIS

No Brasil, a ocratoxina A foi encontrada em alimentos diversos
como arroz, trigo e seus produtos (BADIALE-FURLONG, 1992, 1995a
e 1995b; COELHO et al., 1999; VIEIRA e FURLONG, 1997; FURLONG
et al. 1999, NUNES, 2003), feijao, farinha de mandioca e milho
(MILANEZ e SABINO, 1989; VALENTE SOARES e RODRIGUEZ
AMAYA, 1989) e em racado animal (BALDISSERA et al, 1992;
SANTURIO et al., 1992). Em levantamentos no Estado de S&o Paulo
por VALENTE SOARES e FURLANI (1992, 1996 a e b) nao foi
constatada a contaminacdo com ocratoxina A em alimentos como
arroz, nozes, castanhas, trigo e produtos de trigo, alimentos naturais
diversos e cereais matinais.

Cerveja nacional (26 amostras) e importada (4 amostras) foram
analisadas para ocratoxina A. Seis amostras nacionais apresentaram
tracos de ocratoxina A e 2 amostras importadas apresentaram
concentragdes de 25 pg/mL e 82 pg/mL (PRADO et al., 2003).

GARDA et al. (2004), determinou tricotecenos em 72 amostras de
cerveja nacional comercializada no Rio Grande do Sul. Destas 9,7%
estavam contaminadas, sendo 5,3% com DON (50 a 336 ng/mL) e
4,5% com toxina T-2 (114 a 249 ng/mL).

LEONI et al. (2000) investigaram a ocorréncia de ocratoxina A em
34 amostras de café moido e torrado, 14 amostras de café instantdneo
e 2 amostras de café instantaneo descafeinado na cidade de Campinas
(SP). Os autores analisaram a ocratoxina A usando coluna de
imunoafinidade para limpeza e CLAE com deteccao de fluorescéncia
para quantificacdo. O limite de deteccdo para ocratoxina A foi de 0,2
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ng/g. Vinte e trés das 34 amostras de café moido e torrado estavam
contaminadas com niveis de 0,3 a 6,5 ng/g, apresentando uma
concentracdo média de 0,9 ng/g. Todas as amostras de café
instantdneo continham ocratoxina A em niveis entre 0,5 a 5,1 ng/g, com
uma média de contaminacao de 2,2 ng/g.

Café produzido no Brasil, proveniente de cinco Estados
produtores (Minas Gerais, Parana, Sado Paulo, Espirito Santo e Bahia)
e destinados ao mercado nacional foi pesquisado para ocratoxina A. A
toxina foi isolada em colunas de imunoafinidade e quantificada em
cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia. O
limite de deteccdo do método foi de 0,7 ng/g e o coeficiente de variagcao
médio entre duplicatas foi 11%. Das 132 amostras analisadas, vinte e
sete estavam contaminadas com ocratoxina A e a sua concentragéo
média foi de 7,1 ng/g (LEONI et al., 2001).

A ocorréncia de ocratoxina A foi verificada em amostras de 10
marcas comerciais de café soluvel e 47 de café torrado e moido,
comercializado em Belo Horizonte/MG, no periodo de outubro/1998 a
maio/1999. A toxina foi isolada em colunas de imunoafinidade e
quantificada pelo método de CLAE com detector de fluorescéncia. As
recuperacdes obtidas variaram de 76,5 - 87%, na faixa de 1,5 a 10,0 ng
de ocratoxina A /g adicionada em café soluvel e em café torrado e
moido os valores de 73 e 86% de recuperagdo para niveis de
ocratoxina A adicionada de 8,4 e 4,2 ng/g, respectivamente. Os limites
de deteccdo para café torrado e moido e café soluvel foram de 0,25
ng/g e 0,10 ng de ocratoxina A/g de ocratoxina A, respectivamente. As
amostras de café soluvel continham niveis da toxina entre 0,31 e 1,78
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ng/g e as amostras de café torrado e moido de 0,99 e 5,87 ng/g. De
acordo com os autores o café pesquisado n&o apresentava niveis de
contaminacao significativos (PRADO et al., 2000).

ROSA et al. (2002) avaliaram a micoflora de uvas produtoras de
vinho tinto para identificar as espécies de Aspergillus com potencial
para produzir ocratoxina A a partir de dois importantes vinhos
produzidos na Argentina e no Brasil. Foram coletadas 50 amostras de
uvas das variedades Malbec e Chardonay em cada pais durante a
safra de 1997-98. As uvas apresentaram uma freqiéncia média de
fungos filamentosos de 1,3 x 10 a 5,4 x 10° UFC/g. Foram isolados
48 cepas de Aspergillus niger de uvas argentinas, sendo que oito
produziram ocratoxina A e das 53 cepas de A. niger isoladas de uvas
brasileiras, dezesseis produziram a toxina. De acordo com os autores,
0s resultados indicam que uma microbiota similar foi isolada a partir de
uvas produtoras de vinho tinto argentino e brasileiro e que possuem o
potencial de produzir ocratoxina A nesses substratos.

Suco de uva (48 amostras), polpa concentrada congelada (16
amostras) e vinhos nacionais (25 amostras) comercializados na cidade
do Rio de Janeiro foram examinados para ocratoxina A usando coluna
de imunoafinidade para extracdo e limpeza e CLAE com detector de
fluorescéncia para quantificacdo da toxina. Dentre as amostras de
suco de uva, 14 estavam contaminadas com niveis de 21 a 100 ng/L.
Apenas 2 amostras de polpa concentrada e congelada continham a
toxina em niveis de 21 e 35 ng/L. Dentre as amostras de vinho, a toxina
foi encontrada em 6 amostras em niveis de 28 a 42 ng/L (ROSA et al.,
2004).
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Foram avaliados os géneros fungicos e potencial toxigénico da
ocratoxina A em feijao classes preto e cores, cultivados em diferentes
regibes do Estado de Santa Catarina. A meédia total de fungos
filamentosos foi de 2,8 x 10° e 6,7 x 10° UFC/g para feijdo classe preto
e cores, respectivamente. Os géneros mais freqientemente isolados
foram Penicillium, Aspergillus e Phoma. Para a avaliacdo do potencial
toxigénico, os extratos dos fungos filamentosos isolados cultivados em
agar em placas de Petri, foram submetidos a analise cromatografica
pelo método de cromatografia de camada delgada. No feijdo, classe
preto, 11,5% das cepas de Aspergillus isoladas eram toxigénicas e
produtoras de ocratoxina A. Para a classe cores, 5,4 % das cepas de
Aspergillus isoladas produziram a toxina (COSTA e SCUSSEL, 2002).

Oito amostras de cevada (grdo cervejeiro) de cinco fazendas
localizadas em cinco diferentes cidades da Bahia-Brasil foram
analisadas para aflatoxinas e ocratoxina A utilizando colunas de
imunoafinidade e CLAE. Os niveis de recuperacdo para as toxinas
foram de 89,6% e 66,7%, respectivamente. As amostras de cevada
analisadas apresentaram uma co-contaminagcdo com aflatoxinas,
detectadas em 27 amostras (33,75%) com niveis de 1 a 3 ppb e com
ocratoxina A em 9 amostras em niveis menores que 1 ppb (SANTOS et
al., 2004).

MALLMANN et al. (2003) investigaram os niveis de ocratoxina A
em cereais de inverno consumidos no pais, no periodo de margco de
1998 até marco de 2003. Foram analisadas amostras de aveia (43),
centeio (5), cevada (374), trigo (469) e triticale (33). A extracdo da
toxina foi com clorofémio e acido orto-fosférico e separacédo da gordura
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com hexano. Para a quantificacdo da toxina foi empregada CLAE
com deteccdo de fluorescéncia. Das amostras analisadas, 22
(2,38%) estavam contaminadas com ocratoxina A, apresentando
nivel maximo de 40,2 ng/g em uma amostra de trigo. De acordo com os
autores, os niveis de ocratoxina A detectados em cereais de inverno
ndo sao expressivos em termos de contaminacgdo, no entanto, esses
alimentos devem ser monitorados para a presenca de ocratoxina A
considerando a importancia econémica dos cereais para a agricultura e
industria alimenticia.

CALDAS et al (2002) analisaram 366 amostras de alimentos
consumidos no Distrito Federal, no periodo de julho de 1998 a
dezembro de 2001. Os alimentos analisados para a ocorréncia de
ocratoxina A foram amendoim (cru, torrado, em creme, confeitado e
doce), castanhas (do para, nozes, avela, de caju, améndoas e
pistache), milho (pipoca, canjica e grao) e farinha (trigo e aveia) por
cromatografia de camada delgada. A toxina nao foi detectada em
nenhuma amostra analisada.

RODRIGUEZ AMAYA e SABINO (2002) analisaram os artigos de
pesquisa sobre micotoxinas publicados por pesquisadores brasileiros
de 1991 a 2000. Dos 128 artigos revistos, 20 artigos investigaram
ocratoxina A em milho e seus produtos, trigo e seus produtos, farinha,
arroz, cereais matinais, nozes e café provenientes dos Estados do Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo. Rio de Janeiro e Minas Gerais. Somente
para amostras de café foi utilizada coluna de imunoafinidade para
limpeza e CLAE com deteccdo de fluorescéncia para quantificacéo.
Para analise das demais amostras foi empregada cromatografia de
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camada delgada. Os niveis médios de ocratoxina A encontrados para
uma das 18 amostras de trigo foram de 40 pg/kg, no Rio de Janeiro.
Para as 79 amostras de produtos de trigo no Rio Grande do Sul, duas
apresentaram niveis médios de 18 ug/kg, para farinha de trigo, das
54 amostras, 3 continham ocratoxina A em niveis de 2 a 23 ng/kg e
produtos de arroz das 47 amostras, 2 apresentaram niveis médios de
19,35 ug/kg. Café torrado e moido das 34 amostras do de Séo Paulo,
23 apresentaram niveis de 0,3 a 6,5 ug/kg e em Minas Gerais, de 47

amostras, 33 apresentaram niveis de 0,99 a 5,87 ug/kg.
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2.5 - METODOS ANALITICOS PARA OCRATOXINA

Ha uma ampla gama de métodos de analises disponiveis para
micotoxinas. Alguns fatores determinam a escolha de uma técnica de
analise para uma determinada micotoxina. Estes fatores incluem
variagbes na composicdo dos materiais a serem analisados,
confiabilidade do método, escolha do solvente de extragao e eficiéncia
da técnica de limpeza do extrato (VAN EGMOND, 1996). Métodos
quimicos para determinacdo de micotoxinas usualmente incluem
passos basicos como amostragem, extracdo envolvendo solventes
organicos e agua (combinados), limpeza do extrato, separacao,
deteccdo, quantificacdo e confirmacdo da identidade. A escolha do
solvente depende das propriedades quimicas da matriz e da escolha
da técnica de limpeza (VAN EGMOND, 1996).

Dentre os métodos disponiveis para analise de ocratoxina A em
alimentos podem ser citados cromatografia de camada delgada (CCD)
com detecgdo sob luz ultra violeta, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com deteccdo por fluorescéncia e técnicas
imunoquimicas. As técnicas de confirmacdo da identidade da toxina
constituem a etapa final da determinacao de micotoxinas e incluem
derivacbes quimicas, espectrometria de massas, infravermelho,
técnicas de imunoafinidade ou deteccao por fluorescéncia.

A técnica de CCD utiliza placa de silica gel e o desenvolvimento é
realizado com uma mistura de solventes (por exemplo, tolueno, acetato
de etila, metanol, acido acético). No entanto, com o desenvolvimento
de métodos mais sofisticados como a CLAE e técnicas imunoquimicas,
poucos avancos tém sido estabelecidos para CCD. Alguns trabalhos
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foram desenvolvidos utilizando CCD modificando as fases méveis
utilizadas para prevenir “streaking” nas placas de silica gel e para
melhorar o fator de retengdo para ocratoxina A além de melhorar a
intensidade da fluorescéncia na placa através de vapores de amdnia
(NESHEIM e TRUCKSESS, 1996). Outro estudo foi desenvolvido
utilizando metanol:KCL aquoso 4% (9:1) para extracdo e limpeza com
sulfato de aménia ou de cobre. Ap6s a adicdo desses agentes
clarificantes e filtragdo, a ocratoxina A foi extraida com cloroférmio
(VALENTE SOARES, 1987).

A aplicagdao da técnica de CLAE tornou-se a mais popular na
determinacao de micotoxinas. Muitas micotoxinas podem ser
detectadas por espectroscopia no ultravioleta ou fluorescéncia.
Utilizando-se a fluorescéncia natural da ocratoxina A, esta pode ser
determinada em varias matrizes de alimentos. EL-BANNA e SCOTT
(1984) utilizaram H3PO4 para extragdo da toxina, extracdo em fase
solida para limpeza do extrato e separacdo e quantificagdo por CLAE
fase reversa com deteccgao por fluorescéncia. As recuperacoes medias
foram de 71,5 e 70,2% para amendoim e trigo, respectivamente, e o
limite de deteccao foi de 0,7 pg/kg. Para extracao da ocratoxina A,
geralmente sdo utilizados solventes organicos e adicdo de pouca
quantidade de acidos (geralmente H3PO4) para suprimir a ionizagédo da
ocratoxina A e facilitar a dissolu¢do no meio organico (SYDENHAM e
SHEPHARD, 1996).

Métodos analiticos mais recentes publicados para a determinacao
de ocratoxina A em cereais usam CLAE com uma etapa de limpeza
anterior a extracdo com fase sélida (SPE) seja usando Cyg, silica gel 60
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ou troca ibnica (SAX) ou ainda coluna de inumoafinidade para
obtencéo de extratos limpos (NESHEIM et al., 1992; SHARMAN et al.,
1992; VAN EGMOND, 1996; SCOTT e TRUCKSESS, 1997; BLESA et
al., 2004). Alguns destes métodos tém sido testados em estudos
interlaboratoriais com niveis de contaminacdo de ocratoxina A maiores
que 2 ug/kg (SHARMAN et al, 1992). O Comité Europeu de
Padronizacdo adotou dois métodos de cromatografia liquida para
determinacdo de ocratoxina A em cereais e produtos de cereais. Os
métodos usam extracdo em fase sélida (SPE) com silica gel ou Cyg
para limpeza e cromatografia liquida em fase reversa com detector de
fluorescéncia para separacao final e quantificacdo. O primeiro método
foi validado em estudo interlaboratorial para trigo contendo de
ocratoxina A em niveis de 0,4 ug/kg e 1,2 ug/kg. O segundo método foi
validado para cevada (2,9 e 14,4 ug de ocratoxina A/kg), milho (8,2 e
16,3 ug de ocratoxina A/kg) e farelo de trigo (3,8 e 4,5 ug de ocratoxina
A/kg) (SOLFRIZZO et al., 1998).

As técnicas imunoquimicas tém sido utilizadas para pesquisa de
ocratoxina A em alimentos, bem como outras micotoxinas. O método
se baseia na interacdo entre antigenos (micotoxinas) e anticorpos
especificos, produzidos em um organismo animal, pelos linfocitos B.
Entre os métodos imunoldgicos, os de uso mais comum na analise de
micotoxinas sdo o ELISA (Enzyme Linked Immuno Assay), o RIA
(Radioimunoensaio) e a cromatografia de imunoafinidade, normalmente
utilizada para limpeza dos extratos (FREMY e CHU, 1989). A aplicacéo
dos “kits” de método ELISA é rapida e ndo exige pessoal treinado em

técnicas imunolégicas. As colunas de imunoafinidade sao mais
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empregadas na etapa de limpeza das amostras em combinagdo com
CLAE. O RIA tem seu uso limitado devido a complexidade do
equipamento para a sua aplicacdo, além de que envolve trabalho com
material radioativo (WHITAKER et al., 1994).

A limpeza dos extratos contendo ocratoxina A freqientemente faz
uso de colunas de imunoafinidade. O extrato é primeiramente diluido e
depois adicionado a coluna de imunoafinidade. As colunas sao
compostas de anticorpos especificos para ocratoxina A. Enquanto a
toxina permanece ligada ao anticorpo o material estranho pode ser
eliminado da coluna com agua ou tamp&o aquoso. A ocratoxina €
finalmente eluida por um solvente como metanol ou acetonitrila. O
volume de solvente pode ser ajustado e o extrato eluido pode ser
injetado diretamente no sistema de cromatografia liquida para
separacao final e determinagdo da micotoxina. Independente da matriz
a ser analisada, o processo € 0 mesmo, permitindo a determinacao de
ocratoxina A em niveis de 1 ug/kg ou mais baixos (VAN EGMOND,
1996; SCUDAMORE e MACDONALD, 1998). Pode ser verificado 0 uso
freqiente de colunas de imunoafinidade para limpeza do extrato e
CLAE com deteccgao de fluorescéncia para quantificacdo da toxina nos
diversos levantamentos da presenca de ocratoxina A em alimentos.

BUSCARLET et al. (2004) estudaram o desenvolvimento de um
método especifico e rapido para determinacdo de ocratoxina A em
alimentos, baseado na extragdo com metanol e deteccdo com ELISA.
Este novo imunoensaio cobriu uma escala de 3 a 75 ng/g e apresentou
um limite de deteccédo de 2 ppb e limite de quantificacao de 4 ng/g. O

tempo total de analise levou 30 minutos. O imunoensaio mostrou-se
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especifico para ocratoxina A. Amostras de milho, trigo e cevada
aritificialmente contaminadas com 6 e 30 pg/kg de ocratoxina A
apresentaram recuperacao de 70 a 90%. Extrac&o de ocratoxina A em
amostras de vinhos foi desenvolvido e nao requeriu coluna de
imunoafinidade ou outra limpeza adicional no extrato. As amostras de
vinho contaminadas artificialmente com niveis de 3 a 30 pg/kg de
ocratoxina A mostraram recuperacdes maiores do que 90% e sem
falsos positivos.

PARK et al. (2002) investigaram a ocorréncia de ocratoxina A e
outras micotoxinas em cevada e alimentos a base de milho em Seoul,
Coréia. A presenca das micotoxinas foi analisada por ELISA e por
CLAE com deteccao por fluorescéncia. As amostras artificialmente
contaminadas com ocratoxina A em niveis de 10 ng/g, a recuperacao
foi de 87% para o método ELISA e 79% para CLAE e os limites de
deteccéo foram 5 ng/g e 1 ng/g, respectivamente.

SOLFRIZZO et al. (1998) testaram um processo rapido baseado
em desengorduramento usando particdo liquido-liquido em vez de
extracdo fase-sélida (SPE) para limpeza, na determinacdo de
ocratoxina A em cereais. Os autores obtiveram bons resultados, em
termos de custo, exatiddo, repetibilidade e sensibilidade para as
analises. A média de recuperacéo para niveis entre 1 a 100 ug/kg foi
de 80 a 104%. Amostras de cevada também podem ser analisadas por
este método, mas para confirmacdo das amostras positivas €
necessario usar processos alternativos de limpeza, como a
imunoafinidade. Utilizando colunas de imunoafinidade, os autores

obtiveram resultados satisfatérios em termos de limpeza do extrato,
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exatiddo e limite de deteccédo (0,2 pug/kg) para andlises de centeio e
outras matrizes complexas como ragao.

Em 1992, SHARMAN e colaboradores utilizaram coluna de
imunoafinidade para limpeza do extrato e CLAE automatizado para
determinar a presenca de ocratoxina A em cereais (trigo, cevada, aveia
e cereais matinais). Para as amostras de trigo, a contaminagdo média
foi <0,2 ug de ocratoxina A/kg e a recuperacdo média de 74%. O limite
de detecgao do método foi de 0,2 ug/kg para trigo e cereais matinais.

TANGNI et al. (2002) estudaram a ocorréncia de ocratoxina A
usando coluna de imunoafinidade para limpeza e CLAE para
determinacdo. A média de contaminacdo foi de 33 ng/L (cervejas
domésticas) e de 32 ng/L (cervejas importadas). O limite de deteccao
foi de 3 ng/L e o limite de quantificacdo foi de 10 ng/L. A recuperacao
média da toxina foi de 97% para niveis de 50 — 200 ng de ocratoxina
A/L.

SAEZ et al. (2004) compararam diferentes tratamentos para
determinar ocratoxina A em suco de uva e vinho utilizando coluna de
imunoafinidade para limpeza e CLAE com deteccéo por fluorescéncia
para quantificar a toxina. Varios procedimentos de extragdo e/ou
limpeza foram comparados: (1) solucdo de diluicio com PEG
(polietileno glicol) 8000 e NaHCO; e limpeza em coluna de
imunoafinidade, (2) extracdo com cloroformio e coluna de
imunoafinidade para limpeza e extracao fase solida (SPE), (3) fase
reversa (RP) Cis , (4) RP fenilsilano e (5) colunas Oasis HLB. Os
resultados de recuperacao de ocratoxina A adicionada em niveis de 0,1
, 0,5 e 1,0 ng/mL nas amostras de vinho tinto, suco de uva e cerveja
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para os procedimentos de extracdo e/ou limpeza foram: para vinho
tinto, o procedimento SPE/Oésis HLB foi o unico que apresentou
recuperacdes abaixo de 50%, os demais procedimentos apresentaram
recuperagcdes médias entre 65% e 101%. Para sucos de uva, 0s
procedimentos com diluicio com PEG-NaHCO3 + coluna de
imunoafinidade para limpeza apresentaram recuperacdes médias de
84% considerando todos os niveis de toxina adicionada, SPE/C18
(MeOH-HAc) apresentou recuperacbes médias de 82% e para o
procedimento com SPE/Oasis HLB as recuperagdes médias foram de
74%. Para cerveja, os melhores resultados em termos da recuperagao
da toxina adicionada foi para o procedimento que utilizou SPE/Cqg
(MeOH-HAc) com recuperagao média de 96%.

JORGENSEN e VAHL (1999) analisaram ocratoxina A em farinha
de centeio usando CLAE-Espectrometria de Massas. Os autores
concluiram que o método apresenta especificidade e sensibilidade para
analise e confirmacdo da toxina em cereais, com limite de deteccao de
0,02 ug/kg.

VISCONTI et al. (1999) determinaram ocratoxina A em vinho de
mesa comparando métodos diferentes, porém sempre usando coluna
de imunoafinidade para limpeza e CLAE com deteccdo por
fluorescéncia para quantificar a toxina. A presenca do PEG na solucao
diluente foi fator determinante para aumentar a recuperacado para
100%. As recuperacbes médias para vinho branco, rosé e tinto em
niveis de 0,04 a 10 ng/mL foi de 88 a 103%. O limite de deteccéo foi
de 0,01 ng/mL baseado na relacdo sinal/ruido de 3:1. O método foi
aplicado para 58 amostras de vinho: tinto (38), rosé (8), branco (9). Os
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niveis de contaminacdo de ocratoxina A variaram de < 0,01 a 7,6
ng/mL , sendo que o vinho tinto estava mais contaminado que o rosé e
o vinho branco.

FILALI et al. (2001) fizeram um estudo preliminar em bebidas
marroquinas (vinho e sucos de frutas) para investigar a presenca de
ocratoxina A utilizando CLAE com deteccado fluorimétrica e colunas
Sep-Pak® com silica para limpeza. O limite de quantificacdo do método
foi de 0,01 pg/L, a recuperacdo media para vinho tinto foi de 93% e
para vinho branco foi de 72% para niveis de ocratoxina A adicionada
de 0,1; 1,0; 2,0 e 35 ug/L. Para os mesmos niveis, a média de
recuperacdo para a categoria de sucos (laranja, manga, péssego,
abacaxi, maca, tangerina e pomelo) foi de 80-100%.

MACDONALD et al. (1999) utilizando extracdo metandlica acida,
coluna de imunoafinidade para limpeza e CLAE com detector por
fluorescéncia para investigar a presenca de ocratoxina A em passa de
uva e groselha. Os autores conseguiram limite de deteccdo estimado

em 0,2 ug/kg e recuperacdes de 63 — 77% usando um nivel de adicao

da toxina de 5 ug/kg.

ZIMMERLI e DICK (1996a) avaliaram a ocorréncia de ocratoxina
A em vinho de mesa e sucos de frutas na Suica. O método usado foi
coluna de imunoafinidade para limpeza e CLAE fase reversa com
deteccao por fluorescéncia para quantificacdo da toxina. O limite de
deteccado estimado de 3 pg baseado na solugdo padréo (razao
sinal/ruido de 3) e limite de quantificacdo de 5 pg/mL. A recuperacao
média para 55 pg/mL foi de 84%.
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HALD et al. (1993) participaram de um projeto da Comisséo de
Materiais de Referéncia da Comunidade Européia (BCR) para avaliar
métodos analiticos para determinagédo de ocratoxina A em alimentos e
que envolveu 24 laboratoérios europeus. A primeira fase do projeto foi a
inter-comparacdo de procedimentos para a determinacao de
ocratoxina A em trigo contaminado com 13 pg/kg e trigo com <1 ug/kg
(considerado o “branco” da amostra). Os participantes testaram varios
solventes incluindo cloroférmio, metanol, tolueno e acetato de etila para
extracdo. Para limpeza do extrato avaliaram silica, fase reversa e
colunas de imunoafinidade. A maioria dos laboratérios participantes
utilizou CLAE com detector de fluorescéncia para determinacdo da
toxina e apenas um laboratério usou cromatografia de camada
delgada. A recuperacao foi de 25 a 100%. O estudo mostrou que a
variedade de resultados foi influenciada mais pela etapa de limpeza do
que pelo solvente de extragdo. A segunda etapa do projeto ocorreu em
1996 (WOOD et al., 1996) e envolveu 26 laboratorios europeus, 0s
quais analisaram trigo contaminado com niveis de 7 ug/kg e trigo com
<0,2 ng/kg (considerado o “branco” da amostra). Os participantes
utilizaram uma variedade de processos analiticos envolvendo
diferentes solventes de extragdo e diferentes técnicas de limpeza.
Todos os laboratérios usaram CLAE com detector de fluorescéncia
para determinacéo da ocratoxina A. Alguns laboratoérios usaram coluna
de imunoafinidade para limpeza do extrato em comparacédo com silica
(Sep-Pak), Cis (Sep-Pak), extracdo liquido-liquido, coluna com terra
diatomacea impregnada com NaHCO; (1,25% ). A recuperacao variou
de 58 a 114% para CLAE e ficou na mesma faixa quando usaram
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coluna de imunoafinidade para limpeza. A investigacdo dos protocolos
dos laboratérios envolvidos no estudo mostrou que o tempo para
evaporacao do solvente foi crucial para obter uma boa recuperacao.
Quando as amostras foram analisadas imediatamente ap6s adicdo do
solvente (por exemplo tolueno:acido acético) contendo a toxina a
recuperacao foi de 14%, apos 18 horas para extracdo a recuperacao foi
de 87%.

ESKOLA et al. (2002) estudaram a aplicacdo de dois sistemas
para purificacdo de ocratoxina A em cereais (trigo, centeio, cevada e
aveia) sendo um sistema manual a vacuo e um sistema automatizado
com extracdo em fase solida com colunas de imunoafinidade para
limpeza dos extratos e CLAE por fluorescéncia para quantificacdo. O
limite de deteccdo do método para ocratoxina A foi de 0,1 pg/kg para
os dois sistemas de purificacdo empregados. A recuperacao média da
toxina para niveis de 0,6 pg/kg e 2,5 ug/kg para o método manual foi de
82 e 87% para trigo, 96 e 95% para centeio, 85 e 88% para cevada e
101 e 88% para aveia, respectivamente. O método analitico que
empregou o sistema automatizado apresentou recuperagdes médias de
68 e 85% para trigo, 82 e 95% para centeio, 87 e 85% para cevada e
106 e 93% para aveia, respectivamente. O desvio padréo relativo para
ambos os métodos foi de 2-15%.

Em 1998, SCUDAMORE e MACDONALD participaram no Reino
Unido de um estudo colaborativo para determinar ocratoxina A em trigo
usando imunoafinidade de duas marcas diferentes e CLAE para
determinagdo. A recuperagdo média em trigo, para niveis de 5 ug/kg,

foi de 91% e 93%. O estudo mostrou que as colunas de imunoafinidade
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de duas marcas comerciais exibiram desempenho confiavel com
excelente precisdo e compatibilidade com solventes polares.

ENTWISLE e colaboradores (2000) participaram de um estudo
colaborativo para determinar ocratoxina A em cevada utilizando coluna
de imunoafinidade para limpeza do extrato e CLAE com deteccao por
fluorescéncia. A ocratoxina A foi extraida com acetonitrila-agua. O
extrato foi diluido com tampao salino (PBS) e aplicado na coluna de
imunoafinidade. A toxina foi eluida da coluna com metanol. O limite de
deteccao foi de 0,2 ug/kg (relacdo sinal-ruido 3:1). A ocratoxina A foi
adicionada em concentracdo de 4 ng/g e as recuperagdes obtidas
foram de 65 a 113%.

Foi realizado um estudo para avaliagdo de métodos para determinacdo de
ocratoxina A em cafés verdes e torrados através de CLAE. Foram utilizadas
colunas de extracdo em fase soOlida (de silica, cianopropil e octadecilsilil), as
quais ndo apresentaram limpeza ou recuperacdo adequadas para as amostras
estudadas. Colunas de imunoafinidade foram também testadas. Estas dltimas
mostraram-se eficientes quanto a limpeza e a recuperacao, pois foram capazes
de remover os interferentes existentes nas amostras permitindo a determinacao
da toxina por cromatografia liquida de alta eficiéncia em concentracao de 0,7
ng/g. As colunas de imunoafinidade de duas marcas diferentes foram testadas
com relagcdo a recuperagdo da toxina e a reutilizacdo. As colunas de uma das
marcas apresentaram maior efici€éncia, com recuperagdo média de 97% no
primeiro uso e acima de 70% até a quarta utilizacdo, indicando que a
procedéncia da coluna de imunoafinidade é importante para bons resultados

(FURLANTI et al, 1999).
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Recentemente foram desenvolvidas colunas de imunoafinidade para
determinacdo simultinea de micotoxinas (ZABE et al., 2004) para
determinacdo das toxinas em CLAE. O método baseia-se na extracdo das
amostras em acetonitrila e dgua, o extrato € diluido com tampao e passado nas
colunas contendo anticorpos imobilizados para aflatoxina e ocratoxina ou
colunas de imunoafinidade contendo anticorpos para aflatoxina, ocratoxina e
zearalenona. A recuperagdo € maior do que 80% para aflatoxinas e ocratoxina.
Foi demonstrado que aflatoxina, ocratoxina e zearalenona podem ser analisadas
efetivamente em amostras de arroz, cevada, centeio e ragdo, com recuperagoes
das toxinas em média de 90%.

BLESA et al. (2004) estudaram um método baseado na extracao com Csg,
CLAE com detector de fluorescéncia e espectro de massas para determinacao
de ocratoxina A em cereais e produtos de cereais. A recuperacao de ocratoxina
A foi de 86% em amostras de arroz para niveis de 10 ng/g. O limite de
deteccdo e quantificacdo do método foi de 0,25 e 0,75 ng/g, respectivamente.

A técnica de cromatografia gasosa (CG) também pode ser utilizada para
determinacdo de micotoxinas em alimentos. No entanto, € necessario que as
amostras a serem analisadas sejam voléteis a temperatura da coluna, ou mais
comumente possam ser convertidas em derivados volateis (BETINA, 1989). A
cromatografia gasosa tem sido utilizada para determinagdo simultinea de
alguns tipos de tricotecenos em cereais, € em combina¢do com espectroscopia
de massas tem sido empregada na determinagdo de zearalenona em produtos de
milho, patulina em suco de mac¢d e para confirmacdo de aflatoxinas em

amendoim (SYDENHAM e SHEPHARD, 1996; SCOTT, 1991a).
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3 — MATERIAL E METODOS
3.1 - AMOSTRAS

3.1.1 — Sucos de frutas

Para o levantamento de incidéncia foram utilizadas 144 amostras
de sucos de frutas sendo 49 de maracuja, 29 de laranja, 35 de uva e 31
de abacaxi, adquiridas em estabelecimentos comerciais da cidade de
Campinas, SP, no periodo de abril/2003 a janeiro/2004. As amostras
foram provenientes de fabricas situadas em 29 localidades de 9
Estados brasileiros (AL, BA, CE, ES, MG, PR, RS, SE e SP) e
pertenciam a 24 marcas pertencentes a 10 fabricantes.

Para o trabalho de otimizacdo do método analitico e para o
levantamento de incidéncia foram usados sucos concentrados em
embalagem de vidro ou plastica e sucos de frutas prontos para beber
em embalagem cartonada, todos adequados para armazenamento a

temperatura ambiente até abertura da embalagem.

3.1.2 — Cervejas

Um total de 123 amostras de cervejas (94 amostras de cerveja
tipo Pilsen e 29 amostras de cerveja escura) foi coletado no periodo de
dezembro/2003 a marco/2004, na regidao da cidade de Campinas, SP.
As amostras eram provenientes de fabricas de 16 localidades de 5
Estados (PA, PB, PR, RJ e SP) brasileiros e correspondiam a 24
marcas e a 10 fabricantes.

As amostras estavam acondicionadas em embalagens de vidro e
latas de aluminio e foram armazenadas a temperatura ambiente até

abertura da embalagem.
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3.1.3 — Cereais

Foram utilizadas 80 amostras de cereais (28 de cevada, 22 de
centeio e 30 de aveia), adquiridas em estabelecimentos comerciais na
regido da cidade de Campinas, SP, no periodo de maio/2004 a
outubro/2004. As amostras eram provenientes de fabricas situadas em
6 localidades de 3 Estados brasileiros (PR, RS e SP) e pertenciam a 11
marcas.

Todas as amostras foram mantidas a temperatura ambiente até
analise. Antes da abertura da embalagem as amostras foram agitadas
para garantir homogeneidade. Apds abertura da embalagem as
amostras foram mantidas em refrigerador até realizagcdo das analises

das duplicatas, periodo este nunca maior que uma semana.
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3.2 - MATERIAIS, REAGENTES E PADROES
Agua destilada e purificada pelo sistema Milli-Q Plus (Millipore, EUA),

solventes e reagentes grau analitico para extragdo das amostras, solventes grau
cromatografico para fase mével CLAE, padrdo de ocratoxina A (Sigma, EUA),
colunas de imunoafinidade Ochraprep (RHONE R-BIOPHARM LTD, Glasgow,
Escdcia), tubos de ensaio, filtros para amostra (Millipore Corp., Milford, EUA),
tampao fosfato salino — PBS (NaCl 120 m mol/L, KCI 2,7 m mol/L e tampao fosfato

10 m mol/L).
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3.3 — PREPARO DE PADRAO DE OCRATOXINA A
3.3.1 — Sucos de frutas

Foi preparada uma solucao estoque do padrao de ocratoxina
A de 49,68 ug/mL em benzeno.

A partir da solucdo estoque, foi preparada a solucéao
intermediaria de 0,49 ug/mL em &cido acético/benzeno (1:9). A partir
desta solugdo, foi realizada uma nova diluicio em benzeno para

preparar a solugao de trabalho (9,9 ng/mL).

3.3.2 — Cervejas
Foi preparada uma solucéao trabalho de concentragdao 0,91 ug/mL
a partir da solucéao estoque do padrao de ocratoxina A de 60,66 ug/mL

em benzeno.

3.3.3 — Cereais

Foi preparada uma solugdo intermediaria de padrdao de
ocratoxina A (12,59 pug/mL) em benzeno a partir da solugcao estoque
(60,66 ug/mL). A partir da solucdo intermediaria foi preparada uma
diluicdo (1:5) para uma nova solucado intermediaria (2,519 ug/mL) e a
partir desta solugdo foi preparada uma nova diluicdo (1:25) para
solucéo trabalho (100,78 ng/mL) em benzeno.

Foi verificada a pureza de todas as solucoes em camada delgada
(Silica gel em folha de aluminio, Merck, Darmstadt, Alemanha) apés
desenvolvimento com tolueno/acetato de etila/acido férmico (5:4:1),
visualizando-se o padrdo sob Iluz ultravioleta. Considerou-se a

presenca de uma unica mancha como indicativo do padrdo nao estar
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contaminado ou decomposto. A concentracdo exata das solucdes foi
determinada espectrofotometricamente segundo o procedimento da
AOAC International (1997). Durante o preparo e imediatamente antes
do uso, todas as solugdes do padrao foram agitadas no ultra-som por
30 segundos.
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3.4 — PREPARO DAS AMOSTRAS

3.4.1 — Sucos de frutas

As amostras de sucos de uva e abacaxi foram filtradas através de
filtros de microfibra de vidro e de papel de filtro grau qualitativo,
respectivamente. Os sucos de laranja e maracuja foram primeiramente
tratados enzimaticamente e em seguida centrifugados a 2500 rpm/30
minutos (Figura 3.1). As etapas de exiragcédo e limpeza em coluna de
imunoafinidade foram realizadas de acordo com o0 método de
ZIMMERLI e DICK (1995) modificado, conforme descrito adiante
(Figuras 3.2 e 3.3). Para o teste de recuperacao, foram adicionados
0,19 ng de ocratoxina A/mL em tubo de ensaio, deixado evaporar o
benzeno em banho (60°C) sob fluxo de nitrogénio e entdo adicionadas
as amostras e seguidas as etapas de extracao da toxina.

3.4.2 - Cervejas

As amostras de cerveja foram primeiramente degaseificadas em
agitador horizontal (New Brunswick, Alemanha). O pH foi acertado em
7,2 + 1 e em seguida foi executada a metodologia para exiracao e
eluicdo da ocratoxina A de acordo com procedimento da R-BIOPHARM
RHONE LTD (2002).

Para avaliar a recuperacdo da toxina foi utilizada uma amostra
nao contaminada que foi adicionada de padrao de ocratoxina A de
maneira que a amostra ficasse com concentracdo de 3 ng/mL. Foi
permitida a evaporagao do benzeno por cerca de 30 minutos antes da
execucao da metodologia do fabricante das colunas de imunoafinidade.
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3.4.3 — Cereais

As amostras de cereais foram moidas até atingir granulometria de 40 mesh.
Diversos métodos de extragdo e limpeza dos extratos foram testados conforme
descrito adiante.

Quando preparadas para teste de recuperacao, as amostras foram pesadas
(10 g) e artificialmente contaminadas com 25 ng de ocratoxina A/g. As amostras
contaminadas foram deixadas em repouso durante & noite para evaporacao do

benzeno e a seguir submetidas as etapas de extracao e limpeza do extrato.
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3.5 — DETECCAO E QUANTIFICAGAO

Para deteccao e quantificacdo foi empregado um cromatografo a
liqguido de alta eficiéncia modelo 1050 (Hewlett Packard, Wallbron,
Alemanha) com injetor manual Rheodyne com alca de amostragem de
100 plL, detector de fluorescéncia modelo 1046A Hewlett Packard,
integrador modelo 3393A Hewlett Packard, pré- coluna (Varian) com
fase estacionaria de silica, coluna de guarda (10-4.6 RP-18E) e coluna
analitica C18 (10 cm x 4,6 mm) Chromolith (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

A fase movel foi acido acético 9%/metanol (35:65) com
vazao de 1 mL/minuto. Os comprimentos de onda utilizados foram:
excitacdo 333 nm e emissao 470 nm. A quantificacdo da ocratoxina A
foi realizada por padronizacao externa a partir de injecoes realizadas
com o padrdo. A faixa de concentracédo na algca de amostragem de 100
uL foi de 0,019 a 0,19 ng para sucos, de 2,7 a 1,63 ng para cerveja, e
de 1,8 a 7,0 ng para cereais. Todos os extratos secos foram
redissolvidos em 1 mL da fase movel e filtrados através de filtro com

poros de 0,45 um.
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3.6 —- CONTROLE DE QUALIDADE ANALITICO

Em cada série de 8-10 amostras analisadas foi incluido um teste
de recuperacao onde uma amostra ndo contaminada foi adicionada de
padrao de ocratoxina A de maneira a atingir a concentracdo de 0,19
ng/mL para sucos de frutas, 3 ng/mL para as amostras de cerveja e
25,0 ng/g para as amostras de cereais. O critério para amostras
positivas foi analise em duplicata e duplicatas analisadas em dias
diferentes.

O limite de deteccao do método foi determinado para cada tipo de
material analisado (0os sucos de maracuja, laranja, uva e abacaxi,
cerveja, e 0s cereais cevada, aveia e centeio) a partir do desvio padrao
médio calculado a partir da area conseguida com 5 a 7 inje¢cdes de
uma mesma amostra artificialmente contaminada e previamente
submetida ao método analitico otimizado para o tipo de matriz. Foi
considerado como limite de deteccdo o desvio padrdo médio
multiplicado por trés. O limite de quantificacdo foi estabelecido como
sendo 5 vezes o limite de deteccéo (TAYLOR, 1987).

O limite de deteccdo do equipamento foi baseado na
concentragcdo do padrdo que produz um sinal de trés vezes a razao
ruido/sinal do equipamento. A repetibilidade do detector foi
determinada pelo desvio padrdo relativo de uma mesma amostra ou

padrao.



51

3.7 - RECUPERACAO DA OCRATOXINA A EM COLUNAS DE
IMUNOAFINIDADE

Foram realizados testes para verificar a recuperacdo do padrao de
ocratoxina A nas colunas de extragdo de imunoafinidade avaliando o
condicionamento, lavagem e eluicdo da toxina, testando o procedimento da R-

BIOPHARM RHONE LTD (2002) (Tabela 3.1).

Os sistemas empregados estdo descritos na tabela abaixo.

Tabela 3.1 — Sistemas testados para eluicao do padrdao de ocratoxina A em

colunas de imunoafinidade 2.

Testes Processos de limpeza e eluigéo

1 — 0,74 ng de Passar 20 mL agua Eluicao da
padrao em 150 mL ultra-pura ocratoxina A com
de tampéao fosfato 1,5 mL acido
2 — 0,74 ng de Passar 20 mL agua Eluicao da
padrao em 2 mL ultra-pura ocratoxina A com
agua ultra-pura 1,5 mL acido
3 - 0,74 ng de Passar 20 mL agua Eluicao da
padrao em 2 mL ultra-pura ocratoxina A com
agua ultra-pura 3,0 mL acido
4 — 0,74; 1,24 e Passar 20 mL agua Eluicao da
2,48 ng de padréo ultra-pura ocratoxina A com
em 20 mL tampao 1,5 mL acido

# Ochraprep, R-BIOPHARM RHONE LTD (2002)
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A partir dos testes da tabela 3.1, foi verificada a recuperacao do
padrao de ocratoxina A em tampao fosfato e a reutilizacdo das colunas
de imunoafinidade com adaptagbes na metodologia. Para avaliar a
recuperagao da toxina utilizou-se 20 mL de tampao fosfato que foi
adicionado de padrao de ocratoxina A de maneira que 0 tampao
ficasse com concentracdo de 0,049 ng/mL. Apos foi aplicado em
coluna de imunoafinidade Ochraprep com vazdo de 2-3 mL/min. A
coluna foi lavada com 10 mL de agua ultra-pura (vazao de 5 ml/min),
deixada secar passando ar e a ocratoxina A foi eluida da coluna com 3
mL de metanol (vazdo de 0,5 mL/min). O extrato foi seco em banho
(60°C) sob fluxo de nitrogénio e re-suspendido em 1 mL de fase mével
e injetado 100 pL em CLAE.
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3.8 — REUTILIZACAO DAS COLUNAS DE IMUNOAFINIDADE

Foi verificado o desempenho das colunas de imunoafinidade
quando reutilizadas para cada tipo de amostra do estudo. As amostras
foram contaminadas artificialmente com ocratoxina A em niveis de
0,19 ng/mL para sucos, 3 ng/mL para cervejas e 25 ng/g para cereais.
Foi seguido o0 método de extracido para cada tipo de amostra e apds a
eluicdo da ocratoxina A, a coluna foi lavada com 20 mL de tampéo
fosfato salino (PBS) com pH 7,4 e colocada sob refrigeracdo (4-8°C)
em refrigerador comum por no minimo 48 horas até o proximo uso
(ZIMMERLI e DICK, 1996b).
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3.9 — AVALIAGAO DE METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE

OCRATOXINA A EM SUCOS DE FRUTAS

3.9.1 — Extracao de ocratoxina A de amostras nao clarificadas de sucos de

frutas

Primeiramente foi testada a metodologia de ZIMMERLI e DICK (1995) sem

clarificacao dos extratos, como apresentado na tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Extracao de ocratoxina A em amostras de sucos de frutas fortificadas.

Extracao
Zimmerli e Dick Modificacao 1 Modificacao 2
(1995)
Secar 100 pL do Secar 100 pL do Secar 100 pL do
padrao* padrao Juntar 100 padrao
Adicionar 5 mL uL metanol + 5 mL Suspender em 1
amostra + 10 mL amostra mL NaCl-HzPOq4
NaCl-HsPO,4 10 mL NaCl-H3PO. Agitar tubos (15 s)

Agitar por 15 s.

Agitar por 15 s.

5 mL amostra + 9
mL NaCl-H3PO4 +
agitador tubos (15
s)

12 particao :
10 mL cloroférmio
Agitagdo manual 5-

12 particao :
10 mL cloroférmio
Agitagdo manual 5-

12 particao :
10 mL cloroférmio
Agitagdo manual 5-

6 min 6 min 6 min
Retirar aliquota 5 Retirar aliquota 5 Retirar aliquota 5
mL mL mL

22 particao : 22 particéo : 22 particao :

10 mL cloroférmio
Agitagdo manual 5-

10 mL cloroférmio
Agitacdo manual 5-6 min

10 mL cloroférmio
Agitacao manual 5-6 min

6 min Retirar aliquota 5 : ]

Retirar aliquota 5 mL Retirar - aliquota 5
mL

mL

Extrato final Extrato final Extrato final

Evaporar Evaporar Evaporar

*100 pL do padrdo= 0,99 ng
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3.9.2 - Clarificacao das amostras de sucos de frutas

Foi testado o Triton-X 100 (Riedel, Alemanha) para eliminar a emulsédo
formada durante a extragao nos sucos estudados.
Foram testados também outros procedimentos para etapa de clarificacdao dos
sucos de frutas. Os sucos de uva e abacaxi foram submetidos a filtracdo através de
filtros de microfibra de vidro (GF 51-B, Schleicher-Schuell, Alemanha) e papel de
filtro qualitativo (Whatman), respectivamente. Para os sucos de laranja e maracuja
foi necessario tratamento enzimatico utilizando a enzima Ultra-L (10%) e a enzima
Pectinex (10%) (Switzerland AG., Dittingen), respectivamente e centrifugacao

(figura 3.1).

30 mL amostra

em béauer
|
—
1 mL enzima 2 mL enzima
Ultra-L (laranja) Pectinex (maracuja)

1 h banho a 45-

50°C

Centrifugacao 2500
rpm/30 min

Figura 3.1 — Tratamento enzimatico e centrifugacao dos sucos de frutas de
laranja e maracuja.
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3.9.3 — Extracao de ocratoxina A das amostras clarificadas de sucos de frutas

Apoés a clarificacdo das amostras, foi testado o método de ZIMMERLI e DICK
(1995) modificado para extracdo da toxina e limpeza do extrato como apresentado
nas Figuras 3.2 e 3.3. Para a limpeza do extrato foi utilizada a coluna de
imunoafinidade Ochraprep (RHONE R-BIOPHARM LTD). Os extratos obtidos a
partir desse procedimento foram injetados em cromatdgrafo liquido de alta

eficiéncia nas condi¢des descritas em 3.5.

5 mL suco + 10 mL NaCl-H3;PO4 em tubo
ensaio

agitador tubos 15 s

v
10 mL cloroférmio — 12 particéo

agitacdo manual 5-6 min

Retirar aliquota
5ml

10 mL cloroférmio — 22 particao

agitacdao manual 5-6 min

Retirar aliquota
5ml

extrato final —®| evaporar

Figura 3.2 — Procedimento para extracdo da ocratoxina A das amostras de

sucos de frutas.
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Extrato seco + 5 mL PBS/metanol 15% (v/v)

v

Aplicar na coluna de imunoafinidade (2-3 mL/min)

v

Passar 3 vezes porcoes de 5 mL PBS com
15% metanol (v/v) fluxo 2-3 mL/min

v

Lavar a coluna com 10 mL agua
ultra-pura e deixar secar (5 mL/min)

v

Eluir a toxina com 3 mL de metanol (0,5 mL/min)

v

Extrato final

v

Secar e suspender em 1 mL fase moével

v

CLAE

Figura 3.3 — Procedimento para limpeza dos extratos de sucos de frutas utilizando

colunas de imunoafinidade
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3.9.4 - Extracao de ocratoxina A de amostras clarificadas de sucos de frutas e

limpeza do extrato

Para a extracdo de ocratoxina A das amostras e limpeza do
extrato foi empregado o método de ZIMMERLI e DICK (1995)
modificado, como segue:

Na extracdo foi tomada uma aliquota de 5 mL da amostra em
tubo de ensaio (1,5 x 150 mm) e adicdo de 10 mL da solucado de NaCl-
H;PO, e seguiu-se uma agitacdo em agitador de tubos (Vortex,
Phoenix AP 56) em velocidade 4, por 15 segundos para
homogeneizagao.

Para contaminar artificialmente as amostras, foram aplicados
primeiramente padrao de ocratoxina A no tubo de ensaio, de modo que
as amostras ficassem com concentracédo de 0,19 ng/mL, que foi levado
a secura em banho (50°C) sob fluxo de nitrogénio para evaporar o
benzeno e entdo adicionada uma aliquota de 5 mL da amostra. Em
seguida foram adicionados 2 mL de NaCl-H;PO, agitando-se em
agitador de tubos e adicdo de mais 8 mL da mesma solucdo e nova
agitacdo. Foram adicionados 5 mL da amostra e nova agitagdao. A
seqguir foram realizadas duas particobes com 10 mL de cloroférmio e
agitagao vigorosa por 6 minutos, sendo combinados 5 mL de cada
particdo de cloroférmio para 0 mesmo frasco e evaporados até secura
em banho (50°C) sob fluxo de nitrogénio.

O extrato seco foi suspenso em 5 mL de tampao fosfato
salino (PBS) pH 7,4 contendo 15% de metanol (v/v), lavando as
paredes do frasco e transferindo quantitativamente o exirato para a
coluna de imunoafinidade Ochraprep adaptada em sistema para
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filtracdo a vacuo (Visiprep DL™, Supelco, EUA). Esta operacdo foi
repetida 3 vezes com porcbes de 5 mL de PBS contendo 15% de
metanol. A coluna foi lavada passando 10 mL de agua purificada pelo
sistema Milli-Q plus (Millipore Corp., Milford, EUA) e seca deixando
passar ar. A toxina foi extraida com 3,0 mL de metanol e coletada em
um frasco. O extrato foi evaporado até secura em banho (50 °C) sob
fluxo de nitrogénio.

O extrato seco foi dissolvido em 1000 uL de fase movel (acido
acético 9%metanol/ 35:65), com agitacdo em ultra-som por 30
segundos e filtrado através de filtros com poros de 0,45 um e 13 mm de

diametro (Millipore Corp., Milford, EUA) para aplicagdo em CLAE.
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3.10 — AVALIACAO DE METODOS PARA DETERMINACAO DE OCRATOXINA

A EM CERVEJAS

3.10.1 — Extracao de ocratoxina A das amostras de cervejas
Foi avaliada a extracdo de ocratoxina A das amostras de cervejas nacionais
em colunas de extracdo de imunoafinidade (Ochraprep) de acordo com o

procedimento da R-BIOPHARM RHONE LTD (2002).

Tabela 3.3 - Procedimento empregado para extracdo de ocratoxina A de amostras

de cerveja e limpeza do extrato em colunas de imunoafinidade.

R-BIOPHARM Método da  R-BIOPHARM
RHONE LTD (2002) modificado

Método da
RHONE LTD (2002)

Degaseificar a cerveja em ultra-
som por 30 min

Degaseificar a cerveja em
agitador por 60 min/25°C/100
rpm.

Ajustar o pH a 7,2 com NaOH
2M. Passar 150 mL da amostra
na coluna (2-3 mL/min)

Ajustar o pH a 7,2 com NaOH
2M. Passar 30 mL da amostra na
coluna (2-3 mL/min)

Lavar a coluna passando 20 ml
de agua ultra-pura (5 mL/min)
Secar passando ar

Lavar a coluna passando 20 ml
de agua ultra-pura (5 mL/min)
Secar passando ar

Eluir a ocratoxina A com 1,5 mL
de solucdo de dessorcdao (2:98
acido acético/metanol) e 1,5 mL
de agua ultra-pura

Eluir a ocratoxina A com 3,0 mL
de metanol grau cromatografico

Coletar num frasco e secar sob
fluxo de nitrogénio

Coletar num frasco e secar sob
fluxo de nitrogénio
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3.11 — AVALIACAO DE METODOS PARA DETERMINACAO DE OCRATOXINA A
EM CEREAIS

Foram testados dez procedimentos descritos na literatura para extracdo da
toxina nas amostras de aveia, cevada e centeio e limpeza do extrato em coluna de
imunoafinidade avaliando a transferéncia da toxina para a coluna,

condicionamento, lavagem e eluicdo da ocratoxina A da coluna.

3.11.1 — Teste 1 — Método para extracao de ocratoxina A de cereais de acordo
com R-BIOPHARM RHONE LTD (2002)

Pesar 50 g de amostra e adicionar 200 mL de acetonitrila/agua (60% v/v) e
homogeneizar em liquidificador em alta velocidade por 2 minutos, filtrar em papel
de filtro Whatman n® 4 ou centrifugar (no minimo 1600 rpm) por 10 minutos. Tomar
aliqguota de 4 mL do filtrado ou sobrenadante e diluir com 44 mL de tampao PBS
pH 7,4. Se houver precipitacao nesse estagio, re-filtrar ou re-centrifugar. Aplicar na
coluna o extrato diluido (48 mL) com vazao de 2-3 mL/minuto. Lavar a coluna com
20 mL de tampéao PBS (vazéo aproximada de 5 mL/min). Secar a coluna deixando
passar ar e eluir a ocratoxina A com 1,5 mL de solugdo de dessorgcao (acido
acético/metanol 2:98 v/v) e 1,5 ml de agua ultra-pura e coletar no mesmo frasco

anterior. Injetar 100 pL no sistema CLAE.
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3.11.2 — Teste 2 — Método para extracao de ocratoxina A em café de acordo
com R-BIOPHARM RHONE LTD (2002)

Pesar 10 g de amostra, adicionar 200 mL de bicarbonato de sédio em agua
deionizada a 1% (v/v) e agitar em liquidificador por 2 minutos em alta velocidade.
Filtrar o extrato em papel de filtro qualitativo. Diluir 5 mL do filtrado com 5 mL de
tampéo fosfato ou 20 mL do filtrado com 20 mL de tampao. Aplicar o extrato na
coluna de imunoafinidade com vaz&o de 2-3 mL/minuto. Lavar a coluna com 20 mL
de tampao com vazao de 5 mL/minuto. Secar a coluna deixando passar ar. Eluir a
ocratoxina A com 1,5 mL de solucdo de dessorcao (acido acético/metanol 2:98 v/v)

e 1,5 mL de agua deionizada (agua ultra-pura). Injetar 100 pL no sistema CLAE.

3.11.3 - Teste 3 — Método para extracao de ocratoxina A em cereais de acordo
com SHARMAN et al. (1992)

Pesar 10 g de amostra em um béquer e adicionar 40 mL de tampao
PBS/metanol (50:50 v/v). Misturar em homogeneizador de haste (Ultra Turrax,
Tecnal, Brasil) em alta velocidade (3-5 minutos), filtrar em papel de filtro qualitativo
(Whatman). Tomar uma aliquota de 15 mL e diluir com 35 mL de tampao. A coluna
foi previamente condicionada com 20 mL de tampao fosfato salino antes da
aplicagdo da amostra em vazao 5 mL/minutos. Lavar a coluna com 10 mL de agua
ultra-pura (vazao 6 mL/min), secar deixando passar ar. Eluir a toxina com 2 mL de
metanol (vazdo 2 mL/min). Diluir a amostra com 2 mL de agua ultra-pura e injetar

400 pL no sistema CLAE.
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3.11.4 — Teste 4 — Método para extracao de ocratoxina A em cereais de acordo

com SCUDAMORE e MACDONALD (1998)

Pesar 25 g de amostra, adicionar 100 mL de acetonitrila/dgua
(60:40) e homogeneizar em liquidificador por 2 minutos. Filtrar em
papel de filtro grau qualitativo (Whatman) e coletar aliquota de 4 mL e
diluir com 44 mL de tampao fosfato. Aplicar a amostra (vazado 5
mL/min) em coluna de imunoafinidade previamente condicionada com
20 mL de tampéao fosfato. Apds aplicacdo da amostra a coluna, lavar
com 20 mL de &gua ultra-pura (vazdo 6 mL/min) e secar deixando
passar ar. Eluir a toxina com 1,5 mL de solu¢do de dessorcédo (acido
acético/metanol 2:98) (vazdo 2 mL/min) e 1,5 mL de 4gua ultra-pura na
mesma vazdo. Secar o extrato sob fluxo de nitrogénio (60°C) e re-

suspender em 1 mL de fase movel. Injetar 100 uL em sistema CLAE.

3.11.5 — Teste 5 — Método para extracao de ocratoxina A em cereais de acordo

com SOLFRIZZO et al. (1998)

Pesar 10 g de amostra, adicionar 60 mL de cloroférmio e 5 mL de
acido fosforico 0,1M e agitar por 30 minutos e filtrar em papel de filtro
qualitativo. Tomar aliquota de 10 mL do filtrado. Evaporar sob fluxo de
nitrogénio (60°C). Reconstituir o residuo com 600 uL de
acetonitrila/agua/acido acético (41:58:1 v/v/v) e misturar por 1 minuto.
Desengordurar o extrato com 1 mL de n-hexano em agitador de tubos
por 1 minuto e centrifugar a 4000 rpm/10 minutos. Diluir o extrato
desengordurado com 4,55 mL de acetonitrila/agua/acido acético
(41:58:1 v/v/v) e misturar por 30 segundos. Diluir o extrato em 20 mL
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de agua deionizada e misturar. Filtrar através de membrana de fibra de
vidro (GF/A 90 mm, Whatman, Maidstone, Reino Unido). Tomar 10 mL
do extrato e passar na coluna de imunoafinidade OchraTeste (Vicam,
EUA) a uma vazao de 1-2 gotas/s. Lavar a coluna com 10 mL de
solucédo de lavagem (25 g/L de NaCl, 5 g/L de NaHCO3; , 0,1 mL/L de
Tween 20) e 10 mL de agua destilada a uma vazao de 1-2 gotas/s.
Eluir a ocratoxina A com 1,5 mL de metanol. Evaporar a secura sob
fluxo de nitrogénio (60°C). Reconstituir o extrato seco em 200 uL de
acetonitrila/agua/acido acético (41:58:1 v/v/v) e injetar 100 uL em
sistema CLAE.

3.11. 6 — Teste 6 — Método para extracdao de ocratoxina A em cereais de

acordo com LEPON (1986)

Extrair 25 g de amostra com 200 mL de acetonitrila/agua (9:1)
contendo 4% de cloreto de potassio e 0,4 mL de acido sulfurico
concentrado e misturar em funil de separacéo. Filtrar em papel de filtro
grau qualitativo (Whatman), tomar 100 mL do filtrado e desengordurar
com 50 mL de n-hexano. Adicionar 25 mL de agua, a fase
acetonitrila/agua foi extraida trés vezes sucessivamente com 50, 10 e
10 mL de cloroférmio. A fase cloroférmica foi homogeneizada trés
vezes com 25 mL de solugdo de carbonato acido de sédio (5%).
Acidificar a fase aquosa até pH 1,5 com acido cloridrico concentrado e
extrair sucessivamente com 50, 25 e 25 mL de cloroférmio. Coletar a
camada cloroférmica e secar com sulfato de sodio anidro. Filtrar e
evaporar o cloroférmio em evaporador rotatério a temperatura

ambiente. Transferir 0 residuo quantitativamente para um frasco com
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por¢cdes de cloroférmio (3 x 1 mL). Secar o solvente sob fluxo de
nitrogénio. Dissolver o residuo em volume apropriado de fase moével (1-

5 mL) e injetar 20 uL em sistema CLAE.

3.11.7 — Teste 7 — Método para extracao de ocratoxina A em cereais de acordo

com VALENTE SOARES (1987)

Pesar 50 g da amostra, adicionar 270 mL de metanol e 30 mL de
solucédo de cloreto de potassio (4%) e homogeneizar em liquidificador
comum por 5 minutos em velocidade média. Filtrar em papel de filtro
qualitativo (Whatman), coletar 150 mL do filtrado para um béquer e
adicionar 150 mL de sulfato de aménio e 50 mL de Celite. Misturar e
deixar em repouso por 5 minutos. Filtrar novamente, transferir uma
aliquota de 150 mL para funil de separacao. Adicionar 150 mL de agua
ultra-pura e 10 mL de cloroférmio ao funil de separacéo. Agitar por 3
minutos (12 particdo) e deixar repousar por 10 minutos. Coletar a fase
cloroférmica em um béquer. Adicionar mais 10 mL de cloroférmio ao
funil e agitar por 3 minutos. Deixar repousar por mais 10 minutos (22
particdo). Coletar a fase cloroférmica para outro béquer e coletar 5 mL
de cada béquer e transferir para um terceiro frasco. Deixar secar o
extrato cloroformico sob fluxo de nitrogénio (60°C). Dissolver o residuo
em volume apropriado de fase movel e injetar em sistema CLAE.
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3.11.8 — Teste 8 — Método para extracao de ocratoxina A de acordo com
ZIMMERLI e DICK (1995)

Pesar 5 g de amostra em tubo, adicionar 10 mL de solugao
HsPO4/NaCl (33,7 mL H3;PO, (85%) e 118 g (2 moles) de NaCl por
litro). Homogeneizar por Tminuto em agitador de tubos (Vortex,
Phoenix, Brasil), filtrar e extrair 4 vezes com porgdes de 5 mL de
cloroférmio agitando por 2-3 minutos. Remover a fase orgéanica para
um frasco, evaporar até 5 mL e extrair 2 vezes com por¢des de 5 mL
de bicarbonato de sodio (0,01%). Colocar a fase aquosa em funil de
separacao contendo 0,5 mL de 4cido férmico concentrado e 1 mL de
cloroférmio. Extrair a fase aquosa 4 vezes com 1 mL de cloroformio de
cada vez. Secar e re-suspender em 5 mL de solucdo tampéao fosfato
contendo 15% (v/v) de metanol. Repetir esta operacdo 3 vezes com
porcées de 5SmL de solugdo de PBS contendo 15% (v/v) de metanol
lavando o frasco quantitativamente e transferindo para coluna de
imunoafinidade. Eluir a ocratoxina A da coluna com 3mL de metanol
em uma vazao de 0,5 mL/minuto. Secar o extrato e re-suspender em 1

mL de fase moével. Injetar 100 puL em sistema CLAE.

3.11.9 — Teste 9 — Método para extracao de ocratoxina A em cereais de acordo

com MOLLER e NYBERG (2003)

Pesar 25 g de amostra, adicionar 60 mL de metanol com 1% de
bicarbonato de sddio e misturar por 3 minutos em liquidificador. Filtrar
em papel de filtro qualitativo (Whatman). Tomar uma aliquota de 10 mL
e adicionar 40 mL de PBS. Lavar a coluna de imunoafinidade com 20
mL de agua deionizada e aplicar 40 mL da amostra diluida na coluna.
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Lavar a coluna com 5 mL de agua, deixar passar ar para secar € eluir a
toxina com 2,5 mL de metanol. Evaporar o extrato até secura sob fluxo
de nitrogénio (60°C), re-dissolver em 0,5 mL de fase mdvel e aplicar
100 pL em sistema CLAE.

3.11.10 — Teste 10 — Método para extracdo de ocratoxina A em paprica de

acordo com R-BIOPHARM RHONE LTD (2002)

Pesar 10 g de amostra e adicionar 200 mL de bicarbonato de
sodio a 1% e homogeneizar em liquidificador em alta velocidade por 2
minutos. Filtrar o extrato em papel de filtro qualitativo (Whatman),
retirar uma aliquota de 20 mL e passar através da coluna de
imunoafinidade em uma vazao de 2-3 mL/minuto. Lavar a coluna com
20 mL de tampao fosfato (pH 7,4) contendo 0,01% de Tween 20 a uma
vazao de 5 mlL/minutos. Eluir a toxina com 1,5 mL de acido
acético/metanol (2:98 v/v), deixar passar ar através da coluna para
coletar as ultimas gotas e terminar a eluicdo com mais 1,5 mL de 4gua
ultra-pura. Secar o extrato sob fluxo de nitrogénio (60°C), re-suspender

em 1 mL de fase moével e injetar 100 uL em sistema CLAE.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 - CONTROLE DE QUALIDADE ANALITICO

O limite de detecgcdo do equipamento foi 0,016 ng de ocratoxina
A/mL, baseado na relacdo ruido/sinal (3:1). A repetibilidade do detector
foi 1,29%, baseado no desvio padrao relativo de uma mesma amostra
ou padréo.

4.2 — RECUPERACAO DO PADRAO DE OCRATOXINA A EM
COLUNAS DE IMUNOAFINIDADE

Os resultados de recuperagédo do padréo de ocratoxina A para os
testes 1, 2 e 3 foram inadequados (Tabelas 3.1 e 4.1), ndo ocorrendo
recuperacdo da toxina. O procedimento mostrou-se adequado para
recuperacdo do padrdo de ocratoxina A para o teste 4. No entanto,
nestes casos a recuperacao refere-se ao padrdo em tampao fosfato,
sem amostra. Quando testada a recuperagdo da ocratoxina A em
amostra fortificada com padrao, houve necessidade de um tratamento
prévio da amostra como descrito em 3.9.2.
Tabela 4.1 - Recuperagao do padrao de ocratoxina A aplicado a coluna

de imunoafinidade.

Tes Ocratoxin Recup Desvio Coefici

1 0.745 — — —

2 0.745 — — —

3 0.745 — — —

4 0.745 81 0.04 0.80
1.242 57 0.002 1.32
2.484 57 0.02 1.43

* Determinacdo da toxina por CLAE com deteccao por fluorescéncia, n=2.

** teste 1 — 0,74 ng de padrao em 150 mL de tampao fosfato, teste 2 e 3 - 0,74 ng de padréao
em 2 mL de agua ultra pura, teste 4 — 0,74, 1,24, 2,48, ng de padrdo em 20 mL de tampéao
fosfato.
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4.3 — REUTILIZACAO DAS COLUNAS DE IMUNOAFINIDADE

As recuperacbes meédias (n=4) conseguidas com padrdo de
ocratoxina A em porgdes de 20 mL de tampao fosfato com uma
concentragao de 0,049 ng/mL e aplicado nas colunas de
imunoafinidade foram 100% (1° uso), 86% (2°uso) e 73% (3°uso).

Quando o padréo foi adicionado nas amostras de sucos de frutas,
de cerveja e de cereais e executada a extracao da toxina de acordo
com o método otimizado para cada tipo de amostra, a recuperagéo
média para cada tipo de amostra e grau de reutilizacdo pode ser
encontrada na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Recuperacdo da ocratoxina A quando da utilizacao
multipla das colunas de imunoafinidade por tipo de amostra.

Recuberaciao (%) média

1° 2° 3c
Suco de 80 50 49
Suco de 91 86 58
Suco de uva 101 64 48
Suco de 115 82 73
Cerveia 105 92 81
Aveia 65 70 64
Cevada 71 60 62
Centeio 103 84 67
Centeio 73 67 50
Centeio aréo 88 81 72

n=3
Sucos - amostras artificialmente contaminadas com 0,19 ng/mL
Cervejas - amostras artificialmente contaminadas com 3 ng/mL

Cereais - amostras artificialmente contaminadas com 25 ng/g
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A reutilizagdo das colunas de imunoafinidade demonstrou que
estas podem ser empregadas mais de uma vez dependendo do tipo de
extrato aplicado, reduzindo o custo das mesmas por amostra
analisada.

Pode-se observar que a reutilizacdo das colunas foi fortemente
afetada para os sucos de frutas ricas em pectinas. Isso pode ter como
causa a presenca de tracos de solidos insoluveis ou pectinas do
sedimento centrifugado no sobrenadante apds a centrifugacdo. De
acordo com NAGY et al. (1993), a presenca de substancias pécticas
leva a dificuldades na clarificacdo dos sucos e quando na auséncia
total de pectina, os soélidos insoluveis presentes sao o fator
predominante nas caracteristicas reologicas.

QUEIROZ (1998) estudou o comportamento reolégico dos sucos
de manga e abacaxi despectinizados e sucos de manga clarificados. O
uso de pectinases empregadas na clarificacdo de sucos, o
peneiramento através do uso de diferentes dimensées da malha da
peneira e malha da despolpadeira e centrifugacao influenciam as
propriedades reoldgicas através de reducdes de solidos insoluveis
diminuindo a viscosidade nos sucos.

Quanto a reutilizagdo das colunas de imunoafinidade para aveia e
cevada, foi possivel até o primeiro uso com recuperagées em torno de
70% e para centeio a reutilizacdo foi possivel até o terceiro uso com
recuperacao de 72%. As variagdes ocorridas podem ser devidas as
variacbes na composicdo quimica dos cereais em relacdo aos

conteudos de proteina, carboidrato, fibra e lipidios que podem estar
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presentes na extracdo. Por exemplo, o conteudo de lipidios em base
seca para aveia, € de 5,8% e para cevada de 2,3%. Ja para o centeio €
de 1,7%. Comportamento semelhante pode ser observado para a
fracdo fibra: aveia apresenta teores de 11%, cevada com 4,3% e
centeio com 1,9% (ELIASSON e LARSSON, 1993)
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4.4 — OTIMIZACAO DE METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE
OCRATOXINA A EM SUCOS DE ABACAXI, LARANJA, MARACUJA E UVA

4.4.1 — Extracao de ocratoxina A de amostras nao clarificadas de
sucos

A extracdo da ocratoxina A de acordo com a metodologia de
ZIMMERLI e DICK (1995) ou seguindo as modificagcdes 1 e 2 (tabela
3.2), ndo conduziu a recuperacdo da toxina, sendo necessario a
clarificacao prévia dos extratos, conforme Figura 3.1.

4.4.2 — Clarificacao das amostras de sucos de frutas
O teste com Triton-X 100 para eliminar ou melhorar a emulsao
formada na extragao néo foi eficiente.

Os testes para clarificacdo das amostras de suco de frutas
empregando-se dois tipos de limpeza: a filiracdo e o tratamento
enzimatico foram eficientes (item 3.9.2). Os sucos de uva e abacaxi
foram submetidos a filtracdo e os sucos de laranja e maracuja foram
submetidos a tratamento enzimatico e centrifugacdo. Apds o
tratamento enzimatico e/ou filtracdo as amostras apresentaram

diminuicdo na emulsdo formada durante a etapa de extracao.

4.4.3 — Extracao de ocratoxina A das amostras de sucos de frutas
clarificadas e limpeza dos extratos

Apb6s a etapa de clarificagdo das amostras foi seguida a
metodologia de ZIMMERLI e DICK (1995) modificada (Tabela 3.2 -
modificacdo 2) para extracdo da toxina e limpeza do extrato na coluna
de imunoafinidade. As recuperagdes meédias obtidas nos sucos de
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frutas fortificados com 0,19 ng de ocratoxina A/mL, encontra-se na
faixa de 65 a 82% (tabela 4.3).

Tabela 4.3 — Caracteristicas de desempenho do método de ZIMMERLI
e DICK (1995) modificado para determinacdo de ocratoxina
A em amostras de sucos de fruta.

Am Recu Des cv LD LQ
Ma 65 0.01 2.26 0.05 0.27
Lar 82 0.00 0.54 0.02 0.14
Uv 76 0.01 1.74 0.03 0.17
Ab 73 0.00 1.06 0.14 0.73

LD — limite de deteccdo LQ - limite de quantificacao

A recuperacao média obtida no presente trabalho esteve na faixa
de 65 a 82%, dependendo do tipo de matriz. Durante o trabalho foi
observado que o0s sucos de frutas apresentam substancias
interferentes que dificultam a extracdo da toxina e a obtencdo de
recuperacdes mais elevadas, assim como aumentam o tempo de
analise em razdo das etapas de limpeza necesséarias antes da sua
aplicacao em colunas de imunoafinidade.

Uma comparacéo das caracteristicas de desempenho do método
otimizado com o desempenho dos métodos usados por outros autores
mostra que a recuperacao da toxina adicionada nas amostras de sucos
de frutas no presente trabalho esta na mesma ordem de grandeza que
varios outros autores que trabalharam com frutas ou seus sucos. SAEZ
et al. (2004) obtiveram uma recuperacdo média de 84% de ocratoxina
A para suco de uva. MACDONALD et al. (1999) obtiveram
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recuperacdes de 63 — 77% para amostras de passa de uva e de
groselha. ZIMMERLI e DICK (1996a) avaliaram a ocorréncia de
ocratoxina A em vinho de mesa e sucos de frutas e conseguiram uma
recuperacdo meédia de 84%. FILALI et al. (2001) investigaram
ocratoxina A em sucos de frutas (laranja, manga, péssego, abacaxi,
macéa e tangerina) e relatam recuperacdo média de 80-100 % para
niveis de ocratoxina A de 0,1 e 1,0 pug/L e recuperacdes maiores que
100% para niveis de 2,0 e 35,0 ug/L.

Com relacao a limites de deteccao, o presente trabalho mostra
limites menores que MACDONALD et al. (1999), que conseguiram
limites de deteccdo estimado em 0,2 ug/kg. No entanto, o presente
estudo apresentou limites maiores em comparagao com ZIMMERLI e
DICK (1996a) e FILALI et al. (2001). ZIMMERLI e DICK (1996a)
estimaram o limite de deteccdo como 0,003 ng/mL, baseados em
dados obtidos com a solucdo padréo e limite de quantificacdo de 0,005
ng/mL e FILALI et al. (2001) relatam um limite de quantificacdo do
método de 0,01 pg/L.
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4.5 — DETERMINACAO DE OCRATOXINA A NOS SUCOS DE
ABACAXI, LARANJA, MARACUJA E UVA

O método otimizado para determinacao de ocratoxina A em sucos
de frutas com extracdo liquido-liquido, limpeza com coluna de
imunoafinidade e quantificacdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia demonstrou boa resolucdo e auséncia de interferentes nos
cromatogramas (Figura 4.1, 4.2 e 4.3). O tempo de retengéo variou de
2,8 a 3,8 minutos com a fase mdvel acido acético 9% / metanol (35:65)
com vazao de 1,0 mL/minuto. Foi observado em diversos trabalhos que
o tempo de retengdo para ocratoxina A pode variar de 3 a 12 minutos
(ZIMMERLI e DICK, 1996a; JORNET et al., 2000; SAEZ et al., 2004;
LOPES de CERAIN et al., 2002). Isto pode ocorrer devido a
composi¢cao da fase movel e/ou a carga de carbono da coluna analitica
ou ainda devido a presencga de compostos interferentes (CASTELLARI
et al., 2000).

Resposta do
detector

3712

L

Tempo (min)

Figura 4.1 — Cromatograma do padrao de ocratoxina A (0,99 ng/mL).
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Figura 4.2 - Cromatogramas de amostras de sucos contaminados
artificialmente com padrao de ocratoxina A (0,19 ng/mL) : (a) abacaxi; (b)
laranja; (c) maracuja e (d) uva.
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Figura 4.3 - Cromatogramas de amostras de sucos néo

contaminados: (a) abacaxi, (b) laranja, (c) maracuja e (d) uva.
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4.6 — LEVANTAMENTO DE INCIDENCIA DE OCRATOXINA A EM
SUCOS DE ABACAXI, LARANJA, MARACUJA E UVA

O levantamento realizado nao evidenciou a presenca de
ocratoxina A nas 144 amostras analisadas (49 de maracuja, 29 de
laranja, 31 de abacaxi e 35 de uva). De acordo com DRUSCH e
RAGAB (2003), a ocorréncia natural de micotoxinas nos frutos depende
de fatores ambientais como temperatura e umidade relativa e fatores
enddgenos como o tipo de fruta, o pH e estagio de amadurecimento
que podem determinar o crescimento do fungo e producéo da toxina.
PITT e HOCKINGS (1997) comentam que os mecanismos de defesa
da fruta parecem ser altamente efetivos contra fungos e relativamente
poucos géneros e espécies de fungos sdo capazes de invadir as frutas.

De acordo com BISSESSUR et al. (2001), alguns fatores que
podem contribuir para prevenir a ocorréncia de micotoxinas nos sucos
de frutas estdo relacionados ao processamento do produto como a
lavagem com alta pressao em combinagcdo com a retirada das partes
estragadas, a clarificacado, o aquecimento e filtracao.

No entanto, a ocorréncia de ocratoxina A tem sido evidenciada
em alguns paises como na Suica, no Marrocos, no Canada e também
no Brasil. Na Suica foi investigada a ocorréncia de ocratoxina A em
sucos de uva, laranja e maca. Dentre 11 amostras de suco de uva, 8
estavam contaminadas com média de 235 pg de ocratoxina A/mL. Os
sucos de laranja e macga continham niveis menores do que 5 pg/mL
(ZIMMERLI e DICK, 1996a). No Marrocos, FILALI et al. (2001)

estudaram a ocorréncia de ocratoxina A em sucos citricos diversos,
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sucos de manga, de péssego e abacaxi, totalizando 14 amostras.
Destas apenas uma amostra de suco citrico apresentou ocratoxina A
com concentracédo de 1,16 ug/L. No Canada, foi verificada ocratoxina A
em 1 de 25 amostras de suco de uvas brancas e 3 de 46 amostras de
sucos de uvas vermelhas que continham niveis de ocratoxina A abaixo
do limite de quantificacdo do método (40 pg/mL) (NG et al., 2004). No
Brasil, ROSA et al. (2004), verificaram a incidéncia de ocratoxina A em
suco de uva, polpa congelada e vinhos nacionais e importados
adquiridos em estabelecimentos comerciais no Rio de Janeiro. Das 48
amostras de sucos de uva nacionais, 14 amostras estavam
contaminadas com niveis que variaram de 21 a 100 ng de ocratoxina
A/L (média de 38 ng/L), das 16 amostras de polpa congelada, 14
apresentaram niveis que variaram de 21 a 35 ng de ocratoxina A/L
(média de 28 ng/L) e das 25 amostras de vinho (tinto=10, branco=10 e
rose=5), trés amostras de vinho tinto apresentaram niveis médios
de ocratoxina A de 35 ng/L, duas amostras de vinho branco com
niveis de ocratoxina A de 28 ng/L e uma amostra de vinho rose com
niveis de ocratoxina A de 35 ng/L.

A legislacdo brasileira e assim como de outros paises néo
prevéem niveis maximos de contaminacao para ocratoxina A em sucos
de frutas (BENFORD et al., 2001).
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47 - OTIMIZAGAO DE METODO ANALITICO PARA
DETERMINACAO DE OCRATOXINA A EM CERVEJA

O procedimento preconizado pelo fabricante da coluna de
imunoafinidade, com algumas modificacbes, mostrou-se adequado
para recuperacao do padrao de ocratoxina A (Tabela 3.3). Para
amostras de cerveja, o valor médio da recuperacao foi de 93% para
cerveja tipo Pilsen e 87% para cerveja escura para nivel de
contaminacao de 3 ng/mL. O limite de deteccao e de quantificacao para
cerveja tipo Pilsen e cerveja escura foram, respectivamente, de 0,1
ng/mL e de 0,5 ng/mL.

Os 18 testes de recuperagao que acompanharam as analises das
cervejas claras apresentaram um coeficiente de variagdo médio de
1,5% e os 6 testes de recuperacdo que acompanharam as cervejas
escuras apresentaram um coeficiente de variacao médio de 1,2%.

Os resultados do presente estudo, em relacédo a recuperacao da
toxina adicionada estdo na mesma ordem de grandeza que os valores
encontrados na literatura. No entanto, os limites de deteccéo
apresentaram valores maiores quando comparados com alguns
trabalhos. JORGENSEN (1998) que investigou ocratoxina A em
cervejas comercializadas na Dinamarca obteve recuperacées meédias
de 98% e limite de detecgdo de 0,001 ug/kg. TANGNI et al. (2002)
estudaram a ocorréncia de ocratoxina A em amostras de cerveja
domeésticas e cervejas importadas na Beélgica e conseguiram
recuperacdes médias de 97% e limite de deteccdo e de quantificacédo
de 0,003 ng/mL e 0,01 ng/mL, respectivamente. SOLEAS et al. (2001)

determinaram ocratoxina A em cervejas no Canada e obtiveram
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recuperacdes médias de 83 a 94% e limite de deteccdo e quantificacao
de 0,05 e 0,10 ug/L, respectivamente.

Ja os trabalhos de NAKAJIMA et al. (1999) que analisaram
ocratoxina A em cervejas no Japao obtiveram recuperacbes para
ocratoxina A de 86 a 88%. e limite de detec¢cao de 0,001 ng/mL.
PRADO et al. (2003) investigaram a ocorréncia de ocratoxina A em
cerveja nacional e importada e relataram recuperacdes de 81,2 e 95%,
limite de deteccao de 0,002 ng/mL e limite de quantificacao de
0,008 ng/mL. VISCONTI et al. (2000) analisaram amostras de cervejas
italianas e importadas e as recuperacdes medias de ocratoxina A nas
amostras foram de 93,8 a 100% e limite de detecgao de 0,01 ng/mL
baseado no sinal/ruido (3:1). Foi investigada ocratoxina A em cervejas
européias por LEGARDA e BURDASPAL (1998) e a recuperagao da
toxina foi de 100% e o limite de deteccao foi de 0,004 ng/mL.

O método utilizado no presente trabalho para determinacdo de
ocratoxina A em cerveja, com limpeza em coluna de imunoafinidade e
quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao
por fluorescéncia, demonstrou boa resolugdo e auséncia de
interferentes nos cromatogramas (Figura 4.4). O tempo de retencéo
variou de 2,8 a 3,8 minutos na fase moével acido acético 9% / metanol
(35:65) com vazao de 1,0 mL/minuto.
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Figura 4.4 — (a) Cromatograma do padrdao de ocratoxina A

(0,091ng/mL); (b) cromatograma de amostra de cerveja nao
contaminada; (c) cromatograma de uma amostra de cerveja
contaminada (7 ng/mL).
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4.8 — LEVANTAMENTO DE INCIDENCIA DE OCRATOXINA A EM
CERVEJA

Dentre as 123 amostras de cervejas analisadas (94 amostras de
cerveja tipo Pilsen e 29 amostras de cerveja escura), apenas cinco
amostras de cerveja, todas do tipo Pilsen, apresentaram contaminacao
com ocratoxina A, em niveis que variaram de 1 a 18 ng/mL (Tabela 4.4)
e dentre as contaminadas uma amostra era do tipo sem alcool do total
de 13 analisadas. As duplicatas das amostras exibiram um coeficiente
de variacao médio de 8,2 %. Quatro das amostras foram de um Unico
fabricante e provenientes de fabricas de 3 localidades diferentes.

Tabela 4.4 — Concentracdo de ocratoxina A nas amostras de cerveja

contaminadas.

Amostra |Tipo cerveia |Estado Ocratoxina A (na/mL)e
A Pilsen SP. 18.05 + 0.08

A Pilsen SP. 7.56 + 0.01

A Pilsen SP. 11.66 + 0.004

B Pilsen PA 1.03+ 0.03

A Pilsen PR 3.52+0.20

Concentracao média e estimativa de desvio padrao (n=2).

Em levantamento realizado por VISCONTI et al. (2000) em
cervejas italianas e importadas, os autores nado notaram diferenca
significativa de contaminacao entre os dois tipos de cerveja quanto ao
teor alcodlico: para teores <6% alcool, de um total de 35 amostras, 17
estavam contaminadas (49%) e de 26 amostras de cerveja para teores

>6% de alcool, 13 apresentaram contaminacdo (50%). Os dados, de
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acordo com os autores, contrastam com trabalhos realizados na
Alemanha nos anos de 1992 e 1993, que apontaram que as cervejas
fortes (> 6% alcool) sdo mais contaminadas do que as cervejas mais
fracas (teores de graduacao alcodlica < 6%). Na Espanha, LEGARDA e
BURDASPAL (1998) investigaram amostras de cervejas espanholas e
de outros paises europeus. Foi detectada a presencga de ocratoxina A
em 37 das 38 amostras espanholas em niveis médios de contaminacao
de 0,024 ng/mL e nas 48 amostras de outros paises europeus com
contaminacdo em niveis médios de 0,025 ng/mL. De acordo com os
autores nao foi encontrada nenhuma correlagao significativa ente os
niveis de contaminacgao e o grau alcodlico.

O presente levantamento demonstrou a presenca de ocratoxina A
em cervejas brasileiras. A recomendagao proviséria do Joint FAO/WHO
Expert Commitee on Food Additives (JECFA, 2001) para ocratoxina A é
de uma ingestdo méaxima toleravel de 100 ng/kg p.c. Os resultados do
presente trabalho indicam que mesmo grandes consumidores da
bebida (600 a 1300 mL/dia) ndo sofrem risco com relacdo a ingestao
de ocratoxina A através de cerveja produzida no Brasil. Os resultados
mostram também que a cerveja brasileira apresenta menor incidéncia
de ocratoxina A (4% das 123 amostras), no entanto, valores maiores de
contaminacao que os relatados em levantamentos em outros paises.

Os resultados obtidos por PRADO et al. (2003) também indicaram
baixa incidéncia da toxina em cervejas brasileiras. De um total de 26
amostras fabricadas no Brasil, somente 6 amostras apresentaram

concentragdes a nivel de tracos de ocratoxina A.
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JORGENSEN (1998) encontrou ocratoxina A em todas as 21
amostras de cervejas comercializadas na Dinamarca com
concentragcdo média de toxina de 0,049 ug/kg. VISCONTI et al. (2000)
analisaram 61 amostras de cervejas italianas e importadas as quais
apresentaram uma incidéncia de 50% de contaminagdo com ocratoxina
A em niveis que variaram de <0,01 a 0,135ng/mL. TANGNI et al.
(2002) estudaram a ocorréncia de ocratoxina A em 62 amostras de
cerveja domésticas e 20 cervejas importadas na Bélgica. Em média, a
contaminacao foi de 0,033 ng/mL e de 0,032 ng/mL, respectivamente.
NAKAJIMA et al. (1999) analisaram ocratoxina A em 94 amostras de
cervejas importadas e 22 amostras provenientes do Japédo. A toxina foi
detectada em 86 das 94 amostras de cervejas importadas com um
nivel médio de contaminagcédo de 0,010 ng/mL e 21 das 22 amostras
provenientes do Japao com um nivel médio de 0,012 ng/mL. SCOTT e
KANHERE (1995) determinaram ocratoxina A em 41 amostras de
cervejas. Vinte e seis amostras apresentaram niveis de ocratoxina A <
0,2 ng/mL. De acordo com (SCOTT, 1996a), o nivel de contaminacao
de ocratoxina A na cerveja pode aumentar ou diminuir dependendo do
uso de adjuntos durante sua fabricacao.
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49 - OTIMIZACAO DE METODO ANALITICO PARA
DETERMINACAO DE OCRATOXINA A EM AVEIA, CEVADA E
CENTEIO

Métodos descritos por diversos autores para extracdo de

ocratoxina A em cereais foram testados e os resultados destes testes
demonstraram, descritos a seguir, a necessidade de modificagdes.

4.9.1 - Resultado do teste 1 para extracdo de ocratoxina A em cereais
de acordo com R-BIOPHARM RHONE LTD (2002):

a) Teste sem modificagdes: ndo apresentou recuperacdo da toxina
para nivel de contaminacéo artificial de 0,012 pg de ocratoxina A/g.

b) 12 modificacdo: apds a filtracdo, foi retirada aliquota de 10 mL e
adicionados 20 ml de tampédo PBS e centrifugado (2500 rpm/20
minutos). Retirada aliquota de 10 mL e adicionados 40 mL de tampéo e
aplicado em coluna de imunoafinidade (vazdo de 3 mL/min), a coluna
foi lavada com 10 mL de agua ultra pura (vazdo aproximada de 5
mL/min) e seca deixando passar ar. A ocratoxina A foi eluida com 3 mL
de metanol (vazdo 2-3 mL/min) coletando-se num frasco, deixando-se
secar o extrato sob fluxo de nitrogénio (60°C) e re-suspendendo o
extrato seco em 1 mL de fase movel e injetando 100 uL no sistema
CLAE. Nao houve recuperacdo da toxina nas amostras de aveia,
cevada e centeio para nivel de contaminacao artificial de 0,012 ug de
ocratoxina A/g.
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4.9.2 - Resultado do teste 2 para exiracdo de ocratoxina A em café de
acordo com R-BIOPHARM RHONE LTD (2002):

Este método, recomendado para café, foi aplicado para aveia,
cevada e centeio.

a) Teste sem modificacdes: o extrato demorou muito para filtrar, ndo se
conseguindo um volume de extrato adequado para aplicar na coluna
de imunoafinidade.

b) 12 modificagdo: foi retirada aliquota de 10 mL do extrato e diluido
com 30 mL de tampao PBS, misturado em homogeneizador de
tubos (Vortex) e aplicado na coluna de imunoafinidade (vazéao 2-3
mL/min). A coluna foi lavada com 10 mL de agua ultra pura
(vazdo 5 mL/min) e seca deixando passar ar. A ocratoxina A foi
eluida com 3 mL de metanol, o extrato foi seco sob fluxo de
nitrogénio (60°C) e novamente suspenso em 1 mL de fase moével e
aplicados 100 uL em sistema cromatografico (CLAE). Foram obtidos
7% de recuperacao para aveia contaminada artificialmente com 0,06
Hg de ocratoxina A/g. As demais amostras n&o apresentaram
recuperacao da toxina adicionada.

4.9.3 - Resultado do teste 3 para extracao de ocratoxina A em cereais
de acordo com SHARBRMAN et al. (1992):

a) 12 modificacdo: a amostra juntamente com o tamp&o, foram
acondicionados em um erlenmeyer e homogeneizados em agitador

(30min/25°C/130rpm). O extrato foi entdo tratado como descrito no
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método, no entanto, a ocratoxina A foi eluida com 3 mL de metanol
(vazdo 2 mL/min) e foi submetida a secura sob fluxo de nitrogénio
(60°C). O extrato seco foi re-suspenso em 1 mL de fase médvel e
injetados 100uL no sistema cromatografico (CLAE). Ndo houve
recuperacao da toxina adicionada artificialmente em nivel 0,06 pg de
ocratoxina A/g em nenhuma das amostras do estudo.

b) 22 modificacdo: foi aumentado o tempo de agitacdo para 2 horas
(25°C/130rpm), filtrada em papel de filiro grau qualitativo e
novamente filtrada em membrana de vidro sob vacuo. A toxina foi
eluida com 3 mL de metanol. A recuperacao da toxina foi de 26%
para aveia para nivel de contaminacdao de 0,06 ug de ocratoxina
A/g. As demais amostras nao apresentaram recuperacao.

¢) 32 modificacdo: a 10 g de amostra foram adicionados 200 mL de
PBS/metanol (50:50) e homogeneizados (3 min) em liquidificador em
média velocidade. O extrato foi filtrado em papel de filtro grau
qualitativo e uma aliquota de 100 mL foi colocada em béquer e
adicionado 3 mL ferrocianeto de potassio (15%) e 3 mL de acetato
de zinco (30%) e deixados em repouso por 10 minutos e filtrados
novamente. Foi tomada uma aliquota de 100 mL para funil de
separagdo e mais 100 mL de agua ultra pura e 10 mL de
cloroférmio, agitando por 3 minutos (12 particado), deixando repousar
por 10 minutos, coletando a fase cloroférmica em béquer,
adicionando mais 10 mL de cloroféormio ao funil e agitando por 3
minutos e deixando repousar por mais 10 minutos (22 particdo). A
fase cloroférmica foi retirada para um béquer e coletados 5 mL de

cada béquer para um mesmo frasco. O extrato cloroférmico foi
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submetido a secura sob fluxo de nitrogénio (60°C) e re-suspenso em
tampao (lavando o frasco 3 vezes com 5 mL de tampao fosfato) e
aplicado na coluna de imunoafinidade (vazdo 3 mL/minuto). A
coluna foi lavada com 10 mL de agua ultra pura (5 mL/min), deixada
secar passando ar. A ocratoxina A foi eluida com 3 mL de metanol
(vazao 2 mL/min). O extrato foi seco sob fluxo de nitrogénio e re-
suspendo na fase movel (1 mL) e uma aliquota de 100 pL foi
aplicada em sistema CLAE. As amostras ndo apresentaram
recuperacao da toxina para nivel de contaminacdo de 0,06 ug de
ocratoxina A/g.

d) 42 modificacdo: a 10 g de amostra em béquer foram adicionados 40
mL de tampao PBS/metanol (50:50) e misturados no
homogeneizador de amostras Ultra Turrax (4 min/14.000 rpm),
filtrados em papel de filtro grau qualitativo e coletada uma aliquota
de 15 mL. A aliquota foi diluida com 35 mL de tamp&o fosfato e
homogeneizado em agitador de tubos Vortex. O extrato foi aplicado
na coluna de imunoafinidade, a coluna foi entdo lavada com 10 mL
de agua ultra pura (vazao 5 mL/min) e seca por passagem de ar. A
toxina foi eluida com 3 mL de metanol (vazdo 2 mL/min). O extrato
foi seco sob fluxo de nitrogénio (60°C) e re-suspenso em 1 mL de
fase mével e aplicados 100 uL em sistema CLAE. Para estas
modificacdes a faixa de recuperacéo foi de 51-76% (média de 63%),
para as amostras de aveia artificialmente contaminadas com 0,06 ug
de ocratoxina A/g. Para as amostras de cevada a recuperacao
variou de 30 - 69%, com média de 56% e para as amostras de
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centeio a recuperacao média foi de 30% ou sem recuperacao para o
mesmo nivel de contaminacao artificial.
4.9.4 - Resultado do teste 4 para exiracdo de ocratoxina A em cereais
de acordo com SCUDAMORE e MACDONALD (1998) :

a) Teste sem modificagcdes: de acordo com o método foram
conseguidos 11% de recuperacdo para aveia para nivel de
contaminacao de 0,024 ug de ocratoxina A/g.

b) 12 modificagdo: a 25 g de amostra foram adicionados 200 mL de
acetonitrila/agua  (60:40) que foram homogeneizados em
liquidificador por 3 minutos em velocidade média, sendo filtrados em
papel de filtro grau qualitativo. Foi coletada aliquota de 15 mL e
diluida com 35 mL de tampao PBS e realizada homogeneizagdo em
agitador de tubos Vortex. Apds aplicacdo da amostra (volume total
de 50 mL) na coluna de imunoafinidade, a coluna foi lavada com 10
mL de agua ultra-pura (vazdo 5 mL/min) e seca deixando passar ar.
A toxina foi eluida com 3 mL de metanol (vazao 2 mL/min). O extrato
foi seco sob fluxo de nitrogénio (60°C) e re-suspenso em 1 mL de
fase moével. Foram aplicados 100 uL em cromatégrafo a liquido de
alta eficiéncia. Com estas modificacbes foram obtidos 44% de
recuperacdo nas amostras de aveia para ocratoxina A
artificialmente aplicada para nivel de contaminacao de 0,024 ug/g.
Para as amostras de cevada a recuperacdo foi de 32% e amostras
de centeio apresentaram extratos limpos, mas sem recuperacao da

toxina adicionada.
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4.9.5 - Resultado do teste 5 para extracdo de ocratoxina A em cereais
de acordo com SOLFRIZZO et al. (1998):

a) 12 modificacao: o extrato da amostra foi homogeneizado em agitador
para erlenmeyer por 30 minutos, apods 0 extrato ser
desengordurado, foi diluido com 15 mL de tampao fosfato/metanol
(15:85), sendo lavado o frasco 3 vezes com 5 mL da solucdo. O
extrato apresentou residuos em suspensdo nao sendo possivel

aplica-lo na coluna de imunoafinidade.

4.9.6 - Resultado do teste 6 para extracao de ocratoxina A em cereais
de acordo com LEPON (1986):

a) 12 modificacdo: em 25 g de amostra foram adicionados 170 mL de
acetonitrila/agua (9:1) com 0,5 mL de acido sulfurico e misturados
em liquidificador por 3 minutos em velocidade média, filtrando em
papel de filtro grau qualitativo. Foi retirada uma aliquota de 150 mL
do filtrado. Foram adicionados 150 mL de sulfato de aménio e 50
mL de Celite em um béquer e misturados com bastdo de vidro. Apos
repouso por 5 minutos, a mistura foi filtrada e retirada aliquota de
150 mL a qual foi transferida para funil de separagdo. Foram
adicionados 150 mL de agua ultra-pura e mais 10 mL de cloroférmio
e apds agitacdo por 3 minutos (12 particdo) foi permitido um
repouso de 10 minutos e coletada a fase cloroférmica para um
béquer. Foram adicionados mais 10 mL de cloroférmio ao funil de
separacdo. Apods agitagcao por 3 minutos e repouso por 10 minutos
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(28 particao) foi retirada a fase cloroférmica para outro béquer. Foram
coletados 5 mL de cada béquer para um mesmo frasco e a
combinacdo de extratos cloroformicos foi seco sob fluxo de
nitrogénio (60°C). O extrato seco foi transferido para coluna de
imunoafinidade lavando o frasco 4 vezes com 5 mL de tampéo
fosfato. A coluna de imunoafinidade foi lavada com 10 mL de agua
ultra pura mantendo uma vazao de 2-3 mL/min, e a seguir foi seca e
ar passado através da mesma. A toxina foi eluida com 3 mL de
metanol. O extrato foi levado a secura sob fluxo de nitrogénio
(60°C), re-suspenso em 1 mL de fase mével e 100uL aplicados em
sistema CLAE. N&o houve recuperagdo da toxina na amostra de
aveia testada para um nivel de adicdo de 0,024 ug de ocratoxina A/g.

4.9.7 - Resultado do teste 7 para extracao de ocratoxina A em cereais
de acordo com VALENTE SOARES (1987):
a) 12 modificacdo: apds secagem do extrato cloroférmico, este foi re-

suspenso quantitativamente com quatro porgcdes de 5 mL de
tampédo fosfato/metanol (15:85) e aplicado nas colunas de
imunoafinidade (vazao 2-3 mL/min). A coluna foi lavada com 10 mL
de &gua ultra pura e a seguir foi seca com passagem de ar. A
toxina foi eluida com 3 mL de metanol. O extrato foi levado a
secura sob fluxo de nitrogénio (60°C), re-suspenso em 1 mL de
fase mével e aplicados 100uL em sistema CLAE. N&o houve
recuperagao da toxina adicionada em concentragcdo de 0,012 ug/g
para amostras de cevada e centeio analisadas.
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b) 22 modificacdo: foram adicionados 0,4 mL de acido sulfarico
concentrado na solu¢do de KCI. Houve formacao de forte emulséo
no funil de separacéo, ndo sendo possivel continuar a extracdo da

amostra de cevada.

4.9.8 - Resultado do teste 8 para extracdo de ocratoxina A de acordo
com ZIMMERLI e DICK (1995) :
a) Teste sem modificacdes: a extracdo de ocratoxina A em amostras

de aveia e cevada apresentou formacdo de emulsdao no funil de
separacao, nao sendo possivel continuar com o procedimento.

b) 12 modificacdo: foram pesadas 50 g de amostra e adicionados 170
mL de solucdo de H;3;PO,. A mistura foi homogeneizada em
liquidificador por 3 minutos em velocidade média e filtrada em papel
de filtro grau qualitativo. Foi retirada aliquota de 150 mL para um
béquer e foram adicionados 3 mL de ferrocianeto de potassio (15%)
e 3 mL de acetato de zinco (30%). Apds um repouso por 5 minutos
foi realizada nova filtragédo. Foi retirada uma aliquota de 100 mL para
funil de separacéo. Ao funil de separagao foram adicionados 100 mL
de agua ultra pura e a toxina foi extraida conforme descrito pelo
método (E segredo?). Nao houve recuperagéo da toxina na amostra
de aveia. Para cevada a recuperacéao foi de 24% para um nivel de

contaminacao de 0,012 ug de ocratoxina A/g.
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4.9.9 - Resultado do teste 9 para exiracdo de ocratoxina A em cereais
de acordo com MOLLER e NYBERG (2003):
a) Teste sem modificacdo: ndo houve da toxina na aveia para nivel de

contaminacéo de 0,024 ug de ocratoxina A/g.

4.9.10 - Resultado do teste 10 para extracdo de ocratoxina A para
paprica de acordo com R-BIOPHARM RHONE LTD (2002):

Este método, recomendado para paprica, quando aplicado a

centeio levou a recuperacgdes de 55 a 91% para nivel de contaminacéo
de 25 ng/g e foi, portanto, escolhido para este cereal.

De todos os métodos testados, o que apresentou melhores
resultados em termos de recuperacdo foi o método descrito por
SHARMAN et al. (1992) modificado, obtendo-se recuperagdes médias
de 70% para aveia e 66% para cevada. Para as amostras de centeio,
o método de extracdo da R-BIOPHARM RHONE LTD (2002) para
paprica apresentou melhores resultados com recuperacao média de
75% para contaminacdo com ocratoxina A em niveis de 25 ng/g
(Tabela 4.5).
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Tabela 4.5 — Caracteristicas de desempenho dos métodos otimizados

para extragao de ocratoxina A em cereais.

Am Recu Des Cv LD LQ

Ave 75 0,00 4,53 0,01 0,05
Ave 64 0,00 2,85 0,01 0,05
Ave 60 0,00 3,32 0,00 0,02
Ave 70 0,00 3,77 0,01 0,05
Ce 67 0,00 3,49 0,01 0,05
Ce 62 0,00 1,99 0,00 0,03
Ce 94 0,78 2,76 0,00 0,02
Ce 85 0,97 3,15 0,00 0,02
Ce 70 0,68 2,16 0,00 0,03

LD= limite de detécgéo

LQ= limite de quantificacao

Os métodos utilizados para determinacdo de ocratoxina A em

cereais constaram de extracdo solido-liquido, limpeza com coluna de

imunoafinidade e quantificacdo por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detecgcao por florescéncia. Os métodos demonstraram

boa resolugdo e cromatogramas sem interferentes (Figuras 4.6 a 4.8).

O tempo de retencéo variou de 3,7 a 4,2 minutos com a fase mével

acido acético 9% / metanol (35:65) com vazéo de 1,0 mL/minuto. As
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recuperacdes obtidas para as amostras de aveia apresentaram 70% de
recuperacao média e para cevada foram em média de 66%.

Resposta do
Detector

Lmu

Tempo (min)

Figura 4.5 - Cromatograma do padréao de ocratoxina A (0,20 ug/mL)
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Figura 4.6 — (a) cromatograma de amostra de aveia ndo contaminada;
(b) cromatograma de amostra de aveia contaminada artificialmente
com ocratoxina A (25 ng/g)
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Figura 4.7 — (a) cromatograma de amostra de cevada ndo contaminada; (b)
cromatograma de amostra de cevada contaminada artificialmente com
ocratoxina A (25 ng/g)
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Figura 4.8 — (a) cromatograma de amostra de centeio ndo contaminada; (b)
cromatograma de amostra de centeio contaminada artificialmente (25 ng de
ocratoxina A/g)
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Os limites de deteccdo e de quantificacdo, respectivamente,
foram determinados para cada tipo de amostra (Tabela 4.6). Os testes
de recuperacdo que acompanharam as anadlises dos cereais
apresentaram um coeficiente de variacdo médio de 2,45% .

Os resultados do presente estudo em relagdo a recuperacao da
toxina adicionada e aos limites de deteccdo do método estdo na
mesma ordem de grandeza dos valores relatados em trabalhos
semelhantes. SANTOS et al. (2004) investigaram ocratoxina A em
amostras de cevada (grao cervejeiro) e os niveis de recuperacao da
toxina foram de 66,66%. Em 1992, SHARMAN e colaboradores
quantificaram a presenca de ocratoxina A em cereais. Para as
amostras de trigo, a recuperacdo média foi de 74% e o limite de
deteccédo do método foi de 0,2 ug/kg para trigo e cereais matinais.

JORGENSEN e VAHL (1999) analisaram ocratoxina A em farinha
de centeio e obtiveram Ilimite de deteccao de 0,02 ug/kg e
recuperacdes médias acima de 100%.

ESKOLA et al. (2002) estudaram a presenca de ocratoxina A em
cereais (trigo, centeio, cevada e aveia). O limite de deteccdo do método
para ocratoxina A foi de 0,1 pg/kg para os dois sistemas de purificacao
empregados. A recuperacdao media da toxina para niveis de 0,6 pg/kg e
2,5 ug/kg para o método manual foi de 82 e 87% para trigo, 96 € 95%
para centeio, 85 e 88% para cevada e 101 e 88% para aveia,
respectivamente. O método analitico que empregou o sistema
automatizado apresentou recuperacées médias de 68 e 85% para trigo,
82 e 95% para centeio, 87 e 85% para cevada e 106 e 93% para aveia,

respectivamente.
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Em 1998, SCUDAMORE e MACDONALD participaram no Reino
Unido de um estudo colaborativo para determinar ocratoxina A em
trigo. A recuperacao média para niveis de 5 ug/kg foi de 93%.

ENTWISLE e colaboradores (2000) participaram de um estudo
colaborativo para determinar ocratoxina A em cevada. O limite de
deteccédo foi de 0,2 ug/kg (relacdo sinal-ruido 3:1). As recuperacdes
obtidas foram de 65 a 113%, em niveis de 4 ng/g de ocratoxina A.

BLESA et al. (2004) estudaram a determinacdo de ocratoxina A
em cereais e produtos de cereais. A recuperacao foi de 86% em
amostras de arroz para niveis de 10 ng/g de ocratoxina A. O limite de
deteccdo e quantificacdo do método foi de 0,25 e 0,75 ng/g,
respectivamente.

LEONI et al. (2000) investigaram a ocorréncia de ocratoxina A em
amostras de café. Obtiveram um limite de deteccdo de 0,2 ng de
ocratoxina A/g e uma recuperacdo média de 77 a 108%. LEONI et al.
(2001) quando investigaram café produzido no Brasil para ocorréncia
de ocratoxina A, obtiveram uma recuperacao média de 80% e um limite
de detecgao do método de 0,7 ng/g.

A ocorréncia de ocratoxina A foi investigada em amostras
comerciais de café soluvel e café torrado e moido, comercializado em
Belo Horizonte/MG, no periodo de outubro/1998 a maio/1999. As
recuperacdes obtidas variaram de 76,5-87% para café soluvel e de 73-
86% para café torrado e moido. Os limites de deteccdo para café
torrado e moido e café soluvel foram de 0,25 ng/g e 0,10 ng de
ocratoxina A/g, respectivamente (PRADO et al., 2000).
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4.10 - LEVANTAMENTO DE INCIDENCIA DE OCRATOXINA A EM
AVEIA, CEVADA E CENTEIO

O presente levantamento em cereais ndo detectou ocratoxina A
nas 28 amostras de cevada, nas 22 amostras de centeio e nas 30
amostras de aveia analisadas. Os resultados sdo semelhantes ao
estudo de ESKOLA et al. (2001) que investigaram a ocorréncia de
ocratoxina A em 21 amostras de cereais e nenhuma das amostras
apresentou contaminagao com ocratoxina A. Levantamentos realizados
em outros paises relatam a ocorréncia de ocratoxina A em cereais,
indicando que a presenca da toxina nesses produtos pode estar em
maior ou menor grau e pode ser dependente das condicbes de
colheita, secagem e qualidade no armazenamento e também da regiao
onde s&o cultivados (ZIMMERLI e DICK, 1995; BENFORD et al., 2001).

MACDONALD et al. (2004) pesquisaram ocratoxina A em graos
armazenados da colheita do ano de 1999 no Reino Unido. Os niveis da
toxina estavam abaixo de 5 ug/kg em 97% das amostras, indicando
condigdes de armazenamento satisfatérias. CZERWIECKI et al. (2002)
relataram incidéncia (5,8% a 37,5%) e niveis de contaminacio (0,3 a
25,7 ug/kg) variaveis de ocratoxina A em centeio, cevada e trigo na
Polénia. BLESA et al. (2004) investigaram ocratoxina A em 19
amostras de graos de cereais (arroz, trigo, e cevada) e 43 amostras de
produtos de cereais na Espanha. Para os graos de cereais, a presenca
de ocratoxina A nao foi detectada em nenhuma amostra. No entanto,
nos produtos de cereais, a ocratoxina A foi encontrada em seis

amostras: 2 amostras de cereais matinais de trigo com niveis de 1,88
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ng/g, duas amostras de cereais matinais de milho e trigo com 1,51 ng/g
e duas amostras de cereais matinais de trigo e aveia com niveis de
5,35 ng de ocratoxina A/g.

Foi investigada a presenca de ocratoxina A em 148 amostras de
trigo, 131 amostras de cevada e 21 amostras de aveia, armazenadas
em depdsitos comerciais no Reino Unido. A ocratoxina A foi detectada
em 22 amostras de trigo com valor médio de 1,9 ug/kg, em 35
amostras de cevada com nivel médio de 2,6 ug/kg e 6 amostras de
aveia com contaminagdo meédia de 0,5 pg/kg. O trabalho mostra
também a distribuicdo da toxina em relacdo as diferencas regionais,
uma vez que dezenove amostras (12%) provenientes do leste da
Inglaterra, 25 amostras (26%) provenientes do oeste e 19 amostras
(40%) provenientes do norte da Inglaterra estavam contaminadas com
ocratoxina A (JONES, 1999a).

Na area de ocorréncia da Nefropatia Endémica do Balcas, 92
amostras de trigo e 51 amostras de milho foram pesquisadas para
ocorréncia de ocratoxina A. A toxina estava presente em 76% das
amostras de trigo e 33% das amostras de milho em concentragdes
médias de 38,8 pg/kg e 20,0 ug/kg, respectivamente (PUNTARIC et al.,
2001).

PFOHL-LESKOWICZ et al. (2004) analisaram ocratoxina A nos
alimentos consumidos por habitantes de areas da regido da Nefropatia
Endémica dos Balcas para confirmar a exposicdo da populagdo. A
média de ingestdo semanal de ocratoxina A variou de 130 a 14.152 ng,
correspondendo a uma ingestao diaria de 18,6 a 2021 ng/pessoa/dia.
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Foi realizado um estudo no Reino Unido para investigar a
exposicdo humana a ocratoxina A, através de amostras da dieta de
voluntarios. A ocratoxina A foi detectada em todas as amostras que
compunham a dieta apresentando niveis que variaram de 10 a 115 ng
de ocratoxina A/kg (JONES, 1999b).
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5 — CONCLUSOES

A combinacdo coluna de imunoafinidade para a limpeza de
extratos e cromatografia liquida com deteccéo por fluorescéncia para
quantificacao foi otimizada para determinacdo de ocratoxina A em
sucos de laranja, uva, maracuja e abacaxi e mostrou-se eficiente
quanto a limpeza, recuperacao e sensibilidade desde que os sucos de
uva e abacaxi fossem previamente filirados e os sucos de laranja e
maracuja fossem previamente submetidos a tratamento enzimatico e
centrifugagcdo. A toxina n&o foi encontrada em nenhuma das 144
amostras analisadas.

A reutilizacdo das colunas de imunoafinidade mostrou-se
adequada até o segundo uso para suco de laranja com recuperacao de
86% e para suco de uva com recuperacdo de 64%. Com suco de
abacaxi foi possivel utilizar trés vezes este tipo de coluna com
recuperacao de 73% na terceira utilizagdo. Ja com suco de maracuja,
apenas uma utilizagdo é recomendada, uma vez que a recuperagao no
segundo uso cai para 50%.

O procedimento preconizado pelo fabricante da coluna de
imunoafinidade com algumas modificacdes, mostrou-se adequado para
determinacdo de ocratoxina A em cerveja. O valor médio da
recuperacao foi de 93% para cerveja

tipo Pilsen e 87% para cerveja do tipo escura. A reutilizagao das
colunas de imunoafinidade mostrou-se adequada até o terceiro uso.

O levantamento realizado para verificar ocratoxina A em cerveja

brasileira demonstrou contaminacao por esta micotoxina em 5
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amostras dentre as 123 analisadas, todas do tipo Pilsen, em niveis que
variaram de 1 a 18 ng/mL.

As amostras de aveia, cevada e centeio provaram ser
extremamente complicadas para extracao da ocratoxina A e limpeza
dos extratos. Apds testar 10 métodos e algumas variantes dos
mesmos, apenas um método mostrou-se adequado para aveia e
cevada, o do SHARMAN et al. (1992) com recuperacées médias de
67% para aveia e 65% para cevada e outro se mostrou aceitavel para
centeio, o da R-RIOPHARM RHONE LTD (2002) desenvolvido
originalmente para paprica, com recuperagdo média de 83%. O
levantamento realizado para verificar a incidéncia de ocratoxina A em
cereais nao detectou a toxina em 80 amostras analisadas.

As colunas de imunoafinidade empregadas mostraram-se
adequadas, podendo ser empregadas duas vezes para as amostras de

aveia, cevada e centeio.
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