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RESUMO

As investigacbes sobre a incidéncia de micotoxinas em alimentos sdo de suma
importancia para que esforgcos possam ser concentrados na prevengao, controle e na
destoxificagdo dos produtos susceptiveis a esse tipo de contaminacdo. Dentre as
micotoxinas existentes, a ocratoxina A, produzida por Aspergillus ochraceus, e
Penicillium verrucosum € nefrotoxica, e o seu alvo secundario € o figado. Esta
micotoxina, que também apresenta atividade fortemente teratogénica em animais de
laboratérios, tem sido encontrada em baixas concentracbes em amostras de milho, soja,
trigo, cevada, arroz, sorgo e amendoim. O brasileiro consome em média 46,8 litros de
cerveja por ano, e esta tem como matéria-prima principal cevada, além de coadjuvantes
como o milho e o arroz. Considerando-se que varios métodos analiticos, relatados na
literatura, para a determinagédo das ocratoxinas A e B em diferentes tipos de amostras,
sobretudo em bebidas, requerem o pré-tratamento da amostra (clean up) ou o emprego
de colunas de imunoafinidade, foi desenvolvido um novo método analitico, por injecao
direta da amostra de cerveja, empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia, com
uma coluna cromatografica anidnica-ISRP (Internal Surface Reverse Phase). Assim foi
possivel efetuar a extracdo e pré-concentragcdo on line da ocratoxina A (OTA) e
ocratoxina B (OTB) presentes em amostras reais de cervejas. Os resultados obtidos
indicaram que o método proposto é eficiente para a deteccéo e quantificacdo de OTA e
OTB em cervejas, pois conforme seus indicadores de meérito apresentou uma
recuperacdo média de 85,9% para OTA e 85,0% para OTB; precisdo estimada pelo
coeficiente de variagdo médio de 7,79% e 7,17%; e limites de deteccdo (LD) de 0,15 e
0,35 pg.L™* para OTA e OTB, e os limites de quantificacdo (LQ) 0,25 e 0,60ug.L™?,
respectivamente. A avaliagdo da ocorréncia destas ocratoxinas em cervejas
comercializadas em Bauru e regido mostraram que 7,1 % das amostras de cervejas
nacionais, num total de 42 amostras, e 11,0 % das cervejas importadas num total de 09
amostras, estavam contaminadas com OTA, os niveis detectados foram 0,32 e 0,80
ug.L™. Quanto a OTB, esta foi encontrada em 28,6 % das amostras de cervejas
nacionais, em niveis menores que o LQ e 0,78 pg.L™Y. A OTB n&o foi detectada nas
amostras de cervejas importadas.

Palavras-chaves: ocratoxinas, cerveja, cromatografia, ISRP.



ABSTRACT

The investigations on the incidence of mycotoxins in food are crucial in order that the
effords can be concentrated on prevention, control, and on the de-toxication of the
products susceptible to this kind of contamination. Among the existent mycotoxins, the
ochratoxins A, produced by Aspergillus ochraceus, Penicillium verrucosum and
Peniciliumnomis, is nephrotoxic, and its secundary target is the liver. This mycotoxin,
which also presents an activity strongly teratogenic in laboratory animals, has been
found, in low concentrations, in corn, soy, wheat, barley, rice, sorghum, and peanuts
samples. Brasilian people have an average ingestion of 4.8 litters of beer yearly, and
beer, has as the main raw material, barley, besides corn and rice. Considering that
various analytical methods reported in the literature for determining the ochratoxins A
and B, in different types of samples, particularly in alcoholic beverages, require the pre-
treatment [clean-up] of the sample or the immunoaffinity columns,this present study
proposed the development of a new analytic method, by direct injection of the beer
sample, employing the high efficiency liquid chromatography, with an anionic
chromatographic column ISRP(Internal Surface Reverse Phase), which possibilitate to
carry out the extraction and pre-concentration on line of the ochratoxin A (OTA) and
Ochratoxin B (OTB) present in real beer samples, without the presence of interferent
peaks. This study results indicated that the proposed method is effective for detection
and quantitification OTA and OTB in beers, as according to the merit indicators, showed
a mean recovering of 85.9% for OTA and 85.0% for OTB; precision estimated by the
mean variation method of 7.79% and 7.17%, and limits of detection (LD) of the 0.15 and
0.35 pg.L™* for OTA and OTB, and limits of quantification(LQ) 0.25 e 0.60pg.L™,
respectively. The survey of these ochratoxins occurrence in beers marketed in Bauru,
and region (Sao Paulo State, Brazil), showed that 7.1% of the ochratoxins of national
beers and 11.0% of the imported beers were contaminated by OTA, being the level
detected 0,32 e 0,80 pg.L™. As to OTB, it was found in 28.6% of national beers
samples, in 0.78ug.L™*. OTB was not detected in imported beers samples.

Key words: ochratoxins, beer, chromatography, ISRP.
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pg.mL * - picograma por mililitro
v/v - volume por volume

X - média aritimética
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1. INTRODUCAO

Certos fungos, freqlientemente encontrados em gréos, tém a capacidade de
produzir metabdlitos secundarios capazes de causar alteracdes tOxicas, mutagénicas,
teratogénicas e/ou carcinogénicas em animais e humanos. Estas substancias quimicas
sdo denominadas micotoxinas, sua producdo estd associada a temperatura e umidade
da regido onde o cereal é cultivado e/ou armazenado.

Os diferentes fungos produtores de micotoxinas sao encontrados em todas as
regides do mundo e podem crescer em uma grande variedade de substratos e sob
varias condi¢bes de umidade, pH e temperatura. Assim, os alimentos estédo sujeitos a
invasao por fungos e contaminacdo por micotoxinas no campo, durante e apés colheita,
no processamento, no transporte e na estocagem, quando ndo sdo empregadas
técnicas adequadas de manejo.

As investigacfes sobre a incidéncia de micotoxinas em alimentos e ragfes séo
de suma importancia para que esforcos possam ser concentrados na prevencdo, no
controle da contaminag&do ou na destoxificacdo dos produtos susceptiveis a esse tipo
de contaminacdo. Neste sentido e com vistas ao conhecimento de micotoxinas em
alimentos, estudos visando aprimorar a metodologia para sua deteccdo e quantificacdo
sdo sem davida urgentes e necessarios.

Além de demonstrar o desempenho do método, os levantamentos da incidéncia
de micotoxinas apontam os alimentos de maior risco e retiram a suspeita sobre outros.
Esse tipo de trabalho é muito importante nos paises em desenvolvimento uma vez que
os efeitos negativos das micotoxinas sdo mais acentuados numa populacdo com estado

nutricional inadequado. Ocorre freqientemente na literatura a generalizagdo, nao
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comprovada, de que o0s alimentos nestes paises sdo altamente contaminados,

colocando-os em desvantagem na disputa do mercado mundial.

1.1. Ocratoxinas

Os fungos produtores de ocratoxina A (OTA) séo os do género Aspergillus, que
predominam em clima tropical e subtropical, e o Penicillium que predominam em clima
temperado, como no Canada, Noruega, Dinamarca e Suica. O Aspergillus ochraceus e
o Penicillium verrucosum sao os principais produtores (MARTH, 1992).

Vérios tipos de ocratoxinas sédo produzidas, sendo as mais importantes a A, B e
C, sendo que a ocratoxina A € a mais toxica. Todas sdo constituidas por uma [3-
fenilalamina ligada a uma isocumarina por ligagdo amida, A OTA - Cy HigCINOe,
apresenta um atomo de cloro responsavel pela sua toxicidade. O ponto de fusdo é de
169°C, possui fluorescéncia verde em meio acido e azul em meio alcalino (STEYN,
1984). A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas das principais ocratoxinas.

A Ocratoxina B (OTB) - C,0H19NOg, possui ponto de fusdo 221°C e fluorescéncia
verde azulada. A Ocratoxina C (OTC) - CxH22CINOs € um etil éter da OTA, muito
menos téxica que a OTA, possuindo fluorescéncia verde.

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC), classifica a OTA
como sendo uma substancia do Grupo 2B, ou seja, um agente possivelmente

cancerigeno para o homem (OCHRATOXIN A, 2005).
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OTA

COOCH,CH,y

@——CH a— CH-—NH—CO

oTC

Figura 01 — Estrutura quimica da ocratoxina A, ocratoxina B e
ocratoxina C (SCUSSEL, 1998).

A OTA é uma micotoxina nefrotdéxica e o seu alvo secundario € o figado. Esta
micotoxina, que também apresenta atividade fortemente teratogénica em animais de
laboratérios, tem sido encontrada em baixas concentragbes em amostras de milho,

soja, trigo, cevada, arroz, sorgo e amendoim (SIMIONATO, 2001).
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A ocratoxina A (OTA) em racdo animal pode ser transferida para os tecidos dos
animais que as consomem. Isto tem ocorrido na Dinamarca onde a OTA tem sido
encontrada em bacon proveniente de suinos que tenham consumido racdo
contaminada com OTA.

N&o surpreendem entdo, os numerosos estudos mostrando a ocorréncia de
ocratoxina A em soro sanguineo humano, em leite materno e em rins humanos. Em
amostras de origem humana, cerca de 50 a 100% destas se encontram contaminadas
com OTA em concentracdes na ordem de ug.kg™. Parece portanto se tratar de um risco
para a saude humana. (PETZINGER e ZIEGLER, 2000).

A OTA é carcinogénica, genotoxica, teratogénica, imunotoxica e nefrotoxica.
Causa danos na molécula de DNA, inibichio da biossintese protéica e da
gliconeogenese, peroxidacéo lipidica, inibicdo da fosforilagdo oxidativa na mitocondria,
além de inibicdo da coagulacdo sanguinea (OCHRATOXIN A, 2005).

STOEV, 1998, mostra evidéncias que a OTA seja 0 agente causal da Nefropatia
Endémica dos Balcds (Bulgaria, ex-Yoguslavia e Roménia) - caracterizada por uma
desordem renal crénica, de origem etioldgica desconhecida - devido ao nivel elevado
de OTA encontrado nos alimentos daquela regido e no sangue das pessoas que
apresentam a doenca, a qual é freqlientemente fatal.

Para passaros, mamiferos e peixes, ela é fortemente tdéxica, com DLsp de 5-30
mg.Kg™, enquanto que para ratos e bovinos a DLsy é de 20 mg.kg™. A OTA apresenta
atividade fortemente teratogénica em ratos e camundongos. Em camundongos, doses
de 40pg.kg™ produziram adenomas renais e hepaticos em 30% do grupo amostral. N&o

h& indicios de mutagenicidade, (SCUSSEL, 1998).
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O Comité FAO/WHO (Food and Agriculture Organization e World Health
Organization) de Experts em Aditivos Alimentares (JECFA), ap0s avaliar os efeitos
toxicos da OTA, propds um limite maximo tolerdvel para ingestdo semanal de
0,1pg.kg™* de peso corpéreo (JOINT FAO/WHO EXPERT COMMITTEE ON FOOD
ADDITES, 2005).

O Codex Comitte on Food Additives and Contaminants (CCFAC) 6rgédo da
FAO/WHO, em sua 302 reunido em marco de 1998, recomendou que o limite maximo
de OTA seja estabelecido em 5 pg.kg™ para cereais e produtos derivados de cereais
para consumo direto pelo homem (CODEX COMMITTEE FOOD ADDITIVES
CONTAMINANTS, 2005).

Varios paises ja possuem legislacdo que estabelecem o limite maximo de OTA
em alimentos e ragfes animais (Tabela 1). A legislacdo brasileira e a legislacdo do
MERCOSUL ainda nao estabelecem limite maximo para a presenca de OTA nos
alimentos (FONSECA, 2005).

Sédo vérios os alimentos que tém apresentado OTA, dentre eles alguns que
fazem parte do consumo alimentar diario do brasileiro, como arroz, feijao, café, milho,
cevada, trigo e vinho (SOARES e AMAYA, 1989; VAN EGMOND e SPEIJERS (1994),
STUDER-ROHR et al.,, 1995; FURLONG et al.,, 1999; VISCONTI, PASCALE e

CENTOZA, 1999).



Tabela 01 — Limites maximos (ug.kg™) permitidos para OTA , segundo a
legislagcdo em varios paises (FONSECA,2005).

Pais Produtos Limite
estabelecido
(ug-kg?)
Dinamarca Cereais e derivados 5
Rins de suinos 25
Estados Unidos Alimentos infantis 1
Cereais 5
Franca Cereais 5
Grécia Café cru 20
Itélia Café cru 8
Café torrado 4
Cacau e derivados 0,5
Carne de porco e derivados 1
Cereais e derivados 3
Cerveja 0,2
Israel Cereais, legumes e derivados 50
Racgéao 300
Republica Theca Todos os alimentos 20
Alimentos para criangas 5
Alimentos infantis 1
Roménia Todos os alimentos e ragfes 5
Suécia Rac0es para aves 200
Rag0es para porcos 100
Suica Cereais 2
Café torrado, moido, soltvel. 5
Unido Européia Cereais crus 5
Derivados de cereais 3
Frutas secas 10
Uruguai Arroz, cevada, café e milho. 50

1.2. Cervejas

Cerveja é a bebida ndo destilada obtida pela fermentacao alcodlica de mosto de
cereal maltado, geralmente malte de cevada. E facultativa a adi¢do de outro material
amilaceo (milho, arroz), ou de lUpulo; em geral o teor alcodlico € baixo, entre 3 e 8%.
Séao divididas em dois grandes grupos: Ale, fabricada por fermentacao superficial ou
alta; e Lager de fermentacédo baixa. As do tipo Lager sdo as mais comuns em todo o

mundo. A cerveja Pilsen é um tipo de Lager caracterizada por sabor suave, pH em torno
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de 3 a 4, teor alcodlico baixo, este € o tipo de cerveja mais produzida no Brasil,

considerada adequada para o nosso clima, (VENTURINI e CEREDA, 2001).

1.2.1. Composicéo

Um grande numero de compostos volateis tém sido identificado na cerveja:
alcoois, ésteres, carbonilas, acidos organicos, compostos sulfurosos, aminas e fendis.
Algumas destas substancias sdo encontradas em quantidades extremamente
pequenas, enquanto outras em altas concentragdes. A composi¢cdo quimica da cerveja

Pilsen é mostrada na Tabela 2.

Tabela 02 — Composicao quimica da cerveja de baixa fermentacgéo:
Tipo Pilsen (CORTACERO-RAMIREZ et al. 2003).

Componente Concentra¢do média
Alcool, % m/m 3,7
Acucares redutores, em maltose, % 11
Acidez, em &cido latico, % 0,13
Proteina, % 0,31
Tanino, mg.[* 164
Diacetil, mg.L* 0,08
Célcio, mg.L* 56
Magnésio, mg.L: 80
Potassio, mg.t 330
Sédio, mg.r* 80
Cloro, mg.L* 230
Sulfato, mg.* 260
Fosfato, mg.[* 380
Oxalato, mg.[* 12
Ferro, mg.* <0,10
Cobre, mg.C* <0,16

O &lcool encontrado em maior quantidade na cerveja é o etanol. Os carboidratos

sdo dentre os compostos ndo volateis encontrados na cerveja os de maior quantidade:
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amidos, pentosanas e [-glucanas. Também sao encontrados tracos de D-ribose, L-
arabinose, D-xilose e D-galactose. A maltotriose € o principal acucar, representando
cerca de 14% do total de carboidratos. A origem das proteinas encontradas na cerveja
€ do malte da cevada. Sdo encontrados peptideos e polipeptidios. O aminoéacido prolina
nao é assimilado pelas leveduras fermentativas e assim representa grande parte do
material nitrogenado de baixo peso molecular encontrado na cerveja (CORTACERO-
RAMIREZ et al. 2003).

Os taninos sdo metabdlitos secundarios de natureza polifendlica extraidos de
plantas, sdo substancias adstringentes e que sao coadjuvantes no processo de
fabricacdo da cerveja com o objetivo de precipitarem as proteinas, facilitando assim a
filtracdo das mesmas. O IUpulo também possui cerca de 4% de taninos.

Também s&o encontradas aminas voléateis derivadas do malte e dos processos
fermentativos. Os acidos nucléicos presentes resultam da atividade das leveduras
durante a fermentacdo. Minerais e vitaminas séo verificados em pequenas quantidades

(CORTACERO-RAMIREZ et al. 2003).

1.2.2. Mercado

No mercado de cerveja, o Brasil s6 perde, em volume, para China (27 bilhdes de
litros/ano) os Estados Unidos (23,6 bilhdes de litros/ano), Alemanha (10,5 bilhdes de
litros/ano) ee RuUssia (9 bilhdes de litros/ano). O consumo da bebida, em 2004,
apresentou aumento em relacdo ao ano anterior, totalizando 8,5 bilhdes de litros,

segundo estimativa do Sindicato Nacional de Cerveja (SINDICERV), baseada no



28

recolhimento de tributos pelo setor (SINDICATO NACIONAL DA INDUSTRIA DA
CERVEJA, 2005).

Em relagdo ao consumo per capta, no entanto, o Brasil com uma média de 47,6
litros/ano por habitante, esta abaixo do total registrado por paises como México (50
litros/ano) e Japéo (56 litros/ano). Embora esse consumo tenha sido incrementado nos
primeiros anos de implantacdo do Plano Real (1994/1995), saltando de 38 litros/ano por
pessoa para 50 litros/ano/habitante, o nivel se mantém estavel desde entdo,
especialmente porque, ao se levar em conta o baixo poder aquisitivo de parte de seus
consumidores, o preco do produto é alto, Figura 02, (SINDICATO NACIONAL DA

INDUSTRIA DA CERVEJA, 2005).
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Figura 02 — Cerveja no Brasil: Producéo e Consumo (SINDICATO NACIONAL DA
INDUSTRIA DA CERVEJA, 2005).



29

1.2.3. Ocratoxinas em cervejas

A cevada é a principal matéria-prima na elaboracdo da cerveja, sendo
empregada na forma maltada e ndo-maltada. O processamento da cerveja € mostrado
na Figura 03, onde podemos observar duas etapas que empregam altas temperaturas,
nas quais poderiamos obter reducéo das ocratoxinas: a mosturacdo e esterilizacdo do
mosto para a posterior fermentacédo. A fase da fermentacdo também poderia reduzir o
teor de ocratoxinas.

Segundo SCOTT (1996), A OTA nédo foi encontrada em malte processado em
laboratério a partir de cevada naturalmente contaminada com 420 e 830 ng.g*. A OTA
foi estavel ao processo de fervura, por 20 minutos. Contudo o processo de fermentacao
causou perda consideravel no teor inicial de OTA, sendo recuperada apenas cerca de 2
a 7% do teor inicial.

CHU et al. (1975), avaliaram a estabilidade da OTA no processo de fermentacéo,
confirmando que a mesma foi bastante estdvel ao aquecimento, mosturacdo e
fermentacdo propriamente dita; a recuperacdo foi de 27 a 28% do total adicionado
(1.160 pg.L™* de mosto a fermentar).

Segundo ALLDRICK (1996), justificar que o processo de fermentacdo ndo é
capaz de eliminar OTA, torna bastante viavel a ocorréncia de OTA na cerveja.

Apesar do grande consumo mundial, a cerveja ainda € pouco estudada quanto a
presenca de micotoxinas. No periodo de 1995 até o momento apenas 12 artigos
relatam a ocorréncia de OTA em cervejas, sendo apenas um destes com cervejas

brasileiras (Tabela 03).
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SCOTT e KANHERE (1995), analisaram 41 amostras de cervejas canadenses e
11 amostras importadas (Republica Tcheca, Dinamarca, Alemanha, Irlanda, Itdlia,
Japéo, Quénia, Holanda, Polonia, Reino Unido e Estados Unidos) e verificaram a
presenca de tracos de OTA (< LD = 0,2 ng.mL™) em 63,4% das amostras.

SCOTT e LAWRENCE (1997), analisaram 24 amostras de cervejas, sendo a
maioria americana e mexicana. Verificaram a presenca de aflatoxina B; em 5 amostras
de cervejas mexicanas (média de 6,4ng.L™) e em uma amostra de cerveja brasileira
(<10ng.L™).

JORGENSEN (1998), analisou 21 cervejas na Dinamarca, todas apresentaram
OTA sendo que o valor médio encontrado foi de 0,049 e 0 maximo 0,160ug.L™.

LEGARDA E BURDASPAL (1998), analisaram 38 amostras de cervejas
espanholas sendo 30 com alcool e 8 sem alcool, encontraram OTA em 96,75 e 100%
das amostras, sendo a média de 0,026 ng.mL* e 0,018 ng.mL" respectivamente.
Também analisaram 34 amostras de cervejas importadas, sendo que encontraram OTA
em todas as amostras, com valores médios de 0,026 ng.mL™ para cerveja com &lcool e
0,025 ng.mL™* para as cervejas sem alcool.

DEGELMANN et al. (1999), analisaram 35 amostras de cervejas alemas e
encontraram tracos de OTA em 60% destas, outras 26% apresentaram OTA entre 0,1 e
0,26pg.L™.

NAKAJIMA et al. (1999), analisaram 94 amostras de cervejas importadas e 22 de
origem japonesa, sendo que das importadas 91,5% apresentaram OTA, valor médio de

10,1 pg.mL™; e 95,5% das japonesas apresentaram valor médio 12,5 pg.mL™.Quanto a
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aflatoxina B;, 11,7 % das cervejas importadas e 9,1% das japonesas apresentaram
entre 0,5 a 83,1 pg.mL™ e 0,5 a 0.8 pg.mL™, respectivamente.

VISCONTI, PASCALE e CENTOZE (2000), analisaram 10 amostras de cervejas
italianas e 51 amostras de cervejas importadas, do total de 61 amostras 50%
apresentaram OTA, os valores variaram entre 0,01 e 0,135 ng.mL'l.

FILALI et al. (2001), analisaram 5 amostras de cerveja da regido de Marrocos,
sendo que nenhuma delas apresentou OTA acima do limite de quantificagdo do método
0,01pg.L™.

SOLEAS et al (2001), analisaram 107 amostras de cerveja de cinco regifes
distintas: Canada, Reino Unido, Europa, EUA e Oriente. Em apenas duas amostras
foram encontradas OTA entre 0,05 e 0,1ug.L™.

ODHAV e NAICKER (2002), analisaram 6 marcas comerciais de cervejas da
Africa do Sul e ndo encontraram OTA. Dez amostras de 29 de cerveja feita em casa
apresentaram OTA (34,5%), com niveis de 3 a 2340 pg.L™.

TANGNI et al. (2002),analisaram 62 amostras de cervejas belgas sendo que
82% das amostras apresentaram OTA entre 10 e 200ng.L™", com valor médio de 33,
variando de 10 a 185 ng.L™"; 15% apresentaram tracos. Também analisaram 20
amostras importadas e 85% das amostras apresentaram OTA entre 10 e 200ng.L™,
sendo o valor médio 32, variando de 12 a 87 ng.L™"; 15% apresentaram tracos.

GUMUS et al. (2004), analisaram 150 amostras de cerveja da Turquia, sendo
que 28% destas apresentaram OTA entre 0,1 e 8,10 pg.L™, 72% n&do apresentaram
OTA em niveis detectaveis utilizando a metodologia de imunoensaio enzimatico

(ELISA).



37

As pesquisas com cervejas brasileiras sdo poucas. ROSA, SANTANA e DIREITO
(1996) analisaram 14 marcas diferentes de cervejas em lata importadas pelo Brasil,
sendo que duas amostras (14,3 %) apresentaram aflatoxina B; entre 9,8 e 33,8 ng.mL™,
SCOTT e LAWRENCE (1997), verificaram a presenca de aflatoxina B; em uma Unica
amostra de cerveja brasileira que havia sido importada pelo Canada, com valor menor
que 10ng.L™. PRADO et al. (2003) analisaram 26 amostras de cervejas fabricadas no
Brasil e 4 importadas, sendo que encontraram tracos (> 0,002ug.L™* e <0,008ug.L™) e
23% das amostras nacionais e duas amostras importadas, uma da Irlanda e outra da
Alemanha com 25 pg.mL™ e 82 pg.mL™, respectivamente.

Apenas um artigo cientifico relata a pesquisa de OTB em cerveja: MEYER e
NEUGEBAUER, 2000; pesquisadores alemées, analisaram juntamente com a OTA a
ocratoxina B, em 161 amostras de cerveja, destas 102 (63,0%) apresentaram OTA, em

valores até 0,35 pg.L™*, mas nenhuma delas apresentou OTB.

1.3. Consideragfes sobre os métodos analiticos para a determinacao das

ocratoxinas em cervejas.

A separacao e quantificacdo da ocratoxina A em diferentes tipos de amostras,
tem apresentado algumas dificuldades no que se refere a preparacdo da amostra.
Recente progresso tem sido alcancado para a limpeza de extratos alimentares
contendo micotoxinas com o uso de colunas de imunoafinidade.

Estas colunas sdo compostas de anticorpos monoclonais especificos para uma
determinada micotoxina. O extrato é forcado a passar pela coluna e a micotoxina se liga
ao anticorpo. Os materiais interferentes podem ser retirados da coluna com agua ou

tampbes aquosos e depois a micotoxina é eluida com solvente adequado. Estas
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colunas eliminam muitos interferentes, geram baixos limites de deteccao, reduzem a
velocidade da analise, utilizam pouco solvente, apresentam possibilidade de automacao
e de reutilizacdo. A desvantagem é o alto custo e o fato de que existem colunas
somente para algumas micotoxinas (SCOTT e TRUCKSESS, 1997).

SOLFRIZZO et al. (1998) estabeleceram um método rapido para andlise de
OTA em cereais com a utilizagdo de limpeza em coluna de imunoafinidade,
conseguindo baixar o limite de deteccdo do método de 1 pg.kg™ para 0,2 ug.kg™ .

CHATURVEDI et al. (1999), desenvolveram uma coluna de imunoafinidade para
limpeza simultdnea de aflatoxinas e ocratoxina A, “AflaOchraHPLCTM” que contém
anticorpos para aflatoxinas e ocratoxina A, para analise de grdos. As micotoxinas sdo
posteriormente eluidas da coluna com metanol e injetadas em um cromatografo
liquido. O método apresentou recuperagdo maior que 70% e limite de deteccdo de 0,25
Hg.Kg' para ambas micotoxinas, a variacdo foi menor 10% (CV), em nivel de
20ug.Kg™.

Dentre os 12 artigos relacionados na Tabela 3, a partir da pagina 31, onze
artigos relatam a pesquisa de OTA em cerveja pela técnica da cromatografia liquida de
alta eficiéncia, sendo que em sete destes a limpeza do extrato é feita por colunas de
imunoafinidade. GUMUS et al.,, 2004, empregaram uma metodologia diferente da

cromatografia para a analise de OTA em cervejas, 0 imunoensaio.
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1.4. Desenvolvimento de diferentes colunas cromat  ograficas, empregadas em
procedimentos de extracao on line, para determinacgd es de analitos presentes em

amostras de matrizes complexas.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica analitica
extremamente importante para a analise de amostras com as mais variadas estruturas
e propriedades fisico-quimicas. Contudo, o sucesso de uma analise depende da
gualidade do pré-tratamento da amostra que visa a obtencéo de solu¢cées homogéneas,
reprodutiveis e compativeis com o método de CLAE escolhido, tornando o método
fidedigno.

Materiais bioldgicos e produtos farmacéuticos sao complexos e freqientemente
contém proteinas, sais, acidos, bases e compostos organicos com propriedades
similares ao analito. Portanto, o pré-tratamento de tais amostras tem como objetivo:

a) remover os interferentes, aumentando a seletividade do método;

b) concentrar o analito, tornando o método mais sensivel;

c) converter o analito, se necessario, em um analito mais adequado para
deteccdo ou separacao;

d) fornecer um método robusto e reprodutivel que seja independente de
variagbes da matriz da amostra.

Além disso, o procedimento de preparo da amostra deve ser rapido e pratico,
com perdas minimas de analito e baixo custo de analise (KATAOKA, 2003; SMITH,
2003).

Ha vérias técnicas ditas off-line para o pré-tratamento de amostras bioldgicas,
por exemplo a extracdo em fase solida (solid-phase extraction) e a extragdo liquido-

liquido (liquid-liquid extraction) sdo as mais classicas. No entanto, apesar destas
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técnicas serem mais seletivas e modernas, alguns problemas ainda persistem: o tempo
gasto no preparo das amostras, 0 manuseio laborioso e os materiais usados no
desenvolvimento de um método. Assim, 0 uso de procedimentos de extracdo on-line é
particularmente atrativo em situagcdes onde um grande namero de amostras deva ser
analisado rotineiramente e/ou materiais perigosos (téxicos), ou altamente infectante
devam ser processados. Dentre as técnicas de injecdo direta e repetitiva de amostras
biolégicas ndo tratadas no sistema de CLAE, a que utiliza fases RAM (Restricted-
Access Media) tem um enorme destaque, sendo extremamente vantajosa em pesquisas
e andlises clinicas, toxicolégicas e farmacéuticas, entre outras, devido a sua
capacidade de reduzir o tempo e 0 manuseio laborioso empregados no procedimento
analitico.

A terminologia Restricted-Access Media (RAM) foi introduzida por DESILET et al.
(1991) e, expressa a acessibilidade limitada de compostos macromoleculares aos sitios
de adsorcdo do suporte que sdo quimicamente modificados para permitir injecdes
diretas de fluidos com matrizes complexas sem acumulo destrutivo do material
macromolecular sobre a fase cromatografica.

O mecanismo das fases RAM baseia-se na cromatografia de exclusdo nado
adsortiva de macromoléculas (proteinas, acidos nucléicos), porque possuem uma
regido hidrofilica, e na cromatografia de fase-reversa, que promove a retencdo do
analito de interesse na superficie hidrofébica da coluna (OERTEL et al. 1998;
HAGESTAM e PINKERTON, 1985). Assim, macromoléculas, como as proteinas, eluem
no volume morto da coluna sem acumulac¢do destrutiva, mas as pequenas moléculas
(por exemplo, farmacos e seus metabdlitos) se ligam aos sitios hidrofébicos e séo

separadas (Figura 4), (BOSS e RUDOLPHI, 1997; HAGINAKA, 1991).
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Figura 04 - Mecanismo cromatografico das fases RAM.
P: proteinas; FH: fase hidrofébica (BOSS e RUDOLPHI, 1997).

A separacdo de compostos macromoleculares por exclusdo nao adsortiva pode
ser realizada usando-se 0os mecanismos das barreiras de difusdo fisica ou quimica
(BOSS e RUDOLPHI, 1997). Na barreira de difuséo fisica, a limitagdo da acessibilidade
macromolecular se deve a estrutura do poro da fase cromatografica, por exemplo, poros
com diametros de 6 nm promovem uma exclusdo completa das proteinas séricas e
plasméticas. Por outro lado, no mecanismo da barreira de difusdo quimica, a superficie
da silica é quimicamente ligada a estruturas que previnem a adsorcdo de
macromoléculas sobre a fase, bem como previnem sua denaturacdo. Neste
mecanismo, polimeros naturais ou sintéticos, bem como proteinas, sédo ligados
adsortiva ou covalentemente a superficie da silica.

Com relacdo ao mecanismo cromatografico da superficie quimicamente ligada,

as fases RAM sdao classificadas em dois grupos: fases de superficie bimodal e fases de
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superficie unimodal (BOSS e RUDOLPHI, 1997; HAGINAKA, 1991; PINKERTON,
1991).

As fases de superficie bimodal apresentam duas classes de substancias
organicas, ligadas quimicamente sobre a superficie da silica, originando dois
mecanismos de separagdo, caracterizada pela presenca de uma regido externa
hidrofilica e outra interna hidrofébica. Aqui estdo agrupadas, entre outras, as fases
reversas proteina-mobilizadas, as fases ISRP (Internal Surface Reversed Phase), ADS
(Alkyl-Diol Silica) e SPS (Semi-Permeable Surface). Em relacdo as fases de superficie
unimodal, elas também podem apresentar uma ou duas substancias orgéanicas ligadas
guimicamente de forma uniforme, apresentando uma cobertura homogénea, ou melhor,
ambas as superficies externa e interna tém simultaneamente caracteristicas hidrofilicas
e hidrofdbicas. Neste grupo estéo incluidas, por exemplo, as fases MMP (Mixed Mode
Phases), MFP(Mixed-function Phases) e SHP (Shielded Hydrophobic Phases).

Outra classificagdo mais ampla para as fases RAM foi sugerida por BOSS e
RUDOLPHI, (1997). Segundo esta classificacdo, as fases RAM séo agrupadas em 4
tipos, de acordo com 0s mecanismos de exclusdo e com a caracteristica da superficie

do suporte, (Figura 05).
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* Topoquimica: mecanismo de adsorcao.
Figura 05 — Classificagdo das fases RAM (BOSS e RUDOLPHI, 1997).

Dentre essas diversas fases, apresentadas na Tabela 4, algumas delas
obtiveram enorme sucesso quando do desenvolvimento de métodos para analises de
amostras bioldgicas, sendo comercialmente disponiveis ou de facil preparo em
laboratorio.

YOSHIDA et al. (1984), descreveram a preparagdo de uma fase C;g imobilizada
com proteina. A superficie externa desta fase era hidrofilica, permitindo a exclusdo de
proteinas e os poros eram hidrofobicos o suficiente para reter xenobidticos e seus

metabolitos.
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Fases proteina-imobilizadas tém sido empregadas com bastante sucesso na
andlise direta de xenobioticos em diversos fluidos bioldgicos, tais como leite (MENEZES
e FELIX, 1996) e plasma (CAS et al. 2002).

A primeira fase ISRP (Internal Surface Reversed Phase) introduzida em 1985
apresentava a superficie interna coberta com o oligopeptideo glicil-L-fenilalanil-L-
fenilalanina e a superficie externa é exclusivamente coberta com o ligante glicil
(HAGESTAM e PINKERTON, 1985). A reten¢cédo de micromoléculas neutras se deve as

interacbes TeTt e as propriedades catidnicas fracas. Essa fase € comercialmente

disponivel como GFF®.

As fases chamadas de ADS (Alkyl-Diol Silica) foram preparadas por BOOS et al.
(1995) e apresentam uma superficie externa com caracteristicas hidrofilicas contendo
grupos diol e superficie interna com caracteristicas hidrofébicas contendo grupos
alquilicos (butil, octil ou octadecil) ligados a silica. Essas fases sdo comercialmente
conhecidas como LiChrospher® ADS (Merck Alema).

DESILETS et al. (1991) prepararam fases SPS (Semi-Permeable Surface),
através do recobrimento de uma superficie de fase hidrofébica (Cs ou Cig) com uma
camada de um polimero hidrofilico (polioxietileno) que limita o acesso das proteinas a
fase estacionaria hidrofébica adjacente. Na primeira geracdo destas fases, o polimero
era ligado adsortivamente a silica, mas na segunda geracéo, a ligacdo do polimero &
covalente.

As fases RAM que combinam diferentes modos cromatogréficos (por exemplo,
cromatografia de exclusdo e de afinidade) ou diferentes funcionalidades (ligantes

hidrofilicos e hidrofébicos) sobre uma superficie uniforme de silica, s&o denominadas de
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fases MMP (Mixed-Mode Phases) e MFP (Mixed-Function Phases), (BOSS e
RUDOLPHI, 1997, HAGINAKA et al. 1990).

As fases chamadas de SHP (Shielded Hydrophobic Phases), comercialmente
disponiveis sob o nome de Hisep® (Supelco), consistem de uma rede hidrofilica
(polimeros de polioxietileno) contendo regides hidrofobicas (aromaticos substituidos)
ligadas a superficie da silica (GISCH et al., 1988).

Analiticamente, as fases RAM tém aplicacdo muito versatil, podendo ser
utilizadas no modo simples de andlise, ou seja, a amostra ndo tratada é diretamente
injetada na coluna, onde a matriz complexa é excluida e xenobibticos e seus
metabolitos ficam retidos, sendo posteriormente analisados por eluicdo gradiente
(BOSS e RUDOLPHI, 1997). Desta forma, a coluna funciona simultaneamente como
coluna de excluséo e coluna analitica.

Essas colunas também sdo amplamente empregadas em analise cromatogréafica
multidimensional, que é uma técnica de acoplamento de duas ou mais colunas para a
extracdo de interferentes e analise de amostras complexas contendo muitos
componentes. Neste caso, uma coluna RAM curta é usada como pré-coluna e 0s
analitos sado transferidos através de uma valvula de desvio, para uma coluna analitica
apos eluicdo da matriz, (BOSS e RUDOLPHI, 1997; GIDDINGS, 1990; CORTES e

ROTHMAN, 1990; ANDERSON, 1999).
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1.4.1. AplicacBes da coluna cromatografica ISRP (Internal Surface Reversed
Phase) em determinagdes de analitos presentes em am  ostras de matrizes

complexas

A separacdo e quantificagcdo de pequenas moléculas de matrizes constituidas de
macromoléculas tém apresentado um desafio importante no campo da cromatografia
liquida. Em particular, as andlises de drogas, metabdlitos e pesticidas presentes em
fluidos biologicos, tém sido historicamente probleméticas. Isto se deve a necessidade de
remover primeiro as proteinas, para evitar estas danifiquem as colunas cromatograficas
convencionais. A preparacdo convencional da amostra envolve procedimentos de
precipitacdo de proteinas, seguida por extracao e pré-concentracdo dos analitos.

HAGESTAM e PINKERTON (1985) e PINKERTON et al. (1986), desenvolveram e
patentearam a fase estacionaria com Superficie Interna de Fase Reversa — ISRP. Este
conceito foi inovador para as determinacdes de drogas e metabdlitos em matrizes
biolégicas por CLAE. Esta fase estacionéaria foi sintetizada a partir de uma silica, com
didmetro de poro apropriado, quimicamente ligado a um glicerilpropil, imobilizada com um
polipeptidio e finalmente ativada com uma enzima carboxipepdase A, que atua
principalmente nos grupos carboxilas livres. Estas enzimas tém um diametro aproximado
de 3.1 nm e a albumina, principal proteina dos fluidos biologicos, um diametro de 4,0 nm.
Portanto, as proteinas do soro, plasma ou urina ndo podem alcancar a superficie interna
desta fase estacionaria apos tratamento enzimaético.

A fase estacionaria ISRP possui caracteristicas hidrofébicas na superficie interna da
silica e mantém a superficie externa da silica com propriedades hidrofilicas nao

adsorvidas para as proteinas.
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Na coluna cromatografica ISRP a extracdo das ocratoxinas presentes em amostras

de fluidos bioldgicos, ocorrem por dois mecanismos:

a - A fase estacionaria com distribuicdo de didmetro de poro controla a separacdo. Em
geral as proteinas presentes em amostras de fluidos biol6gicos, possuem moléculas com
dimensdes médias de 144 A, sendo denominadas de macromoléculas. Isto impede que as
mesmas penetrem nos poros da silica, que possuem diametro médio de 100 A. Apos a
imobilizacdo da albumina humana sobre a superficie da fase estacionéaria, esta passa a
possuir propriedades hidrofilicas, desta forma as proteinas presentes na amostra de fluido

biolégico ndo sdo adsorvidas, por possuirem propriedades hidrofobas.

b — As ocratoxinas possuem pequenas moléculas, capazes de penetrar nos poros da silica
e serem adsorvidas pela fase estacionaria, octadecilsilano possibilitando a extracdo da
amostra de fluido biolégico. A Figura 6 apresenta 0 modelo do mecanismo de separacao
em uma particula da fase estacionaria ISRP.

Esta fase estacionaria permite a injecdo direta das amostras de fluidos bioldgicos
sem tratamento prévio.

Véarios métodos analiticos, empregando a técnica de injecdo direta da amostra
empregando colunas ISRP tém sido desenvolvidos e avaliados para aplicagbes
semelhantes, tais como: a determinacdo de fenilalanina em plasma humano, para
diagnéstico e tratamento de fenilcetondria (ATHERTON, 1989), determinacdo de drogas
enantioméricas em soro (HAGINAKA e MURASHIMA, 1993; HAGINAKA, SEYAMA e
MURASHIMA, 1994), extracdo e identificagdo de carbamazepina em soro humano

(DARYL et al.,, 1988), extracdo e separacao de pesticidas em leite cru (MENEZES e
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FELIX, 1996). Muitas fases estacionarias, contendo proteinas ligadas sobre a superficie
da silica, tais como: albumina de soro bovino (MENEZES, DEMARCHI e FELIX, 1998),
albumina de soro humano (ALLENMARK, 1986) tém sido empregadas para determinacao
de pesticidas e cafeina presentes em amostras de fluidos bioldgicos.

Na execucdo deste projeto, serd empregada uma coluna cromatografica, com a
superficie interna de fase reversa (ISRP), que possibilitara a determinacdo de ocratoxinas

presentes em amostras de cervejas por injecdo direta em CLAE (Figura 06).

Figura 06 - Particula da fase estacionaria ISRP,
(MENEZES e FELIX, 1996).
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2. OBJETIVOS

Considerando-se que varios meétodos analiticos relatados na literatura para a
determinagdo das ocratoxinas A, B em diferentes tipos de amostras, sobretudo em
bebidas, requerem o pré-tratamento da amostra (precipitacdo de proteinas, centrifugacgéo,
extracdo e purificagdo) ou o emprego de colunas de imunoafinidade, foi proposto o
desenvolvimento de um novo método analitico para a determinacdo das referidas
ocratoxinas, por injecdo direta da amostra de cerveja em uma coluna cromatografica
ISRP, instalada em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, CLAE.

Os objetivos do presente trabalho foram:

 Otimizar as condicbes cromatograficas, para efetuar as separacdes das
ocratoxinas A e B;

* Validar a metodologia proposta;

» Efetuar as determinagcdes das ocratoxinas A e B em amostras reais de cervejas.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Reagentes e Padrdes

A acetonitrila e o metanol (grau CLAE) foram adquiridos junto a Mallinckrodt. Os
acidos: acético, sulfurico, fosférico e fosfato acido de sodio, trietilamina,
dimetilformamida, tolueno, xileno e iodeto de metila foram adquiridos junto a Merck
(Merck-E, Merck RgaA, Germany). Os padrdes de ocratoxina A e B, albumina de soro
humano e solucdo a 25% (m/v) de glutaraldeido, silica gel (com tamanho de particula
de 10um e poros de 100A), 3-cloropropiltrimetoxisilano, foram adquiridos junto a Sigma-

Aldrich, (Sigma-Aldrich Chemical Company, USA).

» Preparo da solucdo de ocratoxina A (OTA)

Toda a massa do padrao (5,0mg), contida no frasco, foi solubilizada e avolumada
a 10,0 mL de metanol (grau CLAE) gerando uma solugcdo estoque com uma
concentracdo de 498 mg.L™*. A concentracéo real foi determinada segundo o método da
AOAC - 970.44 (SCOTT, 1997).

Novas diluicdes foram efetuadas obtendo-se concentracdes de 0,25 mg.L™” e

0,015 pg.L™.
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» Preparo da solucéo de ocratoxina B (OTB)

Toda a massa do padrao (1,0mg), contida no frasco foi solubilizada e avolumada
a 10,0 mL de metanol (grau CLAE) gerando uma solucdo estoque com uma
concentracdo de 101 mg.L™*. A concentracéo real foi determinada segundo o método da
AOAC - 970.44 (SCOTT, 1997).

Novas diluicBes foram efetuadas obtendo-se concentracdes de 0,25 mg.L* a
0,015 pg.L™

Todas as solugdes contendo as micotoxinas foram mantidas congeladas a -20 °C.

3.1.2. Amostras de cervejas

As amostras de cervejas foram adquiridas no comércio de Bauru, Estado de S&o
Paulo e regido. Das cervejas lideres de mercado foram analisadas 3 amostras
diferentes de cada marca, das demais apenas uma amostra foi analisada.

Foram analisadas 42 amostras de cervejas, no periodo de maio a agosto de
2005; além de 09 amostras de cervejas importadas comercializadas nesta mesma
regido, sendo: 03 da Alemanha, 02 do México, 01 Argentina, 01 Canada, 01 da Holanda
e 01 do Japéao. Entre as cervejas analisadas estéo relacionadas cervejas do tipo Pilsen,

cervejas escuras e sem alcool.
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» Preparo da amostra para a analise de ocorréncia de  ocratoxinas
Uma amostra de 50 mL de cerveja, foi desaerada em banho ultrassénico por 30
minutos, a seguir foi diluida na propor¢céo de 1:5 (cerveja:agua destilada) e realizada a

determinacgéo.

* Preparo da amostra fortificada

Uma amostra de 50 mL de cerveja, considerada amostra controle, foi desaerada
em banho ultrassonico por 30 minutos, a seguir foi fortificada com a quantidade
calculada para cada nivel desejado, apés foi diluida na propor¢cédo de 1:5 (cerveja:agua
destilada) e realizada a determinacéo pela técnica de padrdo externo, com auxilio de
uma curva padrdo construida diariamente ( Figura 07).

A diluicdo da cerveja em agua destilada 1:5 foi necesséaria para se evitar a
sobreposicdo de um pico cromatografico da cerveja, cujo componente também fica

retido na pré-coluna anidnica — ISRP, juntamente com as micotoxinas.

Embalagem agitada

g

50mL /30 minutos
Banho ultrassdnico

£L <j Adigdo dos

Padrdes

Diluida 1:5
com agua destilada

!

Injetada

Figura 07 — Esquema representativo do preparo da amostra analitica
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3.2. Métodos

3.2.1. Preparo da colunas C18- ISRP

A coluna Cig empregada foi Phenomenex-Luna, adquirida da Labtron (Labtron-
Comércio e Representacdes Ltda), (250 mm x 2,0mm DI) com didmetro das particulas
de 5u. A imobilizacdo da proteina seguiu o procedimento descrito por MENEZES e
FELIX (1996), sendo que o mesmo foi também empregado para a coluna aniénica

sintetizada.

3.2.2. Coluna anibnica-ISRP

O preparo desta coluna para posterior imobilizacdo de proteina seguiu varias
etapas:

a. Sintese da 3-cloropropilsilano silica gel

Esta fase estacionéria foi obtida fazendo-se reagir o grupo organico trietilamina
com o 3-cloropropil silica gel, previamente preparado. A reacdo quimica ocorreu de

acordo com a equagao quimica abaixo:

DMF

24 h

Para 20,0g de silica gel previamente ativada (mantida sob vacuo por 24 horas a

uma temperatura de 180 °C), foram adicionados 50,0 mL de uma solugéo contendo
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10% (v/v) de 3-cloropropiltrimetoxisilano dissolvido em xileno. A mistura foi mantida sob
refluxo e agitagdo mecénica por 24 horas. O produto obtido foi filtrado e lavado com
xileno seguido por porcdes de acetona. A silica gel obtida foi mantida em estufa a 80 °C

por 12 horas ( Figura 08).

silica gel — 20,0g
i 180°C/24H vacuo

+ S0mL 3-cloropropiltrimetoxisilano
( 10% em xileno)

ﬂ Refluxo e Agitagio — 24H/110°C

silica gel modificada
Filtrada/lavada
L Xileno e acetona

3-cloropropilsilano silica gel 80°C/12 horas

Figura 08 — Esquema representativo da sintese da 3-cloropropilsilano silica gel

b. Sintese da fase estacionéria cloreto de N,N-pro piltrietilaminénio silano

Para 8,0 g de silica 3-cloropropilsilano foram adicionados 50,0 mL de uma
solucdo a 10% (v/v) de trietilamina dissolvida em dimetilformamida. A mistura foi
mantida sob agitacdo mecéanica por 24 horas, a temperatura ambiente (25 °C). O
mesmo procedimento foi realizado mantendo o sistema reacional sob refluxo por 24
horas a uma temperatura constante de 60°C. Os produtos obtidos foram filtrados e

lavados com porcdes de dimetilformamida seguido por por¢cdes de acetona. As fases
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estacionarias obtidas foram mantidas em dessecador, sob vacuo por 24 horas em

temperatura ambiente (Figura 09).

3-cloropropilsilano silica gel — 8,0g

1

+ S0mL de trietilamina 10% em dimetilformanida

J
v
-~
-~

I

Agitacio mecinica 24H/ambiente Refluxo 24H/60°C
Filtrada/Lavada Filtrada/Lavada
Dimetilformamida Dimetilformamida
’ Acetona 7 Acetona
Cloreto de N,N-propiltrietilamdnio silano Cloreto de N,N-propiltrietilaménioc silano

Dessecador vicuo/24h-ambiente

Figura 09 — Esquema representativo da sintese da fase estacionaria cloreto de N,N-

propiltrietilaminénio silano

c. Caracterizacao das fases estacionarias

c.1l. Analise elementar — Determinacdo dos teoresd e C, Ne H.

As amostras, para efetuar as referidas determinacdes, foram enviadas para o
laboratério de multiusuéarios, junto ao Instituto de Quimica — UNESP, Campus de
Araraquara. As determinacdes foram efetuadas empregando um equipamento de

analise elementar, modelo EA 1110 da CHNSO-CE Instruments.

c.2. Obtencao dos espectros na regidao do infraverme  lho.
Os espectros na regido do infravermelho para a caracterizagdo das fases
estacionarias sintetizadas foram obtidos junto ao Laboratério de Quimica Inorganica —

UNESP, Campus de Araraquara.
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d. Empacotamento da coluna cromatografica.

A coluna cromatografica foi empacotada efetuando-se a suspensao de 2,0g da
fase estacionaria anibnica em uma solucdo composta por solucao tampao fosfato 0,05
mol.L"" e acetonitrila (50:50 v/v). Apés a eliminacédo de bolhas de ar com auxilio de
banho de ultrasom, a suspensdo foi transferida rapidamente para um reservatorio
denominado “slurry packer”, onde foi previamente conectado o tubo de aco inoxidavel
(coluna cromatografica) e este conectado a bomba do sistema CLAE. Procedeu-se 0
empacotamento na forma ascendente sob uma pressao de 250 atmosfera, empregando
acetonitrila como solvente de eluicdo. A figura 10 esquematiza o sistema empregado

para empacotar a coluna.

a — bomba pneumatica (CLAE)

b — valvula de alta pressdo

¢ — slurry packer

d — tubo de aco

e — coluna a ser empacotada

f — filtro metalico da coluna a ser empacotada

Figura 10 — Esquema utilizado para empacotar as colunas cromatogréaficas (GARCIA, 2001).
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3.2.3. Imobilizacdo da albumina de soro humano in's  itu sobre a superficie da fase
estacionaria Si-C18 e da fase estacionaria cloreto de N,N-propiltrietilamdnio

silano

Para as duas colunas empregadas foi feita a imobilizagdo da proteina conforme
protocolo de MENEZES e FELIX (1996).

A imobilizagcdo da proteina in situ foi efetuada instalando-se a coluna
cromatografica em um sistema gradiente de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
modelo Pro star Polaris, adquirido junto a Varian (Varian Associates, Inc., Sunnyvale,
USA), equipado com um detector de Uv-visivel, com comprimento de onda ajustado em
220nm. Inicialmente lavou-se a coluna cromatografica com acetonitrila grau CLAE, por
15 minutos, seguido por agua deionizada por mais 15 minutos sob um fluxo de 0,5
mL.min™.

A coluna cromatogréfica foi condicionada com uma solu¢do tampéao de fosfato
0,05 moL.L*, pH 6,0, por 15 minutos. Foi eluida a um fluxo de 0,5mL.min™* uma
solucdo de albumina de séro humano com concentragdo de 2,0 g.L™, preparada em
solucdo tampdo de NaH,PO, 0,05 moL.L™ (pH 6,0), durante 30 minutos. Lavou-se a
coluna com solucdo tampdo de NaH,PO, 0,05 moL.L™* (pH 6,0), por 15 minutos,
seguido por 4gua deionizada. Eluiu-se a referida coluna cromatografica com uma fracao
de 10,0 mL de glutaraldeido a 25% (m/v), sob o fluxo de 0,5 mL.min™.

Apés um repouso de 5 horas, lavou-se a coluna com agua deionizada por 15
minutos, seguido por uma solucdo de boridreto de sédio 1,0g.L™”, até se coletar um
eluato com pH 10. Esta foi mantida em repouso por duas horas, a seguir, a coluna

cromatografica foi lavada com agua por 60 minutos seguido por fase movel composta
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por acetonitrila:solugdo tampdo de fosfato 0,05 moL.L™(pH 6,0) (50:50 v/v) por 15
minutos, seguido por agua deionizada. ApOs este procedimento a coluna
cromatografica pode ser caracterizada como ISRP.

A Figura 11 mostra o fluxograma do preparo da coluna.

Figura 11 — Fases do preparo da coluna ISRP-HSA( C.g e anibnica).

A avaliacdo da imobilizacdo da proteina sobre a superficie da fase estacionéria

foi efetuada injetando-se 1000uL de uma solucédo a 1% de albumina de soro humano,
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empregando a fase movel composta por solucdo aquosa de &acido acético 2%

acetonitrila (60:40 v/v).

3.2.4. Otimizag&o Cromatografica

* Instrumentacao

Os experimentos cromatograficos foram realizados sob condi¢des
isocraticas em um sistema gradiente de cromatografia de alta eficiéncia (Varian, Modelo
Pro Star Polaris), equipado com duas bombas tipo seringa, um sistema controlador
eletrénico (MIB), um detector espectrofotométrico de absorcdo na regido do ultravioleta-
visivel, um detector espectro de fluorescéncia, e uma estacdo de tratamento de dados
(Workstation -Computador Pentium IV - Dell), (Figura 12). As solucdes-padrdo foram
injetadas em uma valvula de injecdo Rheodyne 7125 , (Cotati, CA, USA). Foi utilizada
uma alca de injecdo com volume de 1000 pL.

Para o emprego da pré-coluna, Fase 2 deste projeto, uma segunda valvula
Rheodyne 7000, (Cotati, CA, USA), foi empregada para efetuar a mudanca de fluxo
para a segunda fase moével, empregando a técnica de column switching de acordo com
o0 modelo apresentado na Figura 13. A coluna analitica empregada posteriormente a
coluna ISRP — anibnica foi uma coluna cromatogréafica, marca Phenomenex, Gemini
Cig, 5 um, 110 A, (250 mm x 2,0 mm DI).

E necessario relatar que este equipamento possui uma limitagdo para o emprego de
gradiente, pois a cabeca da bomba e o misturador ndo sdo adequados para a vazao

empregada em colunas com proteina imobilizada, ou seja, vazdes de 0,4 mL a 1,0 mL.



Figura 12 — Cromatdgrafo de alta eficiéncia Varian, Modelo Pro Star Polaris.

64
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3.2.5. Validacéao da metodologia proposta

A metodologia proposta foi validada através do estudo dos seguintes parametros:

» Seletividade: através da comparacdo dos cromatogramas da matriz isenta e da
matriz adicionada dos padroes.

» Linearidade do detector: Para a determinacdo da linearidade do detector,
empregando a alca de 1000pL, foram injetadas concentragbes decrescentes das
ocratoxinas, em sextuplicata.

» Recuperagfes obtidas e o CV: Foram avaliadas as recuperacdes em cinco niveis
de fortificacdo para cada micotoxina estudada. A andlise foi executada em
guadruplicata.

» Linearidade do Método: Com os valores obtidos nos ensaios de recuperacgao foi
elaborada uma curva analitica para a verificagdo da linearidade do método.

» Limite de Deteccdo e Quantificacdo: Os métodos visual e da relacdo sinal ruido
foram empregados para esta determinagao.

» Confirmacgao do analito: Segundo SOARES, 2001, a cromatografia € um poderoso
método de separacdo de compostos, mas nao de identificacdo. Uma coincidéncia de
tempos de retencdo entre o analito e o padréo significa que o analito talvez seja o
mesmo composto que o padrdo. A Co-cromatografia , técnica em que adiciona-se
uma quantidade de padrdo na amostra e depois verifica-se se a area do pico
aumentou, € um presuntivo positivo, mas ainda seria importante uma maior

confirmacao
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3.2.6. Tratamento dos residuos

Por se tratar de uma analise de substancia muito toxica, todos os cuidados
analiticos devem ser tomados. SCOTT e LAWRENCE (1997), indicam que toda a vidraria
empregada na analise deve ser enxaguada com metanol e adicionada de hipoclorito de
sodio a 1%, apés duas horas deve-se adicionar acetona a 5% do volume total, e apos 30
minutos deve-se enxaguar e lavar normalmente a vidraria.

SCUSSEL (1998), sugere a imersdo das vidrarias em solugdo de hipoclorito de
sodio a 1% por 24 horas, seguida de enxague e posterior limpeza manual.

Os residuos liquidos obtidos durante a analise foram reservados em frascos de

vidro, com volume néo superior a 2/3 do volume total do frasco, para posterior incineracao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Coluna ISRP — C 15 - HSA
4.1.1. Protocolo de avaliagdo da coluna cromatograf  ica ISRP- C18-HSA

Inicialmente foi preparada apenas a coluna ISRP — C15 — HSA, conforme protocolo
descrito por MENEZES E FELIX (1996), a imobilizacdo da HSA foi realizada in situ,
eluindo-se uma solucdo de HSA (2mg. mL-1, pH 6,0), como pode ser visto na Figura 10,
na pagina 61.

Para estabilizar a proteina imobilizada, foi efetuada a reacdo da desta com
glutaraldeido 25% (v/v). Em seguida, para evitar possivel hidrélise da dupla ligacdo das
bases de Schiff formadas e evitar reacbes posteriores com os grupos aldeido residuais,
esses grupamentos foram reduzidos com uma solucéao de 0,1% (m/v) de borohidreto de
sodio, de acordo com o esquema apresentado na Figura 14. Apés duas horas, a coluna
foi eluida com agua por uma hora, seguida por uma fase movel composta por
acetonitrila: tampé&o fosfato 0,05 mol.L™, pH6,0 (50:50 v/v) por 30 minutos. Portanto,

assim a referida coluna cromatografica esté preparada para ser utilizada.

* Avaliacdo da imobilizacdo da albumina de soro human o sobre a superficie da
fase estacionaria
O sistema de testes com qualquer tipo de coluna seja ela de cromatografia
gasosa convencional ou liquida de alta eficiéncia, ou mesmo de cromatografia com
fluido supercritico, apresenta-se como uma etapa necessaria, para que se possam
avaliar as condi¢des gerais de empacotamento, a eficiéncia da coluna e principalmente
avaliar a imobilizacdo da albumina de soro humano sobre a superficie da fase

estacionaria anidnica.
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Figura 14 - Estabilizagdo da camada de HSA imobilizada em fases hidrofébicas; (1) intercruzamento da
HSA com glutaraldeido; (2) reducao de grupamentos aldeidos residuais (a) e das bases de Schiff (b) com

borohidreto de sodio.

A determinacdo dos teores de proteinas imobilizadas sobre a superficie da fase
estacionaria pode ser efetuada desmontando-se a coluna e determinando-se o teor de
nitrogénio elementar na amostra da fase estacionaria. Todavia, adotou-se um outro
meétodo, que consistiu ha injecdo de amostras de material biolégico.

A avaliacdo da imobilizacdo da albumina de soro humano sobre a superficie da
silica indicou que os tempos de retencdo das proteinas contidas nas amostras de
plasma foram eluidas em um periodo de tempo inferior ao tempo de eluicdo das
ocratoxinas, indicando que a imobilizacdo da proteina de soro humano (HSA) sobre a

superficie da silica foi adequada.
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» Condi¢des cromatograficas.
A nova coluna cromatografica foi avaliada determinando-se os parametros, do
cromatograma obtido apdés a injecdo de 1000pL de uma solugdo-padrdo contendo

1,25ug.L™" das ocratoxinas A e B. Os valores obtidos foram satisfatérios (Tabela 05).

Tabela 05-NUmero de pratos tedricos (N), resolucdo (Rs), fator de capacidade (k) e assimetria
de pico (Asy ) das ocratoxinas, empregando a coluna cromatografica ISRP-HSA.

Ocratoxinas tr (min) N (m) Rs K AS 01
Ocratoxina A 6,170 15227 2,90 1,12 1,0
Ocratoxina B 3,727 12016 0,28 1,2

De acordo com os valores observados na Tabela 05, o nUmero de pratos tedricos
calculados para a referida coluna cromatografica ISRP-HSA s&o considerados adequados.
Apés a imobilizacdo da albumina de soro humano sobre a superficie das particulas
esféricas da fase estacionaria C;g ocorreu a reducdo dos sitios ativos da referida fase
estacionaria, ocasionando diminuicdo do numero de pratos teoricos.

Os valores de coeficientes de assimetria em torno de 1,0 a 1,5 sdo considerados
excelentes (CIOLA, 1998). Assim, de acordo com os valores obtidos, pode-se inferir que
a coluna cromatografica apresentou uma excelente performance cromatografica.

Os valores de resolugdo acima de 1,5 indicam que dois analitos tém uma
separacdo até a linha de base, fato importante em analises quantitativas, pois a medida
exata da area depende da resolucdo total dos analitos envolvidos. Ainda os valores
inferiores a 1,5 significam que a separacao somente é parcial (CIOLA, 1998). Sendo

assim, de acordo com os resultados expressos na Tabela 5 pode inferir-se que a coluna
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cromatografica permitiu excelente separacéo das ocratoxinas.

Os valores de k determinados encontram-se em torno de 1,12, ocorrendo
portanto pouca interacdo dos analitos com a fase estacionaria. Porém estes resultados
séo satisfatorios considerando a performance cromatogréafica obtida.

A avaliacdo da imobilizacdo da albumina de soro humano sobre a superficie da
silica indicou que os tempos de retencdo das proteinas contidas nas amostras de
plasma e de cerveja foram eluidas em um periodo de tempo inferior ao tempo de
eluicdo das ocratoxinas, indicando que a imobilizacdo da proteina de soro humano
(HSA) sobre a superficie da silica foi adequada.

A otimizacéo da fase mével foi obtida apds o ensaio de diferentes concentracoes
de acetonitrila e os diferentes acidos e solucdo aquosa de fosfato basico de sédio,
empregados nas avaliacdes. Observou-se que apenas a ocratoxina A sofre influéncia
do pH. Neste caso foi avaliada a separacdo das ocratoxinas empregando a fase movel
composta por acetonitrila:fosfato basico de sédio 0,025 mol.L™ (55 : 45 v/v), diminuindo
a sensibilidade de deteccdo da referida ocratoxina, mas ndo alterou o tempo de
retencdo das ocratoxinas. Os ensaios com as solu¢cdes dos diferentes &acidos
inorganicos, tais como: solugcdo aquosa contendo 0,01 mol.L™ de &cido perclérico,
solucdo aquosa contendo 0,01 mol.L™" de &cido fosférico e solugdo aquosa contendo
0,01 mol.L™ de é&cido cloridrico, em todos estes experimentos, a eluicdo dos picos
apresentou uma grande quantidade de ruidos. A fase com melhores resultados foi
acetonitrila:solucdo aquosa de acido acético 2% (v/v), (60:40).

Uma vez otimizada a fase mével, avaliou-se o melhor comprimento de onda para
excitacdo, objetivando adequar um valor Unico para a determinacdo simultinea das

OTA e OTB. De acordo com a Figura 15, observou-se que o comprimento de onda que
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apresentou o melhor resultado foi de 325 nm para excitagdo das ocratoxinas. O
comprimento de onda para emissdo, também foi avaliado, mas n&o apresentou
alteracdes expressivas, comparado aos comprimentos de onda relatados na literatura.

Portanto, este foi fixado em 460 nm.

Figura 15 — Cromatogramas obtidos para a avaliacdo do comprimento de onda para excitacédo
das ocratoxinas A e B.

A separacdo das ocratoxinas foi realizada a temperatura ambiente, com uma

vazao da fase moével ajustada em 0,4 mL.min™.

4.1.2. Avaliacdo da coluna ISRP — C18 - HSA com am ostras de cerveja

Nos testes preliminares foi observado que para separar e quantificar as

ocratoxinas A e B, presentes em amostras de cervejas, um pico cromatografico de
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interferentes co-eluia sobrepondo o pico cromatografico das mesmas. Varios esforcos
foram feitos, como alteracdes de fases moveis, alteracbes de comprimento de onda no
detector, diluicdo das amostras, etc., sem sucesso.

Assim foi necessaria a utilizacdo de uma pré-coluna ISRP — anidnica — HSA,
para que fosse possivel reter as ocratoxinas nesta pré-coluna, e em seguida as
mesmas serem eluidas para uma coluna cromatografica analitica. A escolha de uma
coluna de troca anibnica para se empregar na pré-concentracdo das ocratoxinas A e B
foi baseada no principio de que em ambas as moléculas hd um grupo carboxila. Desta
forma, empregar uma fase estacionaria contendo um radical de amonio quaternario foi

a solucdo encontrada para resolver o problema dos interferentes.

4.2. Coluna ISRP — anibnica - HSA

4.2.1. Caracterizagéo das fases estacionarias:

» Analise elementar de nitrogénio, carbono e hidrogén io:
Os resultados obtidos pela andlise elementar de nitrogénio, carbono e hidrogénio
das amostras das fases estacionarias sado apresentados na Tabela 6.

Tabela 06 — Valores percentuais obtidas na analise elementar das amostras
das fases estacionarias.

Fase Estacionaria Nitrogénio Carbono Hidrogénio
(% m/m) (% m/m) (% m/m)
Si0(CHy)sN*(C,Hs)sCl 0,35 11,34 2,43
*Si0(CH,)sN*(C,H5)sCl 0,30 5,04 1,62

"Sintese efetuada a uma temperatura constante de 60 °C.
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A partir destes valores, observa-se que ambas as fases estacionérias foram
sintetizadas, porém a fase estacionaria sintetizada a temperatura ambiente, apresentou
um melhor rendimento.

» Espectros de absorcao na regido do infravermelho:

FULCHER et al.,, 1981, relataram que as limitacdes do espectro na regido do
infravermelho dificultam a caracterizagdo dos grupos funcionais quimicamente ligados a
superficie da silica gel, devido as absor¢cbes da matriz silica, as quais mascaram as
absorc¢des dos grupos funcionais em algumas regides dos espectros.

Apesar destas limitacdes, pode-se verificar que o espectro na regido do
infravermelho da fase estacionéria cloreto de N,N-propiltrietilamonio silano (Figura 16),
apresenta bandas de absorcéo caracteristicas, quando compara-se com o espectro de
absorcéo na regiao do infravermelho do reagente trietilamina, Figural?.

Cabe ressaltar que as bandas espectrais mais importantes foram observadas nos
intervalos de 3000 a 800 cm™. No espectro do reagente trietilamina, Figural?,
destacam-se as bandas em 2970 e 2754 cm™ referente & deformacdo axial do C-H
alifatico. O mesmo espectro apresenta uma banda de absorcdo intensa em 1382 e
736cm™ referente & deformacdo angular simétrica de N-C e duas bandas de absorcéo
em 1467 e 1204 cm, referentes a deformacdo simétrica de CH, e estiramento
simétrico C-N respectivamente.

A Figura 16, apresenta uma banda de absorcdo em 1734 e 801cm™ referentes &

formacdo do amonio quaternario.
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Comparando-se os espectros de infravermelho da fase estacionaria e o reagente
trietilamina, observou-se que ocorrem as mesmas absor¢cdes em ambos 0s espectros
analisados, exceto a banda de absorcdo em 1734cm™. Desta forma conclui-se que

houve a formacdo do amonio quaternario desejado na referida fase estacionaria.

4.2.2. Imobilizacdo da HSA na coluna anibnica

* Avaliagédo da imobilizagdo da albumina de soro human 0 sobre a superficie

da fase estacionaria anionica.

De acordo com o ensaio realizado, injetando-se 1000uL de uma solu¢édo aquosa
contendo 1% de albumina de soro humano, na coluna aniénica-ISRP, seguido pela
eluicdo empregando a fase movel acido acético 2% (v/v) : acetonitrila (60:40 v/v),
constatou-se que a mesma mostrou-se eficiente com relacdo a imobilizacdo de
proteinas sobre a superficie externa das particulas da fase estacionaria. Uma segunda
avaliacao foi efetuada injetando-se 1000puL de uma amostra de cerveja fortificada com
solucdes-padrdo: 0,8ug.L™ das ocratoxinas A e B. Observou-se que as ocratoxinas
ficaram retidas na coluna cromatogréafica, eluindo-se apenas as proteinas e outros

componentes presentes na amostra de cerveja.

4.2.3. Otimizacao Cromatogréfica

A otimizag&o da fase moével foi obtida em duas etapas:
Inicialmente ensaiaram-se varias composicoes de sistemas de fases méveis que
possibilitassem que as impurezas da cerveja fossem eluidas, retendo-se apenas as

ocratoxinas. ApGs varios ensaios, concluiu-se que o emprego de agua pura, como fase
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movel, empregando a bomba A, foi a mais adequada para garantir a eluicdo completa
dos interferentes e retencéo das ocratoxinas na coluna anibénica.

Na segunda etapa, avaliou-se a composicao de diferentes concentracdes de
acetonitrila e os diferentes acidos inorganicos e organicos bem como uma solucdo
aquosa de fosfato basico de sodio. Observou-se que a fase movel composta por
acetonitrila: solucdo aquosa de &cido cloridrico 1,0% (v/v), (40:60 v/v), foi a mais
adequada para efetuar a extracdo e separacdo das ocratoxinas A e B presentes em

amostras de cervejas.

4.2.3.1. Avaliacdo da coluna cromatogréfica analit ica Cig

A coluna cromatografica Gemini C1g 5 pm (250 mm x 2,0 mmDI) em série com a
coluna cromatogréfica anibnica-ISRP, foi avaliada determinando-se os parametros, do
cromatograma (Figura 18), obtido apds a injecdo de 1000uL de uma solucao-padrao
contendo 0,8 pg.L™* das ocratoxinas A e B. Os valores obtidos, calculados com relagéo ao

cromatograma, sdo apresentados na Tabela 07.
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Figura 18 — Cromatograma obtido apés a injecao de 1000uL de uma amostra de cerveja fortificada
com solugbes-padréo de oxratoxinas A e B (0,8 ug.L'l). Fase |: FM: agua pura Vazao: 1,0 mL.min™.
Fase Il: FM: acetonitrila:HCI 1% (40:60 v/v) Vazdao: 0,4 mL.min™.

Detector de fluorescéncia: Em 325 nm Ex 460nm.

Tabela 07 — Numero de pratos teéricos (N), resolucdo (Rs), fator de capacidade (k) e assimetria de

pico (Asg 1) das ocratoxinas, empregando a coluna cromatografica Cig.

Ocratoxinas tr (min) N (m) Rs K A1
Ocratoxina A 40,348 143087 51 39,35 1,0
Ocratoxina B 31,121 259848 1,4 30,12 1,0

De acordo com os valores observados na Tabela 7, o nimero de pratos tedricos
calculados para a referida coluna cromatografica aniénica-ISRP, ligada em série com uma
coluna cromatogréfica Cig sdo considerados adequados, uma vez que nesta ndo foi
imobilizada proteina de soro humana na superficie externa das particulas da fase

estacionaria. Os valores de coeficientes de assimetria em torno de 1,0 a 1,5 sao
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considerados excelentes (CIOLA, 1998). Assim, de acordo com os valores obtidos, pode-
se inferir que a coluna cromatografica apresentou um excelente desempenho
cromatogréfico.

Os valores de resolugcdo acima de 1,5 indicam que dois analitos tém uma
separacdo até a linha de base, fato importante em analises quantitativas, pois a medida
exata da area depende da resolucdo total dos analitos envolvidos. Ainda os valores
inferiores a 1,5 significam que a separacdo somente é parcial (CIOLA, 1998). Sendo
assim, de acordo com os resultados expressos na Tabela 6 pode inferir-se que a coluna
cromatografica permitiu excelente separacéo das ocratoxinas.

Os valores de k determinados encontram-se em torno de 30,12 e 39,35,
ocorrendo portanto muita interacdo dos analitos com a fase estacionaria. Porém estes
resultados sdo afetados pelo tempo de retengdo, o qual é elevado devido a fase de

limpeza on line do extrato na pré-coluna.

4.3. Validacédo da Metodologia Proposta

A metodologia proposta consta, portanto, de um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia, com pré-coluna aniénica-ISRP, seguido por coluna Analitica Cjsg,
operando em sistema isocratico, em temperatura ambiente. Al¢a de injecdo de 1000pL.
Detector de fluorescéncia: excitagdo 325nm, e emissao 460 nm.

Com a seguinte programacao de fase mével:
Bomba A: FM: agua destilada, vaz&o 1,0 mL.min™, por 10 minutos
Bomba B: FM: solucdo aquosa de &cido cloridrico 1,0% : acetonitrila (60:40)

(vIv), vazdo 0,4 mL.min™, por mais 35 minutos.
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4.3.1. Seletividade do método

Para avaliar a seletividade do método proposto foi comparado o cromatograma
obtido com a matriz isenta das micotoxinas OTA e OTB e o cromatograma da matriz
adicionada dos padrdes. Como mostra a Figura 19, nenhum interferente elui no tempo

de retencdo das substancias de interesse.

Figura 19 — Cromatograma obtido com matriz isenta e com matriz adicionada dos padrées. Diluicdo da

cerveja 1:5. ~ Matriz isenta = Matriz adicionada dos padrées
Fase |: FM: 4gua pura Vazdo: 1,0 mL.min™. Fase II: FM: acetonitrila:HCI 1% (40:60 v/v)

Vaz&o: 0,4 mL. min™. Detector de fluorescéncia: Em 325 nm Ex 460nm.

4.3.2. Avaliacdo da Linearidade do Detector

Para a determinacdo da linearidade do detector empregando a alga de 1000pL,

foram injetadas concentracdes decrescentes das ocratoxinas, em sextuplicata.
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A Tabela 08 apresenta as concentracbes empregadas, bem como o Fator de

Resposta obtido, o qual apresentou coeficiente de variagcdo (CV) menor que 5% para

OTA e OTB, indicando que a resposta do detector aos padrées € linear em toda a

extensao da faixa de concentracdo analisada (RIBANI et al., 2004).

Tabela 08 — Parametros das curvas analiticas para OTA e OTB,
injetando-se 1000puL de padréo.

OTA OTB
Concentracao Area Fator de Concentracdo Area Fator de
(ng.L™h Resposta* (ug.L™h Resposta

0,05 531208 1062416D 0,25 1315296 5261184
0,1 1016536 10165360 0,5 2443195 4886390
0,2 1823542 911771p 1,0 5209707 5209707
0,4 3927084 981771p 2,0 9340768 4670384
0,8 7638265 954783 4,0 20000984 5000246
1,6 15429415 96433 8,0 40814752 5101844

Média 9819359 Média 5021626

SD 476870 SD 200547

CV (%) 4.86 CV(%) 3,99

*Fator de resposta= Area/Concentracéo detectada

A Figura 20 apresenta a curva analitica para a OTA, e a Figura 21 para OTB. Os

coeficientes de correlacdo (r) foram 0,99992 e 0,9997 para OTA e OTB

respectivamente, indicando que ha linearidade entre as concentracdes (X) e as areas

(Y) dos picos nos intervalos utilizados. A relacdo de X e Y na curva € expressa como r

(coeficiente de correlacdo), em que os valores ideais esperados séo -1 e 1, ou seja,

guanto mais proximo da unidade, maior a probabilidade de existir uma relacdo linear

bem definida (LEITE, 1998).
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Figura 20- Curvas analitica obtida apés a injecdo de 1000uL da solugdo-padrdo da OTA.
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Figura 21- Curvas analitica obtida ap6s a inje¢do de 1000uL da solugdo-padrdo da OTB.
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4.3.3. Avaliacdo da Recuperacéo do Método

Foram avaliadas as recuperacdes em cinco niveis de fortificacdo para cada

micotoxina estudada. A analise foi executada em quadruplicata.

* Recuperacdes obtidas

As recuperacdes obtidas para OTA e OTB sao apresentadas nas Tabelas 09 e
10. Foram preparados 5 niveis de fortificacdo sendo: 0,25 — 0,50 — 1,00 — 2,00 e 4,00
pg.L™* para OTA, e 1,25 — 2,50 — 5,00 — 10,0 — 20,00 pg.L™ para OTB.

As recuperacdes obtidas para OTA se apresentaram entre 78,5 e 92,1%, com
CV de 5,36 a 11,48%. Para OTB as recuperactes foram entre 76,5 e 93,1%, com CV
entre 4,04 e 10,72%.

Os intervalos aceitaveis de recuperacado para analise de micotoxinas geralmente
estdo entre 70,0 e 120%, com precisdo de +/- 20% (RODRIGUEZ-AMAYA, 2000),
portanto a taxa de recuperacéo foi considerada boa e o CV dentro do esperado.

Observando-se os valores obtidos para as recuperacdes de ocratoxinas A e B,
estes sdo excelentes comparados com o0s métodos relatados na literatura
especializada, apresentados na Tabela 3, & partir da pagina 33, tais como: SCOTT e
KANHERE (1995); JORGENSEN (1998); LEGARDA e BURSDASPAL (1998);
NAKAJIMA et al.,, (1999); VISCONTI et al.,, 2000; e PRADO et al.,2003, os quais
efetuaram extragfes off line empregando colunas de imunoafinidade, obtendo valores

de recuperacdes que variaram de 66 a 113%.
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Os autores DEGELMANN et al., 1999, e SOLEAS et al.,2001, também efetuaram
extracOes off line empregando cartuchos SPE, determinando valores de extracdes na
ordem de 78 a 94%.

E importante ressaltar que o emprego das colunas de imunoafinidade bem como
dos cartuchos de SPE, os quais sdo descartaveis, geram um custo adicional a
metodologia empregada, uma vez que estas analises sdo executadas em laboratorios
de rotina, e em numero elevado.

Desta forma ressalta-se que no método desenvolvido, efetuam-se as extracfes
on line por injecdo direta da amostra contendo ocratoxinas A e B, empregando uma
coluna cromatografica anidnica-ISRP, a qual pré-concentra os analitos.

A pré coluna, no momento da transferéncia dos analitos para a coluna
cromatografica analitica, € regenerada, uma vez que a eluicho é efetuada
empregando-se uma fase moével composta de uma solu¢do aquosa de acido cloridrico
1,0% (v/v) e acetonitrila (60:40 v/v).

Enfatizamos, portanto, que ndo ha custo adicional na metodologia desenvolvida,

uma vez que o tempo de vida da coluna cromatografica anidnica-ISRP € longo.



Tabela 09 — Recuperacéo de OTA em amostras de Cerveja Pilsen.

OTA na OTA na ) Concentragao
amostra amostra diluida Area Detectada % de Desvio C.V.
controle (1:5) (Mg.L™h Recuperagdo Padrdo (%)
(ug.L?) (ug.L™)
0,25 0,05 328140 0,033 66,0
412139 0,042 84,0
389143 0,039 78,0 9,00 11,48
420180 0,043 86,0
X=178,5
0,50 0,1 849153 0,087 87,0
867132 0,079 79,0
745687 0,076 76,0 4,65 5,75
789540 0,081 81,0
X =80,8
1,00 0,2 1905856 0,197 98,5
1951043 0,202 101,0
1676504 0,173 86,5 9,01 9,78
1598174 0,165 82,5
X=921
2,00 0,4 3158471 0,327 81,8
3485120 0,361 90,3
3521480 0,365 91,3 4,66 5,36
3248541 0,336 84,0
X = 86,8
4,00 0,8 6478520 0,672 84,0
7254120 0,753 94,1
6878540 0,714 89,3 6,02 6,59
7540178 0,783 97,9

X =913
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Tabela 10 — Recuperacdo de OTB em amostras de Cerveja Pilsen.

OTB na OTB na i Concentracéo
amostra amostra Area Detectada % de Desvio C.V.
controle diluida (1:5) (Mg.L™ Recuperagcdo Padrdo (%)
(ug.L?) (gL
1,25 0,25 728540 0,182 72,8
778984 0,192 76,8
821450 0,201 80,4 3,12 4,08
768194 0,190 76,0
X =765
2,50 0,50 1849321 0,402 80,4
2256074 0,482 96,4
1982576 0,428 85,6 8,73 10,30
1743128 0,381 76,2
X =846
5,00 1,00 4281735 0,879 87,9
4293841 0,881 88,1
4567187 0,935 93,5 5,87 6,73
3845120 0,793 79,3
X =87,2
10,00 2,00 8521164 1,710 85,5
7835432 1,576 78,8
8100540 1,628 81,4 3,38 4,04
8815602 1,767 88,4
X =835
20,00 4,00 21320056 4,219 105,5
18115422 3,591 89,8
19280148 3,819 95,5 9,99 10,72
16472396 3,269 81,7

X =931
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4.3.4. Linearidade do Método

Com os valores obtidos nos ensaios de recuperacdo foi elaborada uma curva
analitica para a verificagdo da linearidade do método.
A Tabela 11 mostra os valores obtidos para a OTA, a qual é linear em toda a

faixa de concentracdo testada, ou seja de 0,25 a 4,0 pg.L™. Considerando um CV

maximo de 10% para o Fator de Resposta.

Tabela 11 — Pardmetros da curva analitica para OTA ,

injetando-se 1000puL de cerveja fortificada e posteriormente diluida.

OTA na amostra Concentragao

analisada (1:5) Area Média

(Mg.L™) Média Detectada Resposta*

(ug.L?)

0,05 387400 0,039 7748000
0,1 812878 0,081 8128780
0,2 1782894 0,184 8914470
0,4 3353403 0,347 8383507
0,8 7037839 0,731 8797299

C.V. do Fator de Resposta = 5,72

*Fator de resposta= Area/Concentracdo detectada

A curva analitica para amostras de cerveja fortificadas com OTA é apresentada
na Figura 22, obteve-se um coeficiente de correlagcdo de 0,99963. Desta forma pode-se

inferir que o método analitico apresenta uma boa linearidade para a ocratoxina A, no

intervalo de 0,25 a 4,0 pg.L™.
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Figura 22- Curva analitica obtida apés a injecdo de 1000pL de cerveja
fortificada com OTA.

Os dados obtidos para as amostras de cervejas fortificadas com OTB séo
mostrados na Tabela 12, sendo que pelo coeficiente de variacdo do Fator de Resposta
obtido de 14,7 %, vemos que a curva ndo € linear em toda a extensdo analisada, pois
este foi maior que 10%, indicando que a resposta ndo € linear em toda a extensao da

faixa de concentragao analisada (RIBANI et al., 2004).

Tabela 12 — Pardmetros da curva analitica para OTB ,
injetando-se 1000puL de cerveja fortificada e posteriormente diluida.

OTB na ) Concentragao

amostra Area Média Fator de

analisada (1:5) Média Detectada Resposta*

(gL (ug.L™)
0,25 774292 0,191 3097168
0,50 1957774 0,423 3915548
1,00 4246970 0,872 4246970
2,00 8318184 1,670 4159092
4,00 18797005 3,725 4699251

C.V. do Fator de Resposta = 14,7

*Fator de resposta= Area/Concentracio detectada
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A Figura 23 mostra a curva analitica obtida para a OTB, adicionada a cerveja.
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Figura 23- Curva analitica obtida apés a inje¢do de 1000pL de
cerveja fortificada com OTB.

A Figura 24 mostra um grafico relacionando as concentracbes empregadas e 0s
seus respectivos fatores de resposta. Considerando o fator de resposta médio como
sendo 4.024 (x 1.000.000), e os limites: inferior de -5% e superior de +5%, temos que a
faixa de linearidade obtida para OTB, que é de 0,50 a 2,0 ug.L™, na cerveja diluida, ou

seja 2,5 a 10,0 pg.L™ na cerveja pura.
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Figura 24- Grafico do Fator de Resposta para a cerveja fortificada com OTB.

4.3.5. Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacd o do Método

Segundo RIBANI et al., 2004, os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo
(LQ) podem ser determinados de vérias formas. Os métodos: visual e da relacdo sinal

ruido deram os resultados apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13 — Limite de Detecgéo e Limite de Quantificacéo para OTA e OTB

LD (ug.L™) LQ (ug.L™)
OTA 0,03 0,05
OTB 0,07 0,12

LD=relagdo sinal/ruido: 1:3

LQ = concentracao visivel que permite a quantificagdo com preciséo e exatiddo.

Os limites de deteccédo e quantificacdo para a OTA em amostras de cerveja,
obtidos por outros pesquisadores apresentados na Tabela 03, pagina 33, sdo bem

menores do que os obtidos pela metodologia proposta, principalmente quando
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empregam colunas de imunoafinidade ou SPE, chegando até em LD 3,0 pg.L™
(DEGELMANN et al., 1999).

O limite de deteccéo (LD) do método proposto se equipara ao obtido por ODHAV
e NAICKER, 2002; que foi de 0,1 pg.L™, empregando extracéo liquido-liquido.

E importante registrar que apenas a ltdlia apresenta um limite maximo,
estabelecido em lei, para a OTA em amostras de cerveja, conforme a Tabela 01, pagina

26, de 0,2 pg.L™, e o método proposto neste trabalho basicamente este valor.

4.4, Analise de Amostras Reais

As Tabelas 14 e 15 mostram os valores encontrados nos diferentes tipos de
cerveja. Nas cervejas nacionais apenas uma (2,4%) apresentou OTA quantificavel: 0,32
ug.L™" e outras duas amostras (4,8%), valores entre LD e LQ. A OTA foi verificada em
quantidade bastante elevada em uma amostra de cerveja do Canada: 0.80 pg.L™.

Quanto a OTB varias amostras nacionais apresentaram valores entre LD e LQ: 10

amostras (23,8%) e uma (2,4%) apresentou valor quantificavel: 0,78ug.L™

Tabela 14 — Determinagéo de OTA e OTB em amostras de cervejas hacionais.

Tipos de cervejas Namero de OTA Namero de OoTB
amostras (ug.L™h amostras (ug.L™
30 <LD* 20 <LD
Pilsen 02 <LQ e >LD** 11 <LQ e >LD
01 0,32 01 0,78
Escura 5 <LD 5 <LD
Sem alcool 3 <LD 04 <LD
1 <LQ e >LD 01 <LQ e >LD
Total 42 01 42 01

*< LD = menor que o Limite de Detecc¢éo
** <. Q e >LD = entre o Limite de Detec¢do e o Limite de Quantificagao
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Tabela 15 — Determinagéo de OTA e OTB em amostras de cervejas importadas.

Tipos de cervejas Numero de OTA Numero de oTB
amostras (ng.L™h amostras (ug.Lh
05 <LD* 07 <LD
Pilsen 01 <LQ e >LD**
01 0,80
Escura 1 <LD 01 <LD
Sem alcool 1 <LD 01 <LD
Total 09 01 09 -

*< LD = menor que o Limite de Detecc¢éo
** < Q e >LD = entre o Limite de Detecc¢do e o Limite de Quantificagao

Os valores encontrados para OTA nas cervejas analisadas, tanto nacionais como
importadas, estdo em acordo aos valores relatados nos artigos apresentados na Tabela
03, pagina 31, onde observamos contaminacdes mais elevadas apenas em cervejas
tipo home made, ODHAV e NAICKER, 2002.

PRADO et al., 2003, pesquisam a ocorréncia de OTA em cervejas brasileiras e
importadas, sendo que nas amostras brasileiras encontraram apenas tracos
(<LQ= 0,008 pg.L™"), e nas amostras importadas verificaram presenca de OTA entre
0,25e 0,83 pg.L™

MEYER e NEUGEBAUER, 2000, ndo encontraram OTB nas 161 amostras de
cerveja analisadas, mas nao relatam em seu artigo qual o limite de detec¢cdo do método
empregado.

A Co-cromatografia foi empregada neste trabalho com o objetivo de confirmagéo
para OTA como para OTB, como pode ser visto na Figura 25.

Outra técnica para a confirmacéo do analito € o emprego de detectores em série.
Como dispunhamos de um dectector de Fluorescéncia e um de UV em série, fizemos a

observagéo se havia alguma relacdo entre os cromatogramas obtidos, mas ndo houve
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evidéncia alguma que fosse util aos nossos objetivos, uma vez que ndo houve a
deteccdo das ocratoxinas pelo detector de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel,

em consequéncia dos baixos niveis de concentracbes empregados.

Figura 25 — Cromatograma e Co-cromatograma par uma amostra de cerveja que contém OTA

0,8 pug/L™". Area Al= 1.625.467  Area A2=3.252.608
Fase I: FM: 4gua pura Vazao: 1,0 mL.min™. Fase Il: FM: acetonitrila:HCI 1% (40:60 v/v)

Vazdo: 0,4 mL.min™. Detector de fluorescéncia: Em 325 nm Ex 460nm.
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5. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho indicaram que o método desenvolvido empregando
uma coluna cromatografica anionica-ISRP instalada em série com uma coluna analitica
Cis , possibilita efetuar a injecéo direta das amostras de cervejas, ocorrendo a extracao
e separacao on line, sem o tratamento prévio das amostras de cerveja.

O meétodo proposto € eficiente para a deteccdo e quantificagdo de ocratoxinas A
e B em cervejas, pois conforme seus indicadores de meérito apresentou uma
recuperacdo média de 85,9% para OTA e 85,0% para OTB, precisdo estimada pelo
coeficiente de variacdo médio de 7,79% e 7,17% e limites de deteccdo na amostra de
0,15 e 0,35 ug.L™* para OTA e OTB, respectivamente.

O levantamento da ocorréncia de OTA e OTB em cervejas comercializadas em
Bauru e regido mostraram que 7,1 % das amostras de cervejas nacionais e 11,0 % das
cervejas importadas estavam contaminadas com OTA; os niveis detectados foram
tracos (<LQ = 0,25ug.L™), 0,32 e 0,80 pg.L™. Quanto & OTB, foi encontrada em 28,6 %
das amostras de cervejas nacionais, em niveis de tracos (<LQ = 0,60pg.L™) e 0,78
ug.L ™. A OTB néo foi detectada nas amostras importadas de cerveja.

O método proposto apresenta um custo baixo, comparado com as diferentes
metodologias apresentadas na literatura especializada.

Desta forma, acredita-se contribuir significativamente, dentro do contexto da
analise toxicologica e de controle de qualidade, uma vez que esta metodologia sera

enviada para publicacdo e posterior divulgacdo no meio cientifico.
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