UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE ALIMENTOS

OCRATOXINA A EM CAFE

PARECER

Este exemplar corresponde 3
redagdo final da tese defendida
por Regina Prado Zanes Furani
aprovada pela Comisséo
Julgadora em 16 de dezembro
de 1998.

Campinas, 16 de dezembro de
1998

ol et Sty
Profa, Dra. Lucia Maria Valente Soares
Presidente da Banca

BRASILEIRO

Regina Prado Zanes Furlani
Tecndloga Quimica

Profa. Dra. Lucia Maria Valente Soares

Orientadora

Tese apresentada a Faculdade de Engenharia de Alimentos, da

Universidade Estadual de Campinas, para obtencdo do titulo de

Mestre em Ciéncia de Alimentos.

Campinas -SP
1998



UNIDADE_ . A
N CHamaca:
; B -

Tow BL) 3G 4 AT
PROC.  .2.29 /9%
L e
A LU P
PRECO. R & A\ Co
DaTa__©37 o275 9.

CH-00120937-F

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA F.E.A. - UNICAMP

F9780

Furlani, Regina Prado Zanes
Ocratoxina A em café brasileiro / Regina Prado Zanes Futlani

-- Campinas, SP: [s.n], 1998.

Orientador : Lucia Maria Valente Soares
Dissertagiio (mestrado) - Universidade Estadual de Campinas.

Faculdade de Engenharia de Alimentos.

1. Ocratoxina. 2. Café. 3. Micotoxinas. 1. Soares, Lucia
Maria Valente II. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Engenharia de Alimentos. IIL Titulo.




FOLHA DE APROVACAO

Tese defendida e aprovada, em 18 de Dezembro de 1998, pela banca

examinadora constituida por

Fa L
wo ) SR N -
< ; ) ! K . M..r;.ﬁ. ot
{ 3{ /wi efo w&&wik ot L AL

Profa. Dra. Lucia Maria Valente Soares (orientadora)

Dra. Myra Sabino (membro)

;\.l\?%euzas\ ?‘“’Q . / N

£ oot

Iérofa. Dra. Heloisa Mascia Cecchi (membro)

Dra. Marta HiromiTaniwaki {membro)



Ao José Eduardo,

dedico



Aos meus pais
Neusa e Francisco,

carinhosamente agradeco



"Pode-se viver no mundo uma
vida magnifica quando se sabe
trabalhar e amar, trabalhar pelo
que se ama e amar aguilo em
que se trabalha.”

Tolstoi



“S6 existe uma coisa melhor do
que fazer novos amigos:
conservar 05 velhos.”

Elmer G. Letterman



AGRADECIMENTOS

A minha otientadora, Profa. Lucia Maria Valente Soares, pela orientacdo desta

tese, pelo apoio, amizade e constante disponibilidade.

As Professoras Helena Godoy, Heloisa Cecchi e Regina Franco pelo apoio e
pela oportunidade da realizacio deste trabalho.

A Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP pela infra-estrutura

oferecida.

A Cia Cacique de Café Solivel, na pessoa do Sr. Paulo Laure C. Qliveira, pela

disponibilizagao das amostras e reagentes.
A Juliana Monteiro Zanes, pela corregao ortogréfica e gramatical.
A Luciane Kawashima e Natalia Janzantti pela amizade e apoio incondicionais.

Ao amigos da secretaria do Departamento de Ciéncia de Alimentos, Marquinho,

Marcéo e Jardete pela ajuda em todos os momentos.

A todos os amigos do Laboratério de Analise de Alimentos, que de alguma

forma contribuiram para a realizagio deste trabalho.

Ao 8r. Cosme Perota, funcionario da secretaria de pos graduagdo de FEA, pela

presteza e paciéncia.

Aos membros da banca, Dras. Myrna Sabino, Marta Taniwaki e Heloisa Cecchi

pelas sugestoes apresentadas para a redacao final da tese.

Ao meu esposo José Eduardo pelo incentivo na realizacdo desta tese.



SUMARIO

INDICE DAS TABELAS ... et
INDICE DAS FIGURAS .. .o iv
RESUMO. oottt v

CAPITULO 1 — REVISAO DA LITERATURA...corvuussimmmeemreeroeesmeessomsssseesseeessssseeeeeseessoseeeessoeesseeeseseeoeeee 2

1- Natureza Quimica e Efeitos Toxicos das OeratoXiNas.....cooo o3
2 - Metodologia Analitica para Determinacgso de OcratoXing A..oooeeereoeooo 8
3 Metodologia Analitica para Determinagéio de Ocratoxina Aem Café. oo 7

- Ingidéncia de QOcratoxina A em Café... RSN |
5 Efeitos do Processamento na Ocratoxma A em cafe ...................................................................... 11
B - BILHOGIAMA... .o 13

CAPITULO 2 — AVALZA(}AD DE METODOS PARA DETERMINACAO DE OCRATOXINA A EM
CAFE VERDE E CAFE TORRADO. ..c.ovuummusnseerevaccsmeneeeeoesorsssmemsssosessossssoesoesseesoone 18

REBUINIO. .1ttt ettt ettt e e e 19
Abstmct ................................................................................................................................................. 20
S IFOBUCBIO . oo 21
2 Matena!s € MEIOUOS. ..o 23
22 Equ;pamenros 23

2.3 - Preparo do Padrao de Ocratox:na A SO SRR~ |
2.4 - Cromatografia em Camada Ee.’gada ettt e e e e e eran e B4

2.5 - Cromatografia Liguida de Alta Eﬁc;énc:a ) .24

2.6 - Testes de Recuperag:ao do Padrdo de Ocratoxma A Ad:cronado em Coiunas de Extragaa em
Fase Sdiida. .. 25
2.7 - Limpeza dos Exrratos SOOI : /¢
2.7.1- Clarificacio.... 30
2.7.2 - Partigdo.. .. . OO UURRTRUS: 1~
2.7.3 - Extragéo em fase sonda USRS PUUNRNURSRRRRC 1~
SHica & Octadecilsifi.... 32
Imunoafinidade... OO SO UOTRURUPTRPIR 1

2.8- Testes de reutmza;éo das colunas de !munoafmdade e aee e O
3- Resuitados e D:scusséo ............................................................................................................... 34

3 2 - Recuperacsc do padro de ocratoxma A ao‘.fc.'onado em co!unas de exfragao em fase
solida... BSOS USRI UOURURITRNURI 7~
33- f_fmpeza dos exfratos de café verde e torrado SR TU ORI ROIUUPUNORUURUON:
3.3.1- Clarificagdo.... 35
3.3.2 - Partigdo.... U UU USSR PSRN . |
3.3.3 - Limpeza em fase soi:da OO RRURTRORRC -1
3.4 - Reutmzagao das colunas de lmunoafmldade com extratos de café verde IUUUROIPPRNY: 7 4
4 - Conciusges... 38
5 - BIDNOGrafia. . ... et 39



CAPITULO 3 - INCIDENCIA DE OCRATOXINA A EM CAFE VERDE PROVENIENTE DE VARIAS
REGIOES PRODUTORAS BRASILEIRAS. ...ccoocmmmunermmonseniomcosstvsenessssssssesmessessnnne. 42

ABSITACT.. i 44
I AREOUGAO ..ot e 45
2 - Material @ MEIOUOS. ...t 46
22«Reagentes4?
2.3 = EQUIDAMBIIOS....o....ciooviveeeert oo sv v e eeeee e AT
2.4 - Preparo da curva padro de 0CTatOXINa A............veeeoreeereeeeeoeeeeooeoeoeoooeoo AT
2.5 - Extrag8o e impeza das @mMOSITaS...........c.cccoowivoooeeoeecor oo A
EXITBQAO...cooo oottt ettt A8
Limpeza com coluna de imunoafinitdade. ... 48

2.6 - Deferminagdo da ocratoxing A POr CLAE .............oococooeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeoeee 48
2.7 - Controle de qualidade nalflico. ... oo 40

3 - Resultados € DISCUSSHOC. ...t eete e soseeee et ee s e eee oo oo 4D
3T = CUIVE PBUIEO. ...tk et et 4D
3.2 - Confrole de qualidade @nalitico...........c.ccccoocivirmeeoreeroecisreeereeeereseeoeeeseoo . B0
3.3 - Ocorréncia de ocratoxina A nas amostras analiSadas. .....o.ooweve oo BD

A ~CONCIUSOAS.. ..ot et e oot s e et BT
B wBIDHOGIAIIB. ...t e e 55

CONCLUSOES GERAIS ......ooocecveet it pg

ANEXOS. o ettt et e em e 59



CAPITULO 2 -

Tabela 1.

Tabela 2.

Tahela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

CAPITULO 3 -

Tabelz 1.

iii

iNDICE DAS TABELAS

AVALIAGCAO DE ME}’TODQS PARA DETERMINACAO DE OCRATOXINA A EM
CAFE VERDE E CAFE TORRADO

Sistemas testados para eluigtio de padrio de ocratoxina A em colunas de extracio
em fase sélida tipo octadeciisili utilizando-se quaritificagio em cromatografia de
CaMAUa deIGA0A. ...t 26

Sistemas testados para eluigio de padrio de ocratoxina A em colunas de axtragio
em fase solida tipo octadecilsifil utilizando-se quantificacio em cromatografia liquida
de alta efICIBNGCIA. ... e 27

Sistemas testados para eluigéio de padrio de ocratoxina A em colunas de axtracéo
em fase solida tipo cianopropil utifizando-se quantificacio em cromatografia Hquids de
At SfICIBNCIAL ...t 27

Sisternas testados para eluicBo de padrio de ocratoxina A em colunas de extracio
em fase sdlida tipo silica utilizando-se quantificaggo em cromatografia de camada
AEIGAUA. ..o e 28

Sistemas testados para eluicdo de padrao de ocratoxina A em colunas de extragdo
em fase sdlida tipo silica utllizando-se quantificacio em cromatografia liquida de alta
ERCIBNCIAL .ot 2

Sistemnas testados para eluic8o de padrao de ocratoxina A em colunas de extracio
em fase soiida tipo imunoafinidade utiizande-se quantificagio em cromatografia
ligquida de alta eficiéncia................ AL b2k e e e e h e eeee e ene s ereree s 30

Sisternas testados para eluiggo de padro de ocratoxina A em extratos de café
torrado em colunas de extragiic em fase sélida tipo silica utilizando-se quantificacdo
em cromatografia Hquida de alta eficiencia..........oocoio oo 32

Sistemas testados para eluig8e de padréo da ocratoxina A em exiratos de café
torrado em colunas de extragio em fase sélida tipo octadecilsilil utilizando-se
quantificacdo em cromatografia liguida de alta eficiéncia..........ooooooe 33

Teste de reutilizagdo de colunas de imunoafinidade especificas para ocratoxina A de
MATCAS AIRIONTES. ... .ot 3B

INCIDENCIA DE OCRATOXINA A EM CAFE VERDE PROVENIENTE DE VARIAS
REGIOES PRODUTORAS BRASILEIRAS

Niveis de contaminagdo por ocratoxina A em café verde proveniente de varias regides
BIBSHEINES. ... ..ottt ettt oot 52



iNDICE DAS FIGURAS

CAPITULO 1 - REVISAD DA LITERATURA

Figura 1. Estruturas das CoratoXings.. ..o 4

CAPITULO 2 - AVALIACAQ DE METODOS PARA DETERMINAGCAC DE OCRATOXINA A EM
CAFE VERDE E CAFE TORRADO

Figura 1. Procedimento empregado para verificacao da eficiéncia da limpeza de extratos de
cafe verde e torrado com os clarificantes: sulfato de amdnio (30%), acetato de
chumbo (20%), sulfato de cobre (10%), mistura de ferrocianeto de potassio {0,25M) e
acetato de zinco {1M) e mistura de acetato de chumbo {20%) e sulfato de amdnio

(B0 ) ettt e 3
Figura 2. Procedimento empregado para verificacio da eficiéncia da limpeza de extratos de
cafe verde e torrado com os clarificantes: sulfato de aménio (30%) e sulfato de cobre
(0%, e sttt ettt et 31
Figura 3. Procedimento empregado para a verificagao da eficiéncia da limpeza de exiratos de
café verde & torrado em colunas de imuncafinidade. ..o 34
Figura 4. Perfil cromatogréfico de uma amostra de café verde contaminado artificiaimente com
ocratoxing A nas condiches desCritas M 2.5, oo 37

CAPITULO 3 - INCIDENCIA DE OCRATOXINA A EM CAFE VERDE PROVENIENTE DE VARIAS
REGIOES PRODUTORAS BRASILEIRAS

Figura 1. Curva padréu da ocratoxina A. CV médio=4,1% {0 3-9 0) e y“222?56x
= 0,995848.. PR . ITOUURURRRNE - ¢
Figura 2. Parfil cromatogréﬁca de uma amosira de café verde contaminada naturaimente e uma

AMOSIE N0 COM BB e et 51



RESUMO

A ocratoxina A & um metabdlito toxico produzida por varias espécies de Aspergillus e
Penicillium, principalmente A. ochraceus. Tem sido detectada em um grande nimero
de produtos alimenticios tais como: milho, feij&io, café verde e café torrado. A Halia
propds em 1996 um limite de 4 ng/g para café verde e na Unido Européia existe uma
proposta de que o valor méximo permitido de ocratoxina A em café seja diminuido
para 2,0 ng/g. No Brasil ndo existem limites para ocratoxina A em alimentos. O Brasil
& um dos maiores produtores de café no mundo o que representa uma das maiores
divisas do pais. No entanto, desconhece-se a situagdo do café produzido no Brasil

com refacdo a essa toxina.

O presente trabalho avaliou as metodologias analiticas disponiveis para determinar
acratoxina A aplicando-as em café verde e torrado. Foi testada a recuperagéo de
padrdo de ocratoxina A em colunas de extracdo em fase solida de silica,
octadecilsilil, cianopropil e imuncafinidade. Também foram testadas técnicas
classicas de limpeza de extratos (clarificacdo e partigdo) em alimentos para
determinagéo de micotoxinas. Os resultados obtidos com fimpeza por clarificagio e
com colunas de extracdo em fase solida de silica e octadecilsilii ndo foram
satisfatorios. A utilizac8io de colunas de imunocafinidade mostrou-se eficaz tanto na
limpeza quanto na recuperacao (média de 97%), da ocratoxina A em amostras
arfifictalmente contaminadas. Nos testes de recuperacdo apenas com padrdo de
ocratoxina A as colunas de imunoafinidade também mostraram-se superiores as

outras {écnicas testadas.

Um levantamento preliminar da producgéo brasileira com relagdo a incidéncia de
ocratoxina A em cafe fol conduzido. Foram analisadas 84 amostiras de café verde
provenientes de 6 estados brasileiros (Parand, Sao Paulo, Bahia, Minas Gerais,
Espirite Sante e Roraima). A ocratoxina A foi encontrada em 18 das amostras em
niveis que variaram de 1,7 a 147,5 ng/g. As andlises foram feitas com colunas de
imunoafinidade na etapa de limpeza e cromatografia liquida de aita eficiéncia com
deteccho por fluorescéncia na etapa de guantificagdo. A coluna analitica utilizada foi
Spherisorb ODS-2 e a fase movel metanol / acido acético 9% (85+35).
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SUMMARY

Ochratoxin A is a toxic metabolite produced by several Aspergillus and Penicillium
spp. Among those A. ochraceus is pointed out as a main producer. Ochratoxin A has
been found in many types of foods such as maize, beans, and coffee. In 1996 Haly
has set a limit of 4,0 ng/g for Ochratoxin A in green coffee and the European Union is
considering a lower limit of 2,0 ng/g. In Brazil no limit has been set so far. Brazil is
one of the iargest coffee producers in the world and coffee represents a major source
of revenue for the country. Nevertheless the situation of Brazilian coffee in regard to

this foxin is unknown.

The present work evaluated analytical techniques available for Qchratoxin A
determination in foods for possible use in green and roasted coffee analysis. The
recovery of Ochratoxin A standard was tested in solid phase extraction (SPE)
columns of silica, octadecylsilyl, cyanopropyl, and immunoaffinity. Classical cleanup
techniques such as clarification and partition were also tested. The results for SPE
silica, cyanopropyl, and octadecylsilyl columns were not satisfactory. Immunoaffinity
columns, however, were effective for cleanup and in terms of recovery {average
87%) for Ochratoxin A spiked samples. In recovery tests using pure standards the
immunoaffinity columns were also superior to all other techniques tested.

A preliminary survey of the Brazilian coffee for the incidence of Ochratoxin A was
conducted. Eighty-four samples of green coffee from six coffee producing states
{(Parana, S&o Paulo, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo and Roraima) were
analyzed. Ochratoxin A was found in 18 of the samples in levels from 1,7 a 147,5
ng/g. The analysis were conducted using immunoaffinity columns in the cleanup
steps and HPLC with fluorescence detection in the quantification step. The analytical

column was Spherisorb ODS-2 and mobile phase was methanol / acetic acid 9%
{65+35).



INTRODUCAO

A cultura de café no Brasil tem uma grande importancia tanto para o
consumo interno quanto para o comércio externo. O Ministério da indtstria do
Comércio & Turismo (MICT) do Brasil estima que a safra de café para o ano safra
98/99 serd de 33,95 milhdes de sacas. A Associagéo Brasileira dos Exportadores de
Café (Abecafé) prevé que a exportacéo de café em grao sera entre 17 e 18 milhdes
de sacas. A projegdo de consumo interno é de 12,5 milhdes de sacas e 3 exportacio
como cafeé sollivel de 3 mithdes de sacas. Barreiras comerciais baseadas na
introdugao de limites para ocratoxina A em café verde comegaram a tormnar-se uma
realidade de acordo com a regulamentagiio recentemente sugerida para este fim na
ltatia. Desde 1996 a ltalia sugere o fimite de 4 ng/g de ocratoxina A em café verde.
Atualmente tramita na Unido Européia a sugestao que esse limite abaixe para 2,0
ng/g. A situacéio do café brasileiro em relacdo a incidéncia de ocratoxina A €, no
entanto, desconhecida. Apenas alguns trabalhos realizados no Japéoc e na Europa
tém incluide algumas amostras de café brasileiro, constituindo-se assim, a Unica
fonte de informagao, se bem que escassa, sobre a incidéncia desta toxina em café

nacional.

Diante deste quadro, surge a necessidade de um levantamento amplo
da produgdo brasileira de café. Porém, a condicdo bésica para mniciarmos um
trabalho desta natureza estd na disponibilidade de técnicas de analise adequadas.
Assim sendo, o presente trabatho propds-se a primeiramente avaliar iécnicas
analiticas existentes que possam ser utilizadas em laboratérios nacionais. Em
segundo lugar, definida a metodologia, realizar um levantamento da incidéncia de

ocratoxina A em café brasileiro proveniente de varias regides produtoras.



CAPITULO 1

REVISAO DA LITERATURA



1 — NATUREZA QUIMICA E EFEITOS TOXICOS DAS
OCRATOXINAS

As ocratoxinas sdo um grupo de sete derivados de isocumarina ligada
a uma amida que por sua vez, esta unida a um grupo B-fenilalanina (Figura 1). Sao
metabolitos secundarios de fungos produzidos por Penicillium verrucosum em climas
temperados e por varias espécies de Aspergiflus em climas quentes e tropicais. A
principal espécie conhecida, produtora de ocratoxina, & A. ochraceus | Porém outras
especies, raramente associadas com alimentos, também podem produzir a foxina,
tais como A. sulphureus, A. sclerotiorum e A. melleus (MOSS, 1996). A ocratoxina A
aparece com mais freqiéncia na natureza e também é a mais toxica. Apresenta-se
como um po branco e cristalino quando seca, seu peso molecular & 403,84 e a
temperatura de seu ponto de fusio é de 1689°C. E pouco solivel em &agua
(< Tmg/ml) e tem solubilidade moderada em cloroférmio e metanol®. A ocratoxina A
apresenta intensa fluorescéncia sob luz ultravioleta, fluorescendo nas cores verde e
azul quando em solugbes 4cidas e alcalinas, respectivamente. Os maximos de
absorcdo quando dissolvida em &cido acético/benzeno {1+99) ou em etano! 95%
ocorrem em 332 e 333 nm e sua absortividade molar apresenta valores de 5550 e

6300 nestes dois comprimentos de onda, respectivamente.

Foi demonstrado que a ocratoxina A inibe a sintese de prateina por
competicac com a fenilalanina. Essa inibigdo pode ser revertida pelo aminoéacido em
questao, o que pode explicar por que a fenilalanina previne fortemente o efeito
imunossupressor da ocratoxina A e pode parcialmente prevenir a sua agdo
teratogénica e nefrotéxica. A ocratoxina A também acentua a peroxidacdo dos
lipideas in vitro & in vivo. (DIRHEIMER, 1996).

! United States National Toxicology Program (NTP) Chemical repository (Radian Corporation, August
29, 1981) Ocratoxina A hitp://ntp-db.niesh.nih.gov/NTP_Chem_H&S/NTP_Chem3/Radian303-47-9.txt



R, R, R;
QOcratoxina A Ci H H
Qcratoxina B H H H
Ester etilice da ocratoxina A {ocratoxina C) i H CH,CH,4
Ester metilico da ocratoxina A Cl H CH;
Ester etflico da ocratoxina B H H CH,CH,
Ester metilico da ocratoxina B H H Cl,
4-hidroxi-ocratoxina A Cl OH H

Figura 1 - Estruturas das Ocratoxinas

O principal alvo da atividade toxica da ocratoxina A é o rim. O figado,
no entanto, também pode sofrer danos quando exposto a altos niveis da toxina
(BUSBY & WOGAN (1981).

A QOcratoxina A é nefrotdxica, teratogénica e mutagénica em ratos.
Quando foi administrada, por via parentera,l em pdassaros, mamiferos e peixes, a
ocratoxina A mostrou-se agudamente toxica, com valores LDsg variando entre 5 e 30
ng/Kg. Sua toxidez é afetada sinergisticamente pela administragéo simultdnea de
outras micotoxinas como citrinina e acido penicilico. (BUSBY & WOGAN, 1981,
HALD, 1988). A nefropatia suina, amplamente estudada na Dinamarca, é um
problema para criadores e esta associada a frequente exposicao a ocratoxina A. Em

porcos, a ingestdo diaria, durante 3 - 4 meses, de 200ug de ocratoxina A por



kilograma de ragéio, foi suficiente para produzir alteragbes renais (BUSBY &
WOGAN, 1981, PLESTINA, 1998).

Um estudo conduzido pelo “United States National Toxicology
Program™ (NTP) em 1989, encontrou evidéncias da atividade carcinogénica da
ocratoxina A. Esta pesquisa mostrou um aumento na incidéncia de adenomas
incomuns e nos carcinomas das células tubulares em rins de ratos aos quais a
ocratoxina A havia sido administrada. Foram relatadas também alteracGes renais
n3o neoplasicas que inclufam hiperplasia, proliferagao celular, alteragtes
citoplasmaticas, aumento das células e necrose no epitélio renal. Neste estudo ficou

claro a evidéncia de atividade carcinogénica da ocratoxina A em ratos.

A contaminagdo com ocratoxina A nos cereais utilizados para
alimentag&o, bem como no sangue dos moradores, foi correlacionada com a
nefropatia endémica do Baleas, disfungdo renal em humanos que pode levar a
morte. A nefropatia endémica do Balcas atinge individuos adultos da populacéo
rural, e tem simitaridade com a nefropatia suina descrina na Dinamarca. (PLESTINA,
1996 ).

A "International Agency for Reserch on Cancer” (IARC)® opinou que
os dados obtidos a partir de animais de laboratério néo séio suficientes para calcular
o grau de carcinogenicidade da ocratoxina A em humanos e por esta raz&o a toxina
foi classificada como um “possivel carcindgeno” para humanos (grupo 2B).
{(PLESTINA, 1896 ).

Os niveis maximos de ocratoxina A séo regulamentados ou estio
sendo sugeridos em diversos paises e variam de 1 a 5 ng/g para alimentos infantis,
2 a 50 ng/g para cereais e 5 a 300 ng/g para ragbes (VAN EGMOND, 1996). Na
Unido Européia estdo sendo sugeridos, ainda como orientacédo, valores de 5 ng/g

para cereais e 1 ng/g para alimentos infantis, dependendo da metodologia analitica

? United States National Toxicology Program - Tecnical Report - 358, “Toxicology analise
Carcinogenesis Studies of Ocratoxina A (CAS n® 303-47-9) in F344/N Rats (Gavage Studies)”’
hitp://ntp-server niesh.nih.gov/hitdocs/l T-studies/tr358. htm!

? Reascnably anticipated to be a carcinogen: ocratoxina A (CAS n°303-47-9)
hitpiintp-server.niehs.nih.gov/htdocs/ARG/ARC _RAC/Qchratoxin-a.htmi



disponivel (VERARDI & ROSNER, 1895). A regulamentacgdo para café foi sugerida
pela ltalia em 1996 com um limite de 4 ng/g”.

Baseando-se em estudos promovidos pelo "Nordic Council of
Ministers”, o "Joint Expert Committee on Food Additves” (JECFA), calculou o nivel
toleravel provisdrio de ingestdo diaria de ocratoxina A como 14ug por kg de peso
corpéreo por dia (KUIPER-GOODMAN, 1996).

2 - METODOLOGIA ANALITICA PARA DETERMINACAO DE
OCRATOXINA A

A determinacac de qualquer micofoxina envolve as seguintes etapas:
a) amostragem, b) extracdo e limpeza, d} separacdo, e) detecgao, e) quantificacéo e
f) confirmagio da identidade. A amostragem € a etapa de maior importancia em uma
andlise, uma vez que a distribuicdo de contaminagdo por micotoxinas € sempre
heterogénea . Deve-se também tomar cuidado na escolha do solvente extrator para
que nao haja perdas do analito. A limpeza do exirato deve ser adequada, eficiente e
nao remover a micotoxina em estudo (SCOTT, 1995, VAN EGMOND, 1995). Para a
separagdo da ocratoxina A no extrato final e sua guantificagao tem sido utilizado
cromatografia em camada delgada com detecgdo sob luz ultravioleta ou
cromatografia fiquida de alta eficiéncia (SCOTT, 1995). A confirmacéo da identidade
é essencial e pode ser conseguida com derivagdes guimicas ou com ¢ auxilio de
espectrometria de massas (SCOTT, 1995). Tambem podemos utilizar de técnicas
como espectrometria na regido do infravermelho. O uso de dois detectores
diferentes para procedimentos de confirmagdo também pode ser utilizado, por
exemplo, ultravicleta e fluorescéncia (SCOTT, 1991). Alguns procedimentos de
isclamento da toxina, como por exemplo, as colunas de imunoafinidade (SHARMAN
et alii, 1992) e a quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccao por fluorescéncia (O'FLAHERTY, 1993) s&o altamente especificas ¢ a
utilizagao simultdnea de ambas as técnicas ja sao confirmatorias, dispensando

assim, etapas adicionais.

4 Dipartamento Dogane - Circolare n.76 - Ministerio delle Finanze - 21/03/1 G96 - Roma, italia



A escolha do solvente de extragio depende das propriedades
quimicas da matriz e do sistema de limpeza a ser utilizado (VAN EGMOND, 1998).
Solventes organicos puros ol combinados com soluces de bicarbonato de sédio ou
outros sais tém sido utilizados (LEVI et alii, 1974, CANTAFORA et alii, 1983,
TERADA et alii, 1986, NAKAJIMA et alii, 1990, MILANEZ et alii, 1995, PITET et alii,
1998).

Para limpeza do extrato, sdo utilizadas particdes liquido-liquido ou
extracdo em fase solida em colunas ou cartuchos recheados com fases
estacionarias diversas, tais como: silica, octadecilsilil e outras {(HALD et alii, 1993,
WOOD et alii, 1996). Recentemente, colunas de imunoafinidade comecaram a ser
empregadas (NAKAJIMA et alii, 1990, STUDER-ROHR et alii, 1995, ZIMMERL! &
DICK, 1895, SCOOT & KANHERE, 1995, SCUDAMORE et alii, 1997, STEGEN et
alii, 1997, PATEL et alii, 1997, BLANC et alii, 1998).

3 — METODOLOGIA ANALITICA PARA DETERMINACAOC DE
OCRATOXINA A EM CAFE

A partir dos anos 70, varios procedimentos tem sido propostos para
determinag&o de ocratoxina A em café. Em 1874, LEVI et alii aplicaram o método
oficial da AOAC, desenvolvido para determinacéo de ocratoxina A em cevada para
determinar a toxina em café verde. O método consiste em extracao com cloroférmio
e limpeza em coluna de celite e bicarbonato de sodio. A separacdio da micotoxina é
conseguida por cromatografia em camada delgada e a detecgdio por fluorescéncia,
sob luz uitravioleta. O limite de deteccgéio foi de 20 ng/g. Esse método foi adotado
pela AOAC como “metodo oficial de primeira acao” para determinacgao de ocratoxina
A em graos de cafe verde apds ter sido estudado colaborativamente (LEV!, 1975).

As recuperactes obtidas para 3 niveis de fortificagio variaram de 680,5% a 85,6%.

Apenas na década seguinte, CANTAFORA et alii (1983) introduziram
a cromatografia liquida de alta eficiéncia para separar e quantificar a ocratoxina A
em café verde. A extragdo proposta pelos autores foi com bicarbonato de sédio e
metanol, seguida por uma etapa de limpeza constando de desengorduramento com

isoctano, particdo para cloroférmio e passagem por coluna de celite e bicarbonato de



sodio. A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia foi
empregada na etapa final. O limite de deteccdio obtido foi cerca de 0.2 ng/ig. A
confirmagéo dos resultados presuntivos positivos fol por metilacdo com trifluoreto de

boro metandlico.

Em 1986, TERADA et alii descreveram um método para determinagao
de ocratoxina A em café verde e torrado em gréos, café instantaneo e café coado. A
ocratoxina A foi extraida com uma mistura de bicarbonato de sédio e metanol {1+1),
seguida de particdo para cloroférmio e passagem por coluna de fase reversa de
octadecilsilil. O extrato contendo ocratoxina A foi separado por cromatografia liquida
de aita eficiéncia com coluna analitica de octadecilsilil & deteccao por fluorescéncia,
utilizando como par idnico o cetiltrimetilamonio, para aumentar a sensibilidade. A
quantificacdo foi feita por padronizacéo externa e a confirmacéo por esterificacdo
com etanol. O limite de deteccéo do método correspondeu a 2 ng/g para café em
graos, 5 ng/g para café instantdneo e 0,2 ng/g para café coado. A recuperacio
média foi 80,7% com desvios padroes relativos que variaram de 3,43 a 5,93%.

NAKAJIMA et alii (1990) desenvolveram uma metodologia que
utilizava colunas de afinidade para a limpeza do extrato de amostras de café em
gréos, cafe instantdneo em pd e bebida de café enlatada. Q extrato obtido apoés a
passagem pela coluna foi submetido & cromatografia liquida de alta eficiéncia (fase
estacionaria de octadecilsilil) e revelou-se muito limpo quando comparado com 0s
obtidos por técnicas convencionais. O limite de deteccdo do método foi de 0,5 ng/g
café em gréos e café solivel e 0,025 ng/g para bebida de café enlatada.

PITTET et alii (1998) relataram um procedimento para analisar
ocratoxina A presente em amostras de café verde e café torrado, em gréos e café
soltvel. A ocratoxina A foi extraida com uma mistura de metanol e solucéo de
bicarbonato de sodio. O extrate diluido com tampéo fosfato foi aplicado em coluna
de imunoafinidade, a coluna foi lavada com &gua e finalmente a ocratoxina A foi
eluida com metanol. O eluido foi entac injetado em cromatografo liquido de aita
eficiéncia com detecgio por fluorescéncia e novamente foi utilizada coluna analitica
de fase reversa Cqg. As recuperacdes obtidas foram de 80% a 108% e o limite de

deteccéo foi de 0,2 ng/g.



4 — INCIDENCIA DE OCRATOXINA A EM CAFE

Em 1974, LEVI et alii, utilizando cromatografia em camada delgada,
encontraram ocratoxina A em gréos de café verde. Os autores estudaram também a
microbiota flingica e constataram a presenca de A. ochraceus em um grande
nimero de amostras. Neste mesmo estudo, LEVI et alii (1974) afirmaram que o café
ndo € um bom substrato para a produgéo de ocratoxina A, pois os niveis observados
(450ng/g) quando o café foi inoculado com A. ochraceus sdo bem menores guando

comparados com 0s encontrados em arroz e trigo também inoculados (>1mg/g).

Em uma revis&o sobre o assunto, LEVI (1980) concluiu gue havia uma
baixa incidéncia de ocratoxina A em café. Concluiu ainda que a probabilidade de se
encontrar micotoxinas em café coado era muito baixa e recomendou que o estudo

sobre micotoxinas em café deveria ser descontinuado.

Mesmo estando de acordo com LEVI (1980), CANTAFORA et alii
{1983) utllizando cromatografia liquida de alta eficiéncia analisaram 40 amostras de

café verde e encontraram 9 contaminadas, em niveis que variaram de 0,5 a 23 ng/g.

Apenas em 1989, MICCO et alii levantaram o problema novamente,
quando encontraram 58% de 29 grandes lotes, estocados em um porto na lialia,
contaminados com ocratoxina A em niveis que variaram de 0.2 a 15 ng/g. Também
demonstraram que a bebida preparada com grios contaminados apresentavam
residuos de ocratoxina A. No mesmo periodo, no Japao, TSUBOQUCHI et alii {1988)
analisaram amostras de café torrado e moido importado de diversas regides e
comercializado na cidade de Nagoya. Cinco amostras de um total de 68 estavam
contaminadas com ocratoxina A em niveis que variaram de 3,2 a 17,0 ug/kg. Esta foi
a primeira vez em que se encontrou ocratoxina A em café tarrado e moide vendido

no varejo,

STUDER-ROHR et alii (1995) analisaram 25 amostras de café verde,
das quais, 13 estavam contaminadas com ocratoxina A (0,9 - 50 ng/g). Os autores
também examinaram o café coado elaborado a partir de 40 amostras de café torrado
e moido comercializados na Suica. A ocratoxina A foi encontrada em 18 desses

cafezinhos em niveis que variaram de 0,7 até 7,8 ng/g do café moido.
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PITTET et alii (1996) analisaram 101 amostras de café solivel
procedentes de varios paises e 75% dessas amostras estavam contaminadas com
niveis de 0,2 a 65 ng/g de ocratoxina A. Neste mesmo ano, o Ministério da
Agricultura do Reino Unido (MAFF UK)® informou que foram analisadas 291
amostras de café verde das espécies Coffea arabica e C. robusta procedentes de
27 paises diferentes e representativas do café em gréo gue entrava no Reino Unido.
Um total de 110 amostiras estavam contaminadas. O nivel maximo de ocratoxina A
encontrado foi de 27,3 ng/g em uma amostra de C. robusta. O maximo encontrado

em amostras de C. arabica foi de 8 ng/g.

Também no Reino Unido, PATEL et alii (1997), analisaram 80
amostras de café solivel e 20 de café torrado e moido comercializados naguele
pais. A ocratoxina A foi detectada em 64 amostras de cafeé solivel (0,2 - 8 ng/g) e 17

de cafe torrado e moido (0,2 - 2,1 ng/g).

STEGEN et alii (1997) analisaram 833 amostras de produtos de café
que foram compradas em diversos paises da Europa. Essas amostras foram
analisadas em 9 laboratorios diferentes que escolheram livremente a metodologia
analitica. Os limites de detecgdo variaram de 0,2 a 1 ng/g de ocratoxina A para café
soltivel e café torrado. Duzentas e noventa e nove amostras estavam contaminadas
& o maior nivel de ocratoxina A encontrado foi de 27,2 ng/g em café sollvel.

No Japdo, NAKAJIMA et alii (1997) determinaram ocratoxina A e
aflatoxina B1 em 47 amostras de café verde provenientes da Asia, Africa e América
do Sul. A metodologia utilizada foi limpeza em coluna de imunoafinidade e
quantificacdo em cromatografia liguida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia. A incidéncia de contaminacao foi de 30% e os niveis de ocratoxina A
variaram de 0,1 a 17,4 ng/g. O limite de detecgéo foi de 0,1 ng/g. Nenhuma amostra,
de um total de 4 procedentes da América do Sul, estava contaminada.

5 gurvelllance of Ochratoxin A in Green {unroasted) coffee MAAF UK Food Surveillance Infermation
Sheet n°® 80, March 1996. http://www.maff.gov.ukAoodfinfsheet/1986/n080/800acoff.htm
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O “Food and Drug Administration” (FDA) investigou a ocorréncia de
ocratoxina A em amostras de café importado e encontrou 8 dentre 12 amostras de
café verde e 3 dentre 7 amostras de café torrado, contaminadas com a toxina. Em
nenhuma das amostras analisadas foi detectado mais do que 5 ng/g de ocratoxina
A {TRUCKSESS et alii, 1997)

5 — EFEITOS DO PROCESSAMENTO NA OCRATOXINA A EM CAFE

A ocratoxina A tem-se mostrado muito estavel em processamentos de
alimentos que envolvam calor (SCOTT, 1996 e BOQUDRA et ali, 1995).
Especificamente para café |, existe uma inconsisténcia de dados na literatura com
relagéo a estabilidade de ocratoxina A durante a torrefacdo. LEVI et alii (1974)
simularam condicbes de torrefacdo de café contaminado artificialmente em
laboratério e relataram perdas que variaram entre 78,6-93,3%. GALLAZ &
STALDER(1976) (citado por BLANC et alii, 1998) também avaliaram o efeito da
torrefacdo experimental na destruicdo da ocratoxina A em café contaminado por
inoculacdo com A. ochraceus e concluiram que a destruicdo da toxina foi de 80-
90%. CANTAFORA et ali (1983) torraram duas amostras naturalmente
contaminadas com ocratoxina A (3,8 e 23 ng/g). Apds a torrefacdo ndo foi detectada
ocratoxina o que confirmava aparentemente o estudo de LEVI (1980). Em 1988,
MICCO et alii também verificaram a destruicéo da toxina pela torrefacéo de graos de
café contaminados e observaram perdas de 49 a 87% e de 90 a 100% em amostras
artificial e naturalmente contaminadas, respectivamente. Relataram também que a
bebida preparada com graos contaminados apresentava residuos de ocratoxina A.

Por outro lado, estudos mais recentes vém demonstrando que a
ocratoxina A & resistente a torrefagéo . TSUBOUCHI et alii (1887) relataram perdas
de 0 a12% para amostras artificialmente contaminadas quando submetidas a
tratamento térmico a 200°C por 10 a 20 minutos e que quase a ftotalidade de
acratoxina A passa para o extrato durante o preparo da bebida com agua fervente.
Esses dados confirmam os obtidos por STUDER-ROHR et alii (1995) e STEGEN et
ali{1897) mas, contradizem MICCO et ali (1989). Segundo TSUBOUCHI et alii
(1987), os diferentes modos de adigdo da toxina na matriz podem distorcer os
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resultados obtidos assim como a utilizagdo de metodologias pouco sensiveis pode

masocara-ios.

Recentemente, BLANC et alii, 1998, objetivando verificar o
comportamento da ocratoxina A em um processo industrial de fabricagdo de café
solivel e empregando metodologia analitica atual e bastante sensivel analisaram
todas as etapas de processamento, desde a recepgao do café verde até o preduto
final. Constataram que a contaminagdo em um lote de café verde por ocratoxina A &
muito heterogénea, como acontece com outras micotoxinas em oufros tipos de
gracs. Observaram que ha uma pequena redugio da toxina durante a limpeza do
café verde (retirada de materiais estranhos) e que a maior parte da ocratoxina A foi
eliminada durante a torrefacéo (84% ). Constataram também que 80% do residual de
ocratoxina A no café torrado é transferido para a agua fervente da extracéo e que na
fase de evaporago do exirato para a manufatura do café soltvel ha uma perda

insignificante da toxina.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DE METODOS PARA
DETERMINACAO DE OCRATOXINA A EM CAFE
VERDE E CAFE TORRADO
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RESUMO

Diferentes solventes de extragéo, assim como técnicas para limpeza
de extratos para determinacao de micotoxinas, tanto classicas (clarificagdo, particio)
como aguelas envolvendo colunas para extracio em fase sdlida (silica, octadecilsilif
& imunoafinidade) foram avaliadas para determinacéo de ocratoxina A em café verde
e torrado. Clarificacio, particdo e limpeza por passagem em colunas de extragéc em
fase solida de silica e octadecilsilii ndo foram capazes de limpar os extratos de café.
As colunas de imunocafinidade, no entanto, mostraram-se eficazes tanto na limpeza
dos exiratos como na recuperacdo de ocratoxina A em amostras de café
antificialmente contaminadas. Colunas de imunoafinidade de duas marcas diferentes
foram testadas com relaglo a recuperag@o da toxina e a reutilizacdo em outras
analises. Colunas de uma marca apresentaram recuperagdo média de 97% no
primeiro uso e acima de 70% até a quarta utilizagdo. Colunas de uma segunda

marca apresentaram recuperacdo média de 73% no primeiro uso e abaixo de 30%

no segundo.

Palavras-chave: Café, Ocratoxina A



20

ABSTRACT

Different extraction solvents and cleanup techniques for mycotoxins
determination were evaluated for green (unroasted) and roasted coffee. Classical
techniquer such as partition and clarification as well as solid phase extraction (silica,
octadecylsilyl, cianopropyl and immunoaffinity columns) were tested. Only
immunoaffinity columns were capable to effectively remove interferents from coffee
extracts alfowing ochratoxin A to be determined by HPLC and fluorescence detection
at levels of 0,7 ng/g. Two commercial brands of immunoaffinity columns were
evaluated for ochratoxin A recovery and multiple use. Average recovery for one
brand was 97% and was above 70% on the fourth use. Average recovery for a

second brand was 73% on the first use and below 30% on the second use.

Keywords: Coffee, Ochratoxin A
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1 — INTRODUGAO

A ocratoxina A € um metabdlito 16xico produzido por cepas de
Penicillium e Aspergillus. A principal espécie conhecida como produtora de
ocratoxina € A. ochraceus (MOSS, 1998). A ocratoxina A é nefrotdxica e tem agio
teratogénica. O figado € um alvo secundario da toxina (DIRHEIMER, 1998, BUSBY &
WOGAN (1981)). A nefropatia endémica dos Balcas, doenga degenerativa dos rins
em humanos que muitas vezes leva & morte, tem sido correlacionada com z alta
contaminagao por ocratoxina A verificada nos alimentos daquela regifio (PFLESTINA,
19986).

A ocratoxina A tem sido encontrada em varios cereais (SHARMA &
SALUNKHE, 1991). Tem sido também relatada a presenca de ocratoxina A em
gracs de café verde e torrado (MICCO et alii, 1989, TRUCKSESS et alii, 1997,
TSOUBOQUCHI et alii, 1988, STEGEN et alii 1997) e em café sollvel (PATEL et alii,
1997).

Os limites maximos permitidos para ocratoxina A ja existentes ou em
fase de proposta 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 rages. (VAN EGMOND, 1896). Na Unigo
Européia existem sugestdes de limites maximos de 5 ng/g para cereais e 1 ngl/q para
alimentos infantis (VERARDI & ROSNER, 1995). A ltalia, em 1896, propds um limite
de 4pg/kg para café verde em grdos (DIPARTIMENTO DOGANE,1996). No Brasil
nao existem limites para ocratoxina A em alimentos e, por outro lado, desconhece-se
a situagdo do café produzide no pais com relagdo a essa toxina. O Brasil & um
grande exportador de cafe verde, além do fato da bebida preparada com o café
torrado ser largamente consumida no pais. No entanto, para dar inicio a um trabalho
desta natureza, €& necessario primeiramente avaliar a metodologia analitica

disponivel para as condigcBes existentes nos laboratorios nacionais.

Varios procedimentos tém sido propostos para determinagio de
ocratoxina A em cafe. A metodologia AOAC International (1997) utiliza cromatografia
em camada delgada para determinar ocratoxina A em café verde. O limite de
deteccio desse método ¢ de 20 ng/g de ocratoxina A. Com os limites gue estéo
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sendo propostos para café, este tipo de metodologia torna-se ineficaz. Por outro
lado, o café é uma matriz especialmente complexa e uma limpeza adequada do
extrato para remocéio de interferentes faz-se necessario para que limites mais baixos

sejam alcancados.

CANTAFORA et alii (1983) introduziram a cromatografia liguida de
alta eficiéncia para separar e detectar a ocratoxina A em café verde e alcancaram
um limite de detecgdo 100 vezes menor que o da ACAC. TERADA et alii (1986),
também utilizando cromatografia liquida de alia eficiéncia, aplicaram colunas de
axtrag@o em fase sdlida de octadecilsilil para limpeza de extratos de grios de café
{(verde e torrado), café instantaneo e café coado. O limite de detecgdo alcancado

estava entre 0,2 e 5 ng/g.

NAKAJIMA et ali (1980) desenvolveram uma metodologia que
utilizava colunas de imunoafinidade para a limpeza do exirato de amostras de café
em gréos, café instantdneo em pd e bebida de café enlatada. PITTET et alii (1986)
propuseram um procedimento para analisar a ocratoxina A em amostras de café
verde em gréos, café torrado em gréos e caté solivel que também envolve limpeza
em colunas de imunoafinidade. Os cromatogramas apresentados pelos autores

mostraram-se sem interferentes na regifdo da ocratoxina A.

Com base nestas consideragdes, o objetivo do presente trabatho foi
avaliar a aplicabilidade para café das técnicas analiticas existentes para
determinagio de ocratoxina A e afravés desta avaliagio, escolher uma metodologia
dotada dos necessarios requisitos de precisdo e exatiddo para que possa ser usada

em laboratorios nacionais.
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2 — MATERIAIS E METODOS

2.1 — Reagentes, solventes e materiais diversos:

padraoc de ocratoxina A, marca Sigma®;

filtros para amostra, marca Miiiipore®, poro de 0,45um, 13mm de didmetro:
filttro de microfibra de vidro, tipe GF/B, marca Whatman®;

tampao fosfato, pH7,4 - "Phosphate buffered saline”(PBS), marca Sigma®™:
placas para cromatografia em camada delgada de silica gel, marca Merck®;
reagentes de uso comum em laboratério, grau analitico;

solventes para cromatografia, grau cromatografico;

colunas de extracdo em fase sélida com fase estacionaria de silica, octadeaciisilil,

cianopropil e de imunocafinidade especificas para ocratoxina A,

2.2 — Eguipamentos:

espectrofotdmetro ultravioleta / visivel, modelo Lambda 6, marca Perkin Elmer;
pré coluna Varian, com fase estacionaria de silica;

cromatografo liquido de alta eficiéncia; bomba marca Waters, modelo 510; injetor
Rheodine com “loop” 20 pl ou 100ui; detector de fluorescéncia programavel,

marca HP, modelo 1046A e integrador marca HP, modelo 3393A;

coluna de guarda Varian, com fase estacionaria de Qctadecilsilil,

coluna analitica Spherisorb ODS-2, 5um, Sigma Aldrich, 250mm X 4, 6mm;
liquidificador comum de usc domeéstico, marca Arng;

ldmpada ultravioleta de alta intensidade, modelo UVGLS8, multibanda
254/366nm, marca Mineral Light;

banho ultra-som, modelo SX-20, marca Microssonic;
ultrapurificador de agua, marca “MilliQ”;

dispositivo para filtracdo a vacuo para colunas de extracdo em fase sdlida,
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modelo "Visiprep DL™", marca Supeico.

2.3 — Preparo do padrio de ocratoxina A

Foi preparada uma solugéo estoque do padrdo de ocratoxina A com
100 pg/mL em benzeno. Foi verificada a pureza dessa solugéo em camada delgada,
nas condigdes descritas em 2.4 e visualizando-se o padrio sob luz ultravioleta.
Considerou-se a presenga de uma (nica mancha como indicative do padrdc néo
estar contaminado ou decomposto. A partir da solucéo estoque, foi preparada uma
solugéio intermediaria de aproximadamente 20 pg/mL em acido acético/ benzeno
(1489) e a sua concentracdo exata foi determinada espectrofotometricamente
segundo o procedimento da AOAC (1997). A partir desta solugao intermediaria foi
realizada uma nova diluicdo (1:20) em metanol / acido acético 9% {65+38) sempre
que necessario e esta solugéo de trabatho foi empregada para a quantificacao da
ocratoxina A por cromatografia liguida de alta eficiéncia. Antes de empregar o

padréo, este foi agitado no ultra-som por 30 segundos.

2.4 — Cromatografia em camada delgada

A fase estacionaria utilizada foi silica gel e a fase movel foi
tolueno/acetato de etila/acido férmico (5+4+1). Os exiratos secos foram dissolvidos
em 200pl. de benzeno, agitados em ultra-som por 30" e aplicados na camada. Na
mesma camada, também foram aplicados diversas quantidades do padréo de
ocratoxina A. Apds o desenvolvimento na fase moével acima descrita, as placas
foram visualizadas sob luz ultravioleta de comprimento de onda 368nm. A
quantificagéo da ocratoxina A foi obtida por comparacdo visual da intensidade
fluorescente da mancha do padrdo com a intensidade fluorescente da mancha da

amaostra.

2.5 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As condigbes utilizadas no cromatografo fiquido de alta eficiéncia
foram as descritas por STUDER-ROHR et alii (1995). A fase movel foi metanol/acido
acetico 9% (65+35) e a vazao de 1,0 ml/min. Os comprimentos de onda utilizados
foram: aj excitagéo = 330 nm e b) emissdo = 470 nm. A quantificacao da ocratoxina

A foi realizada por padronizacéo externa a pariir de injecdes realizadas com o
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padrdo. A faixa de concentragéo foi de 0,2 a 2,5 ng no “loop” de 100 ul. ¢ 2 ng no
“loop” de 20 pL. Todos os extratos secos foram redissolvidos em 1 mbL da fase méve]
e filtlrado através de filtro 0,45 ym. Foi testada a reprodutibilidade do detector
injetando-se 5 vezes o padrdo de 1 pg/mL no “loop” de 20 pL do injetor, nas

condigbes cromatogréficas descritas acima.

2.6 — Testes de recuperacdo do padrao de ocratoxina A adicionado em
colunas de extracdo em fase solida

Para avaliar a recuperacéo da foxina nas colunas de extragdo em fase
solida (silica, octadecilsilil, cianopropil e imunoafinidade) foram testados varios
procedimentos descritos na literatura para condicionamento, transferéncia, favagem
e eluigdo da toxina, utllizando-se o padrdo de ocratoxina A. Foram transferidos
100ng de ocratoxina A para a coluna de exiracdo em fase sélida com ajuda do
eluente da primeira fragdo. Todas as fragdes foram recolhidas separadamente e
evaporadas até a secura e redissolvidas em 200uL de benzeno guando utilizando
cromatografia em camada delgada ou em 1 mlL de MeOH/CH;COOH 9% (65+335)
quando utifizando cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os sistemas de solventes

empregados estio descritos nas Tabelas 1 a 6.
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Sistemas testados para eluigdo de padrio de ocratoxina A em

colunas de extracdo em fase sodlida tipo octadecilsilil utilizando-se

quantificacdo em cromatografia de camada delgada.

{Fracao 1)
Condicichamento da Transferéncia «
coluna da Ocratoxina Fracdo 2 Fragdo 3 Fracdo 4
A
10 mi. MeOH 10 mL MeOH tolueno/acetato de
omi M;Og etoml com 0,1% com (0,1% etila / acido férmico
? CH,COOH CH,COOH {80+40+0,5)
10 mL
10 ml MeCHe 10 mL tolueno/acetato de
Hy0 OmiMeCH  10ml MeOH w7 scido formico
(60+40+0,5)
15 ml. 40%
10mb MeOHe 10 mL 15 mL 40% o
H,0 4 mi H20 acetona em H,0 5 mi HQ acetonitrila em
H;0
20 mt MeOH e 20 mil 15 ml 40% 15 mL 40%
H.O e 2 mL CTA 10 mb H0 acetona em f; 0 5mb H,0 acetonitrila em
0,005M ? H,0
10 mL tampéo
8,5 mL MeOH e fosfato pH=5,6 15 mi, 40% 15 ml_, {%O%
a 85mLH,0e2 e 2 5mM acetona em HaO 5 ml HO acetonitrila em
mi. CTA 0,005M C:F A 2 H.O

Testes reatizados com padrio de ocratoxina A (100 ng). Quantificac8o em camada deigada, como

descrito em 2.4,

* TERADA et alii(1986).

MeOH = Mstanol.

CHLCOOH = acide acético.

H:O = dgua.

CTA=Brometo de cefiltrimetiiamonia.
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Tabela 2 - Sisternas testados para eluicio de padrdo de ocratoxina A em
colunas de extraggdo em fase sodlida tipo octadecilsilil utilizando-se
quantificagio em cromatografia liguida de alta eficiéncia.

- (Fragao 1)

Congsac?or;irr]r;ento Transferéncia da Fragdo 2 Fragéc 3 Fragdo 4
Ceratoxina A
20 mL MeOH com
10 mL H,0 20 mL H.G 0.1% CH.000H

5 mi. MeOH 3 ml em gradiente 10% MeOH até

e 5 mL H,0 8 mi H20 100% MeOH 3 ml acetona
S5mi hexanoeb
mit. acetato etita e £ ml MeCH 5 ml CHCL,

& mL MeOH
Testes realizados com padrio de ocratoxina A (100 ng). Quantificacdo em cromatografia liquida de
alta eficiéncia, como descrito em 2.5.
3 W Scientific Products Catalog & Reference Guide (1892-83)
CHCI; = clorofdrmio.

Tabela 3 - Sistemas testados para eluicdo de padrio de ocratoxina A em
colunas de extracio em fase sdlida tipo cianopropil utilizando-se

guantificagdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia.

. {Fracdo 1)
Conglac;oor;irf:r;ento Transferéncia da Fragso 2 Fraggo 3
Ocratoxina A
20 mi. toluens /
acetato de efila / 20 mi. MeCOH com 0,1%
10 mi tolueno 30 ml. Tolueno acido formico CH,COOH
{(B+4+1)
10 mL MeQOH / 20 ml. tolueno/acetalo de etila /
CHCla 10 mL CHCGl CHCI3 {1+19) acido acético (50+49+1)

Testes realizados com padrio de ocratoxina A (100 ng). Quantificagdo em cromatografia liquida de
alta eficiéncia, como descrito em 2.5,
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Tabela 4 - Sistemas testados para eluicdo de padrio de ocratoxina A em

colunas de extracio em fase sdlida tipo silica utilizando-se quantificacao em

cromatografia de camada delgada.

= {Fragéo 1)
Con:ii;cg:onﬁ;r;ento Transferéncia da Fracio 2 Fragdo 3 Fragao 4
Qeratoxinag A
a CHC, 4 mL CHCl CHCl fé?riiggﬁaggfﬁ
20 mL CHGls /
CHCly 10 mi GHCL 10 mb. CHCl igg?o'*ng?g:; Acido formico
- (100+2)
15 mL CHCly/
5 , 10 mL CHCIY/
CHCIs 10 mL CHCl acido férmico $
(100+2) acetona {(9+1}
10 mi. hexano / 10 mL MeaOH / 10 miL tolueno /
b hexano 10 ml. hexano CHCls (0+1)  CHClL (3+67)  acido acético (9+1)
10mLCHCI3/  10mL MeDH/ 10 mL CHCH/ acido
CHCl 10mLCHCL  Jooiona @+1)  CHCL (3+497)  formico (100+2).

Testes realizados com padréio de ocratoxing A (100 ng). Quantificagio em camada delgada, como

descritc em 2.4
A VALENTA & GOLL{1996) e BREITHOLTZ et alii(1983).

B (IAGGBLOM & GHOSH (1985),
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Tabela 5 - Sistemas testados para eluigdo de padrdo de ocratoxina A em

colunas de extragio em fase solida tipo silica utilizando-se quantificagiao em

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

{Fragdo 1)
Condicionamento  Transferéncia .
da coluna da Ocratoxing Fragdo 2 Fracdo 3 Fragéo 4
A
10 mL toluenc / 20 mL folueno 20 mi folueno/acetato 10 mL iaiuengf
; e o acetato de etila
acetato de etila { acaetato de de etila /acido acético lacido BCECD
(B6+4) etila (§+4) {(50+489+1) (50+47+3)
: 20 mb CHCL / 20 ml MeOH
tomLCHCE  1omLCHe, 20 Mt G IMEOR T acidg formico com
{18+1} 0,1%CH,CO0H
20 ml tolueno /
20 mb. CHCl/MeOH acetato de etila /
10 mL CHCHL 10 mbL CHCls (19+1) acido formico
(5+4+1}
10 mL 10 mi toluenc 10 mL toluene / 10 mitolyeno /10 mi folueno /

toluenc/acetato
de etita (8+2)

! acetato de
elila (8+2)

acetato de etila / acido
acético (50+49+1) %

acetato de efila /
acido aceético
(50+45+1)

acetato de etila /
acido acético
(50+49+1)

30 mi. toluenc

20 ml tolueng /
acetato de etila / acido
formico (5+4+1)

?Tmr;f’éﬁ?gff 7 mi. CHCls 5 ml. MeOH
77?3&?2:%?0?36 245 mi. CHCh 5 ml. MeOH 5 mL agetona
a diclorometano  diclorometano diclorometano / acido

formico 98+2

Testes realizados com padrao de ocratoxina A (100 ng). Quantificago em cromatografia liquida de
aita eficiéncia, como descrito em 2.5,

2 SCOTT et alit (1985).
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Tabela 6 - Sistemas testados para eluicio de padrio de ocratoxina A em
colunas de extracdo em fase solida tipo imunoafinidade utilizando-se

guantificagao em cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Transferéncia da
Ocratoxinag A

a 10 ml NaHCQO,/ 1,5 mk metanol / acido acético (88:2) e
PES (1+1) 20 mi. HaO 1,5 mL H20
Testes realizados com padrao de ocratoxina A (100 ng). Quantificagio em cromatografia liquida de
alfa eficidéncia, como descrito em 2.5.
NaHCO, = Bicarbonato de sédio.
PBS = tampap fosfato, pH7 4,
# Rhone-Diagnostics Technologies LTD.

Fracdo 1 Fracdo 2

2.7 — Limpeza dos exfratos

Trés procedimentos foram testados, tanto em separado quanto
combinados para o café verde e para o café torrado: clarificago, particdo e extragéo
em fase soélida com fases estacionarias diversas (de silica, de octadecilsilii e de

imunoafinidade).
- 2.7.1 — Clarificagao

Foram testados individualmente os seguintes clarificantes para
amostras de café verde e {forrado, fodos ja de uso tradicional em determinacéo de
micotoxinas: sulfate de amodnio (30%), acetato de chumbo (20%), suifato de
cobre (10%), mistura de ferrocianeto de potassio (0,25M) e acetato de zinco (1M) e
mistura de acetato de chumbo (20%) e suifato de amdnio (30%). Apds a clarificagdo
procedeu-se a uma etapa de partico para cloroférmio. O procedimento estd
apresentado na Figura 1. Os extratos obtidos foram aplicados em cromatografia de
camada delgada {café torrado) & em cromatografia liquida de alta eficiéncia (cafée
verde e torrade) conforme descritos em 2.4 e 2.5 respectivamente.

Também foi testado o método descrito por SOARES & AMAYA (1985)
em amostras de café verde e torrado, utilizando-se os clarificantes citados acima. O
procedimento estd apresentado na Figura 2. Os extratos obtidos a partir desse
procedimento foram injetados em cromatdgrafo liquido de alta eficiéneia nas

condicdes descritas em 2.5.
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| 10gcafé +100mL 04%KCI90°C |

ultrasom 157
[ +150mLMeOH+ 10gcelie |

agitar ¢ Altrar

| 150mL aliquota + 150mL clarificante |

agitar ¢ flitrar

| 150mL aliquota + 150mL H,O |

/
| Desengorduramento com ciclohexano |

\
| Partigio para CHCl; |

CYAROTar

| Extrato final |

Figura 1. Procedimento empregado para verificagio da eficiéncia da limpeza de
extratos de café verde e torrado com os clarificantes: sulfato de aménio (30%),
acetato de chumbo (20%), sulfato de cobre (10%), mistura de ferrocianeto de
potassio (0,25M) e acetato de zinco (1M} e mistura de acetato de chumbo (20%} e
sulfato de aménio (30%).

[25g café +270mL MeOH + 30mL 4%KCl!

{iguidificador 57 ¢ filtrar

{ + 50cm° celite |

apitar ¢ filtrar

| 150mL aliquota + 150mL clarificante |

agitar e filtrar

[ 150mL aliquota + 150mL H,O |

[ Desengorduramento com ciclohexano |

| Partichio para CHCH i

evaporar

\l
[ Extrato final |

Figura 2. Procedimento empregado para verificagdo da eficiéncia da limpeza de
extratos de café verde e torrado com os clarificantes: sulfato de amonio (30%) e

sulfato de cobre (10%).
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-~ 2.7.2 — Particdo

Foi testado um desengorduramenio com ciclochexano antes da

partic8o para cloroférmio.

— 2.7.3 — Extracido em fase solida

Silica e Octadecilsilil

Foi testada a limpeza de exiratos em colunas para extragio em fase
solida com fases estacionarias de silica e de octadecilsilil. As colunas foram {estadas
com extratos de café verde e torrado fordificados artificiaimente com ocratoxina A ao
nivel de 10 ng/g. {Tabelas 7 e 8). As amostras artificiaimente contaminadas foram
extraidas conforme o procedimento apresentado na Figurat, utilizando-se CuSQOq

como clarificante.

Tabela 7. Sistemas testados para elui¢ido de padrio de ocratoxina A em
extratos de café torrado em colunas de extracdo em fase sdélida tipo silica

utilizando-se quantificagcio em cromatografia liquida de alta eficiéncia.

{Fragdo 1)
Condicionamento da  Transferéncia N .
coluna da Ocratoxing Fragdo 2 Fragdo 3 Fracéo 4 Fracdo b
A
toluena / distileter / CHOIs f folueno /
N toluenc tolueno acetona hexano MeOH CHsCOOH
{85+5) (75+25) {(A97+3) (G+1)

Testes realizados com extratos de café torrado contaminados artificiaimente com padréo de
ocratoxing A (10 ng/g). QuantificagBo em cromatografia liquida de alta eficiéncia, como descrito em
2.5,

A PATEL et afil(1998) e HOWELL & TAYLOR {1981).
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Tabela 8. Sistemas testados para eluigdo de padrio da ocratoxina A em
extratos de café torrado em colunas de extragio em fase sdélida tipo
octadecilsilil utilizando-se guantificagdo em cromatografia liguida de alta

eficiéncia.
. (Fracio 1)
Condgcgoar:{?;r;emo da Transferéncia da Fragdo 2 Fracdo 3
Ocratoxing A
transferir 4 ocratoxina A da fase

10 mil H,0 10 ml H.Q 20 ml. H,O aquosa para CHCl

Smi hexanoe 5

mi acetato etila & 7 mi MeOH 5 mil. CHGi

5 mi MeQOH

Testes realizados com exiralos de café torrado contaminados arlificialmente com padrio de
ocratoxina A (10 ng/g). Quantificacio em cromatografia Haulda de alta eficigncia, com descrito em 2.5

imunoafinidade

FForam também avaliadas colunas de imunoafinidade de duas marcas
comerciais. Os testes foram realizados com amostras de café verde e forrado
contaminadas com padrdo de ocratoxina A ao nivel de 10 ng/g. A metodologia
utiizada foi a recomendada pelo fabricante de uma das marcas das colunas e
apresentada na Figura 3. O extrato obtido foi injetado em cromatodgrafo liguido de

alta eficiéncia, com volume de inje¢do de 100ul, conforme descrito em 2.5
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| 10g café +200mL 1% NaHCO; |

Trquidificador 27 ¢ fltrar em Glags fiter GER

[ 20mL aliguota + 20mL PBS pH7,4 |

\
[ Aplicar na coluna de imunoafinidade I

Z-3mbl/min

I Lavar a coluna com 20mL de dgua |

Sml/min

Eluir a Qcratoxina A com 1,5mb de
MeOH/CHICOOH(98:2) ¢ 1,5mL de agua

0, Sml/min. Evaporar

\‘
r Extrato final J

Figura 3. Procedimento empregado para a verificagao da eficiéncia da limpeza
de extratos de café verde e torrado em coiunas de imunoafinidade.

2 8 — Testes de reutilizacio das colunas de imunoafinidade

A reutilizacdo de duas marcas de colunas de imunoafinidade foi
verificada. O teste foi realizado em triplicata para a marca B e quadruplicata para a
marca A. A metodologia aplicada esta apresentada na Figura 3. Apds a eluicdo da
ocratoxina A, a coluna foi lavada com 20 mb de tampao PBS, pH 7.4 e colocada sob
refrigeracéo (3 - 8°C) em geladeira comum por no minimo 48 horas (ZIMMERL] &
DICK, 1996). Foi utilizada uma amostra nao contaminada de café verde, a qual foi
adicionado padrgo de ocratoxina A dissolvido em MeOH/CH,;COOH até obter
10 ng/g. Cem plb do exirato obtido foram injetados em cromatografo liquido de alta

eficiéncia conforme descrito em 2.5,

3 _. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Reprodutibilidade do detector

A area média obtida de 5 injecbes do padréo de ocratoxina A

(1 ug/mL) foi de 21420113784 e 0 coeficiente de variagdo de 1,8%.
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3.2 — Recuperagio do padrido de ocratoxina A adicionado em colunas de
extracdo em fase sélida

Para os sistemas de solventes testados em colunas de fase sélida de
octadecilsilit & cromatografia em camada delgada (Tabela 1), a recuperacdo da
ocratoxina A fol inferior a 30% e geralmente a eluiciio do padrio ocorreu em mais de
uma fracéo. No sistema que utiliza dgua para condicionar a coluna, apresentado na
Tabela 2, obtivemos uma recuperacio de 95% da toxina na fragaot (agua). Quando
a coluna foi condicionada com hexano, acetato de etila e metanol a recuperacgao foi

de 84% na fragdo1 {metanol).

Os resultados dos testes de recuperagio em colunas de cianopropil
com os sistemas de solventes apresentados na Tabela 3 foram ineficientes, ndo
ocorrendo recuperacdo da toxina em nenhuma fragao.

Os sistemas de solventes para eluicdo da ocratoxina A em colunas de
silica (Tabela 4) com deteccdo em cromatografia em camada deigada, também
foram ineficientes. As recuperagdes obtidas ficaram entre 30 e 40% e a toxina eluiu
em mais de uma fragio.

A maior recuperacao obtida na eluigBo da ocratoxina A em colunas de
silica com detecgdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi de 56% no
sistema que utilizou cloroférmio para condicionar, cloroférmio e metanol para lavar e
toluenofacetato de efila/acido férmice (5+4+1) para eluir a toxina. O sistema que
utilizou tfolueno/acetato de etila (6+4) para condicicnar e folueno/acetato de
etila/acido formico (50+49+1) para lavar a coluna, obteve uma recuperacio de 53%
na fraglo 1. Nos demais sistemas a recuperacao foi abaixo de 30% ou nenhuma.

Para colunas de imunoafinidade, o procedimento preconizado pelo
fabricante das colunas A, mostrou-se adequado para a recuperagéo do padrdo de
ocratoxina A. O valor medio obtido de recuperacdo foi de 87,5 £ 14,8% e o desvio

refativo foi de 10%.

3.3 — Limpeza dos extratos de café verde e torrado

3.3.1 — Clarificacdo

Os extratos de café torrado, apds clarfficacdo com as solugles

descritas no item 2.7.1, apresentaram cor marrom escuro, com aspecto muito “syjo”.
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Apés a particdo para cloroférmio, uma emulsao foi formada e quebrada com banho
em ultra-som e as fases cloroformicas apresentaram-se turvas e de cor marrom. A
camada delgada ap6s revelagéo sob luz ultravioleta mostrou uma grande quantidade
de co-extrativos sobre toda a regidoe de desenvolvimento inclusive sobre a regido da
ocratoxina A. O clarificante sulfato de cobre apresentou-se ligeiramente mais eficaz
que os demais, mas ainda sem propiciar uma visualizagdo adequada. Os mesmos
extratos quando injetados em cromatografia liquida de alta eficiéncia, apresentaram
cromatogramas em que havia co-extrativos fluorescentes, o gue ocasionou a
elevagdo da linha de base até o final da escala. Quando utilizamos a mesma
metodologia para café verde e submetermos os extratos em cromatografia liquida de
alta eficiéncia, houve um grande numero de interferentes com o mesmo tempo de

retencdo da ocratoxina A, néo sendo possivel quantifica-la.
~ 3.3.2 — Particao

O desengorduramento com ciclohexano, descrito em 2.7.2 anles da
particdo para cloroférmio, nao apresentou mudancas significativas na fimpeza dos

extratos, tanto para café verde, quanto para café torrado.

—  3.3.3 — Limpeza em fase solida

Os extratos de café verde e torrado obtidos da extragdo descrita em
2.7.3 que foram aplicados em colunas de silica e octadecilsilil (Tabelas 7 e 8) e
submetidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia apresentaram limpeza
ineficiente, com muitos interferentes aparecendo no mesmo tempo de retengac da

ocratoxina A.

Os extratos de café, tanto verde como o torrado, obtidos apos limpeza
em colunas de imunoafinidade, conforme metodologia descrita em 2.7.3,
apresentaram cromatogramas limpos {Figura 4), sem interferentes no tempo de
retengao da ocratoxina A, garantindo uma quantificagio adequada. O valor médio de
recuperagéo para 4 determinagbes de ocratoxina A em amostras de café verde
arificialmente contaminados ao nivel de 10 ng/g foi de 97,3+2,5% com coeficiente

de variacio de 2,6%.
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Figura 4. Perfil cromatografico de uma amostra de café verde contaminado
artificialmente com ocratoxina A nas condicdes descritas em 2.5.

3.4 — Reutilizacdo das colunas de imunoafinidade com extratos de café verde.

A Tabela 9 mostra os resuftados obtidos para a recuperacdc da
ocratoxina A adicionada a café verde em colunas de imunocafinidade de duas marcas
comerciais quando reutilizadas sucessivamente. Vemos que a marca A apresentou
recuperagoes aceitaveis quando utifizada até por 4 vezes. A marca B apresentol
recuperagio mais haixa (73%) que a marca A (97%) j& na primeira utilizagao, e
recuperaco muito baixa na seqgunda utilizagéo, nao podendo ser empregada mais

de uma vez,

Embora o valor de compra das colunas de imunoafinidade seja alto, o
estudo de reutilizac@o das mesmas demonstrou que as colunas de uma das marcas
testadas podem ser empregadas diversas vezes, ¢ que reduziria o custo das
analises. Uma outra vantagem, Queé ndo deve ser desprezada, esta na pequena
quantidade de solventes orgénicos utilizados no procedimento, nao expondo assim o

analista a vapores tOXicos.
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Tabela 9. Teste de reutilizagdo de colunas de imunoafinidade especificas

para ocratoxina A de marcas diferentes.

Recuperagdo (%) £ desvio padréo

Coluna

19 utilizacho 29 yhilizacao 3 utilizagdo 4? yiliizacio
Marca A 97.3+2.5 86,3+12.3 73,8+19.9 74,3%32,3
Marca B 73+1.7 29,6147 e —

Recuperagio em amostras de café verde artificiaimente contaminadas com ocratoxina A ao nivel de
10 ng/g. Resultados indicam média & desvio padréo de 4 repeticies por experimento no caso da
marca A e 3 repetigdes por experimento no ¢aso da marea B,

4 — CONCLUSOES

As técnicas de bancada que utilizam clarificantes e particdo para a
limpeza em amostras de alimentos nao produziram resultados satisfatorios com
relagdo a amostras de café verde ou torrado. Da mesma maneira, as colunas de
extracao em fase solida de silica, cianopropil e octadecilsilii ndo apresentaram
limpeza DU recuperagac adequadas para as amostras estudadas. Ja as colunas de
imuncafinidade mostraram-se eficientes quanto a limpeza e a recuperagéo, tanto
quando s6 o padrao foi adicionado como nas amostras artificialmente contaminadas.
A diferenca exibida pelas colunas de marcas diferentes na recuperagdo da
ocratoxina A (87% e 73%]) j& durante o primeiro uso, indicam a necessidade de
testar as colunas durante sua utilizagao, assim como, indicam uma diferenga na
qualidade das diferentes marcas deste tipo de produto em relagdo a qual os

analistas devem estar alertas.
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CAPITULO 3

INCIDENCIA DE OCRATOXINA A EM CAFE
VERDE PROVENIENTE DE VARIAS REGIOES
PRODUTORAS BRASILEIRAS
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RESUMO

A ocratoxina A & um metabdlito toxico produzido por cepas de
Penicillium e Aspergillus. Contaminagao por essa toxina tem sido relatada em um
grande numero de produtos afimenticios, incluindo graos de café verde. O presente
trabatho relata a andlise de 84 amostras de café verde proveniente de regides
produtoras em 8 estados (Parana, 580 Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Roraima
e Bahia). A Ocratoxina A foi isolada com colunas de imuncafinidade e quantificada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao por fluorescéncia, O limite
de deteccao do método foi de 0,7 ng/g. Dezoito amostras continham ccratoxina A em

niveis que variaram de 1,7 a 147.5 ng/g.

Palavras-chave; café brasileiro, ocratoxina A, micotoxinas
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ABSTRACT

Ochratoxin A is a toxic metabolite produced by Penicillium and Aspergillus ssp. A
wide variety of foods, coffee among them, have been reported contaminated by the
toxin. The present work reports the ochratoxin A levels in 84 samples of Brazilian
cofiee from 6 coffee producing states (Parana, Séo Paulo, Minas Gerais, Espirnito
Santo, Roraima and Bahia). Ochratoxin A was determinated by separation on
immunoaffinity columns followed by quantification by HPLC with fluorescence
detection. The detection limit of the method was 0.7 ngl/g. Eighteen samples

contained ochratoxin A at levels ranging from 1.7 to 147.5 ng/g.

Keywords: Brazilian coffee, ochratoxin A, mycotoxing
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1 — INTRODUGAO

As ocratoxinas sdo metabolitos toxicos produzidos por especies de
Penicillium e Aspergillus. Dentre as sete isocumarinas que pertencem a esta
familia, a ocratoxina A é a que aparece cOm maior freqiiéncia e a mais toxica
(BUSBY & WOGAN, 1981). Essa toxina & nefrotoxica, com atividade comprovada
em suinos. Em humanos esta associada com a Nefropatia Endémica dos Balcas,
uma doenca que atinge os fins, degenerando-os € muitas vezes levando & morte. A
presenca de ocratoxina A no sangue e na alimentagao dos moradores daquela
regiao tem sido relatada (PLESTINA, 10986).

A ocorréncia de ocratoxina A em café verde foi relatada pela primeira
vez por LEVI et alii em 1974. Também concluiram que O café nao era um bom
substraio para o desenvolvimento da toxina e que esta poderia ser facilmente
destruida pela torrefac@o. Esse assunto foi considerado, na epoca, sem importancia

para a satide piblica (LEVI, 1980).

CANTAFORA et alii (1983) trouxeram de volta o problema e apos
analisarem 40 amostras de café verde consiataram gue 22 5% dessas amostras
estavam contaminadas, em niveis que variaram de 0,5 a 23 nglg. MICCO et alil
(1989) encontraram 16 dentre 29 amostras de café verde contaminadas com a
ocratoxina A, em niveis que variaram de 0,2 a 15 ng/g. STUDER-ROHR et alii (1995)
analisaram 25 amostras de café verde, das quais, 13 estavam confaminadas com
ocratoxina A (0.9 - 50 ng/g). O Ministerio da Agricuitura do Reino Unido® (MAFF UK),
em 1096, analisou 291 amostras de café verde das variedades arabica e robusta
provenientes de 27 paises diferentes. Das amostras, 38% estavam contaminadas
o nivel maximo de ocratoxina A encontrado foi de 27,3 ng/g em uma amostra de café
robusta. Contaminagao por ocratoxina A em café torrado e moido, em café soltvel e
produtos de café tem sido relatada (PITTET et ali, 1098, PATEL et afii, 1997,
TSUBOUCH] et alii, 1988 e STEGEN et alii, 1997).

& gyrveiliance of Ochratoxin A in Green {unroasted) coffee MAAF UK Food Surveiltance Information
Sheet n® 80, March 1996, http:ﬁwww‘maffagov,ukffoodiinfsheet! 1986/no80/80oacof htm
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Os niveis maximos de ocratoxina A existentes ou em fase de proposta
em diversos paises variam de 1 a 5 ng/g para alimentos infantis, 2 a 50 ng/g para
cereais e 5 a 300 nglg para ragbes. (VAN EGMOND, 1996). Na comunidade
Européia estdo sendo sugeridos valores de 5 ngfg para cereais e 1 ng/g para
alimentos infantis (VERARDI E ROSNER, 1885). A regulamentagéo para café foi

sugerida pela ltalia em 1996 em um limite de 4 nglg’.

O Brasil & um grande exportador de café verde, além de a bebida
preparada com o café torrado ser largamente consumida no pais. No Brasil ndo
existe regulamentagdo para o limite de ocratoxina A em alimentos e ainda se

desconhece a situagao do café aqui produzido em relacéo a essa micotoxina.

2 —- MATERIAL E METODOS

Z2.1 — Amostras

Oitenta e quatro amostras de café verde foram analisadas para
ocratoxina A. Dentre as amostras, 70 foram da espécie Coffea arabica e 14 da
espécie Coffea canephora cuttivar Conilon. As amostras foram recebidas de 3
modos diferentes: a) latas de 300 g de café verde em graos, ofertadas no comercio
por corretores de café nas cidades de Londrina e Santos, b) latas de 300 g de café
verde em graos recebidas diretamente de cooperativas de café, c) lotes comerciais
que foram amostrados durante o recebimento na unidade industrial da Cia Cacique
de café Soluvel, em Londrina, para a produgao de café solivel. As amostras de café
verde provenientes de jotes comerciais, foram obtidas da furagéo “saca a saca’
durante o recebimento na unidade industrial. Com o intuito de facilitar a moagem, as
amostras foram secas em estufa por 16 horas a 50°C e moidas em moinho de facas
até granulometria entre 20 e 40 mesh e acondicionadas em frascos de polipropileno

até o momento da analise.

7 Dipartamento Dogane -~ Circotare n.76 - Ministerio delie Finanze - 21/03/1996 - Roma, italia
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2.2 — Reagentes

Solugbes padréo de ocratoxina A, (Sigma®) guantificadas
espectrofotometricamente segundo a AOAC (1997). Colunas de extragdo em fagse
sélida de imunoafinidade especificas para ocratoxina A (Ochraprep®) adquiridas de
Rhéne- Diagnostics Technologies LTD (Glasgow, Reino Unido). A agua utilizada em
todas as etapas da metodologia foi purificada em sistema Milli-Q Plus. Filtros para
amosira, marca Miilipore®, poros de 0.45pm. Filtro de microfibra de vidro GF/B,
marca Whatman®. Tampéo fosfato (PBS), marca Sigma®. Reagentes de uso comum

em laboratorio, grau analitico. Solventes para cromatografia, grau cromatografico.

2.3 — Equipamentos

Espectrofotometro ultravioleta / visivel, modelo Lambda &, marca
Perkin Elmer, cromatografo liquido de alta eficiéncia: bomba Waters, modelo 510,
injetor Rheodine com “loop” de 100pl; detector de fiuorescéncia programével HP
modelo 1046A; integrador Waters 740, pré coluna Varian, com fase estaciondria de
silica, coluna de guarda Varian, com fase estacionaria de Octadeciisilil, coluna
analitica Spherisorb ODS-2, bum, Sigma Aldrich, 250mm X 4 6mm. Dispositivo para
filtraco a vacuo para colunas de extragio em fase sélida, modelo “Visiprep DL™,
Supelco. Liguidificador para uso domestico, marca Armo. Banho ultra-som, modelo

SX-20, marca Microssonic. Ultrapurificador de agua, Milli-Q.

2.4 — Preparo da curva padrédo de ocratoxina A

Foi preparada uma solugdo estoque do padréo de ocratoxina A com
100 ng/mL em benzeno. A partir da solugao estoque, foi preparada uma solugdo
intermediaria de aproximadamente 20 ug/ml. em acido acético/ benzeno (1+99) e a
sua concentragdo exata foi determinada espectrofotmmetricamente segundo ©
procedimento da AOAC (1997). A partir desta solugao intermediaria foram feitas
solucoes de trabalho, diluidas em metanol/acido acético 9% (65+35), nas seguintes
concentragoes: 2, 3, 5, 7, 10, 15, 20 ng/mL. Antes de empregar © padrao, este foi
agitado no ultra-som por 30 segundos. A curva de calibragdo para a guantificagdo da
ocratoxina A por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi construida utifizando-se

estas solughes trabalho. Foram realizadas trés injegbes em cada concentragao e
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calculados os coeficientes de variagdo das areas obtidas. A partir destes resultados

foi obtida a curva padréo por regressao linear.

2 5 — Extracio e limpeza das amostras

A metodologia utilizada para extragdo & limpeza das amostras foi a
recomendada pelo fabricante das colunas de imunoafinidade e esta descrita a

seguir:

Extracao:

Dez gramas da amostra foram extraidos com 200mL de 1% NaHCOs
em liquidificador por 2 minutos. O extrato foi filtrado sob pressao reduzida de uma
trompa de agua e através de filtro Whatman GFB glass filter. Foi fomada uma
aliquota de 20 mL do filtrado e a ela adicionados 20 mi de PBS.

Limpeza com coluna de imunoafinidade:

O extrato diluido foi aplicado em uma coluna de imunoafinidade sob
presso atmosférica ou a um fluxo de 2-3 mL/min. A coluna foi entéo lavada com 20
mL de agua a um fluxo de aproximadamente § mbL/min. Apés a lavagem, a coluna foi
seca por passagem de ar. A ocratoxina A foi eluida com 1,5 mL de uma mistura de
metanol/acido acético (98:2) e em seguida 1,5 ml de agua (0,5 mL/min). Os extratos
combinados foram evaporados até secura e redissolvidos em 1mlL de metanol /

acido acético 9% (65+35). O extrato foi filtrado através de filtro com poros de 0,45

um de didmetro.

2.6 — Determinagdo da Ocratoxina A por CLAE

A etapa de determinaggo da ocratoxina A foi realizada no
cromatografe a liquido descrito no item 2.3 e as condicdes utilizadas foram
isocraticas, descritas por STUDER-ROHR et alii (1995): fase mbvel metarnol / acido
acético 9% (65+35) e vazéo de 1,0 mb/min. O comprimento de onda de excitacao foi

330 nm e o de emiss&o 470 nm.

A guantificagéo foi realizada por padronizagdo externa a partir de
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injecoes realizadas com o padrao nas condigbes cromatograficas acima descritas, A

faixa de concentracéo foi de 0,2 a 2,0 ng no “loop” de 100ul.

2.7 — Controle de qualidade analitico

As amostras foram analisadas em séries de 10 e cada série incluiu
um teste de recuperacdo onde uma amostra de referéncia ndo contaminada foi
fortificada ao nivel de 10 nglg. Os teores de ocratoxina A encontrados nas amostras
analisadas foram corrigidos de acordo com a recuperagéo encontrada na amostra de
referéncia artificialmente contaminada pertencente a mesma série. As duplicatas de
cada amostra contaminada foram analisadas em séries diferentes. Apbs a corregao
para recuperagdo o coeficiente de variagdo dos resultados que variassem em mais

de 30% foram efiminados e as analises repetidas.

A repetibilidade do método foi fornecida pelas amostras artificialmente
contaminadas ao nivel de 10 ng/g que foram utilizadas para o controle de qualidade

analitico.

O limite de deteccdo da ocratoxina A fol determinado como
preconizado pela “AMERICAN CHEMICAL SOCIETY" (ACS,1980) que recomenda
tomar 3 vezes 0 desvio padrdo da finha de base. A sensibilidade do detector foi
calculada segundo a “NTERNATIONAL UNION OF PURE AND  APPLIED

CHEMISTRY” (IJUPAC, 1993).

3 .— RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Curva Padrao

Os valores de area obtidos s&o resultados médios de irés injecdes. O
coeficiente de variacao médio das injegdes foi de 4,1%. Com os dados das areas, foi
calculada a regressao linear e determinou-se que y = 222756x e ? = 0,9958. A curva

padrdo construida como descrita no item 2.3 esta apresentada na Figura 1.
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Figura 1. Curva padrdo da ocratoxina A . CV médio = 41% (03 - 80} ey =
222756x, 1* = 0,9958

3.2 — Controle de qualidade analitico
A recuperagio média das amostras artificialmente contaminadas com

10 ng/g foi de 85,6% e com desvio padréo relativo de 12,6%. Esses dados maostram

que a repetibifidade do método é adequada.

Nas condices de trabaiho descritas, o limite de detecgdo fol de

0,7 nglg. A sensibilidade do detector, calculada segundo [UPAC (1993) foi de
24869x107 mV.cm®.mg™.

3.3 — QOcorréncia de ocratoxina A nas amostras analisadas

As amostras foram analisadas e quantificadas por padronizagao
externa utilizando-se a curva padrao apresentada no item 3.1 e 0s resultados estao
apresentados na Tabela 1. Na Figura 2 esta apresentado o cromatograma de uma

amostra de café verde contaminada naturaimente e o cromatograma de uma

amostra ndo contaminada.
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Figura 2. Perfil cromatografico de uma amostra de café verde contaminada
naturalmente (A) e uma amostra n&o contaminada (B).
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s de contaminagao por ocratoxina A em café verde

Tabela 1. Nivei
proveniente de varias regides brasileiras
ORIGEM DA NUMERO DE N&mQXC;STRAS CONTAMINADAS
AMOSTRA AMOSTRAS amostras Nivel (ng/g) CV%
- 5,?#0,6 11
8,80+0,14 16
Parana ag? 8
Sao Paulo 7° nd
Bahia 1® nd
Minas Gerais 24° 3
Esplrito Santo ) 5
114,235 30
5,5+1.3 23
TOTAL | 84 18

nd: néo detectado
3 _ meédia de duplicatas

b_ (. arabica

¢ . (. gonephora cultivar Conilon
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Os resuliados apontaram 21,4% de amosiras de café verde
contaminadas. Esta incidéncia no entanto € bem menor (= 21%) que a encontrada
pelos paises importadores (58%, MICCO et alii, 1989, 52%, STUDER-ROHR et alii,
1995, 38%, MAFF-UK® 1996 e 50% TRUCKSSES, 1997). Quando analisamos as
variedades em separado, apenas 15,7% das amosiras de C. arabica estavam
contaminadas em niveis que variaram de 1,7 a 12,7 ng/g e 50% das amostras de
C. conephora cultivar Conilon estavam contaminadas com ocratoxina A nos niveis
de 4,0 a 147,5 ng/g.

Podemos nofar que 08 estados do Espirito Santo € Roraima
apresentaram & maior porcentagem de amostras contaminadas (50% e 40%) e
nivels de contaminagéo também maiores dentre 08 varios estados onde as amostras
foram coletadas. As amostras oblidas destes estados sdo da espécie C. conephora
cultivar Conilon. O café desta Gltima espécie alcanga pregos Menores no mercado €
coincidentemente recebe trato também bastante inferior a0 C. arabica tanio no

campo como duranie a cotheita.

O presente estudo € o primeiro que os autores tém noticia a ser
realizado no pais e apesar da amostragem limitada com relagdo ao volume da

produgio nacional aponta a necessidade de um estudo mais amplo.
4 —CONCLUSOES

O levantamento realizado mostrou gue a incidéncia de ocratoxina A
no café produzido no Brasil esta abaixo do encontrado por pesquisadores de paises
importadores de café. Aproximadamente 18% do total das amostras apresentaram
contaminagdo acima de 4 ngl/g. Se essas amostras iivessem sido exportadas,
provavelmente teriam sido barradas no pais comprador. Cabe regsaltar que os lotes
de café de onde as amostras foram coletadas foram consumidas no mercado intermo

g por isso 08 resultados recomendam um amplo exame da produgio brasileira de

B gyrveiliance of Ochratoxin A in Green (unroasted) coffee MAAF UK Food Surveillance Information
Sheet n® 80, March 1996. http:ﬁmuw,maﬁ.gc\z«ukffoodlinfsheetf 1996mo80/800acoff itm
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café.

A espécie C. conephora cultivar Conilon, proveniente dos estados do
Espirito Santo e Roraima, apresentou maiores teores de ocratoxina A. Foi também
ostes estados que apreseniaram uma maior porcentagem de contaminagaoc, mas
como o presente levantamento concentrou-se em poucas amostras por estado, nac

podemos tirar maiores conclusdes deste dado.
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CONCLUSOES FINAIS

1 As téchicas de limpeza gue foram testadas para extratos de café verde e torrado
e que incluiram clarificacio e particdo nao produziram resultados satisfatorios. As
colunas de extragao em fase sélida de silica, cianopropil e octadecilsilil que foram
testadas para limpeza dos exiratos de café verde e torrado, tambem nao

apresentaram limpeza ou recuperagéo adequadas para as amostras estudadas.

2 As colunas de extragdo em fase sdlida, de imunoafinidade, mostraram-se
eficienies quanto a limpeza e a recuperagdo, tanto quando s6 o padrao fol
adicionado como para amostras artificialmente contaminadas. A técnica mostrou-

se simples e rapida e também ndo expde o analista a vapores toxicos.

3. As diferencas na recuperacao do padréio de ocratoxina A adicionada a colunas
de imunoafinidade de marcas diferentes (97% € 73%) durante © primeiro uso.
indicam a necessidade de testar as colunas durante sua utilizagao. Também
indicam uma diferenca na qualidade das marcas tastadas em relac@o a qual 08

analistas devem estar alertas.

4. O levantamento realizado para determinar a incidéncia de ocratoxina A em 84
amostras de café verde, produzido no Brasil, demonstrou que 21% estavam
contaminadas. Aproximadamente 18% do total das amostras apresentaram
contarminacac acima de 4 ng/g, niveis estes acima do sugerido pelas autoridades

italianas e em vias de aprovagao pela Unigo Européia

5. A espécie C. conephora cultivar Conilon, proveniente dos estados do Espirito
Santo e Roraima, apresentou maiores teores de ocratoxina A. Foram também
estes estados que apresentaram uma maior porcentagem de contaminagao.
Porém como o presente levantamento concentrou-s¢ em relativamente poucas
amostras por estado, nao ha como tirar maiores conclusbes deste dado. Os
resultados, no entanto, recomendam uma ampla andlise da produgao brasileira

em relacéo a essa toxina.
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ANEXOS

Lo B 2 e 3 g
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(A) (B)

Perfil cromatografico de uma amostra de café torrado (A} e uma
amosira de café verde (B) contaminadas artificiaimente com ocratoxina A (10ng/g).
Extracao com 0,4% KCL 90°C e posterior adigdo de MeOH. Clarificacdo com 10%
CuS0, e limpeza com coluna de fase estacionaria de silica.

CondigBes cromatograficas:

Coluna analitica Spherisorb ODS-2, Sum, 250mm X 4,6mm

Detector de fluorescéncia - & excitagio = 330 nm

A emisséo = 470 nm

Fase mével: metanol/acido acético 9% (65+35)

Vazao: 1,0 mL/min
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Perfil cromatografico de uma amostra de café torrado (A) e uma
amostra de café verde (B) contaminadas artificialmente com ocratoxina A (10ng/g).
Extragg&o com 0.4% KCL 90°C e posterior adigao de MeOH. Clarificagao com 10%
CusS0Q, & limpeza com coluna de fase estacionaria de octadeciisilil

Condigbes cromatograficas:

Coluna analitica Spherisorb 0ODS-2, 5um, 250mm X 4.6mm

Detector de fluorescéncia - % excitaggo = 330 nm

% emissao = 470 nm

Fase movel metanolfacido acético 9% (65+35)

Vazao: 1,0 mL/min
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Perfil cromatografico de uma amostra de café verde contaminada
artificialmente com ocratoxina A (10ng/g).. Extracac com MeOH + 4% KCL (9+1) e
clarificacao com 10% CuSO, conforme descrito por SOARES & AMAYA (1985).

Condi¢hes gromatograficas:
Coluna anaiitica Spherisorb 0ODS-2, Sum, 250mm X 4 6mm
Detector de fluorescéncia - 2. excitagao = 330 nm
2. emissao = 470 nm
Fase movel: metanol/acido acético 9% (B5+35)
Vazao: 1,0 mL/min



