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RESUMO

A ocratoxina A (OTA) ¢ um metabolito produzido por fungos do género Aspergillus e Penicillium
considerado nefrotoxico, teratogénico e imunotoxico. O café¢ ¢ um produto importante para a
economia brasileira, mas devido aos baixos limites permitidos de OTA, técnicas sensiveis de
analise sdo necessdrias. O objetivo deste trabalho ¢ estabelecer uma revisdo bibliografica para
comparar métodos de analise de OTA existentes, a fim de gerar subsidios técnicos para possiveis
inovacdes na analise de OTA no café.
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ABSTRACT

Ochratoxin A (OTA) is a metabolite produced by fungi of the Aspergillus and Penicillium genus
and considered nephrotoxic, teratogen and immunotoxic. Coffee is an important product for Brazils
economy, but due to the low limits permitted more sensible techniques are necessary. The aim of
this study is to do a review in the literature to compare analytical methods of OTA to generate
subsidies for possible innovations in the analysis of OTA in coffee.

Keywords: mycotoxins; coffee; liquid chromatography.
INTRODUCAO

As micotoxinas sdo toxinas produzidas pelo metabolismo secundério de fungos que ocorrem nos
alimentos e ragdes, produzidas sob condi¢des ambientais especificas, no campo, no periodo pds-
colheita, durante armazenamento, processamento e distribuicdo. Estima-se que 25% da producdo
mundial de alimentos e 20% da producdo européia podem estar contaminadas com micotoxinas,
gerando perdas na producao agraria, custos veterindrios, de saude e regulatérios (ALMEIDA et al.,
2007; BANDEIRA, 2005; BATISTA et al., 2001).

Os efeitos toxicos das micotoxinas vao desde afecgdes renais e do figado, toxicidade aguda
podendo chegar & morte, reducdo da producdao de leite e ovos, supressio da fungdo imune,
resisténcia reduzida a infec¢des, cancer e outras doencas cronicas, além de mutagenicidade e
teratogenicidade (BAYMAN & BAKER, 2006).
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As micotoxinas representam uma fonte de preocupagao nos alimentos, devido ao risco potencial
em humanos e animais, causado pela contaminagdo direta nos alimentos ou indireta, através de
tecidos animais, leite e ovos. Estudo recente, realizado no Brasil, em relagdo a incidéncia de
micotoxina, observou que a aflatoxina ¢ mais encontrada nos seguintes produtos: amendoim,
pacoca, milho, trigo, leite em po, queijo, ovo, farinha, algoddo, carnes e racdes. A fumonisina
também foi encontrada em milho e seus produtos; a patulina, em frutas e seus sucos e a ocratoxina
A em cereais e seus subprodutos, milho, vinho, suco de uva, passas, cerveja, frutas secas, cacau,
temperos, produtos animais e no café; as fontes de exposi¢do dietética para adultos e criancas,
podendo ser detectada em fluidos bioldgicos como leite humano e plasma (ALMEIDA et al., 2007
BANDEIRA, 2005; BATISTA et al., 2001; BECKER et al., 1998; BLANC et al., 1998; BRASIL,
1999; BULLERMAN, 2003; CARVALHO, 2006; CODEX ALIMENTARIUS COMISSION, 2006;
COMMISSION REGULATION, 2005; FAO/WHO/UNEP, 1999; FERNANDES et al., 2001).

Entre as ocratoxinas e andlogos que compdem o grupo, j4 foram relatadas a ocorréncia de
ocratoxina A, B e C (FUJII et al., 2002; FUJII et al., 2007). A ocratoxina A destaca-se pela maior
toxicidade e ocorréncia natural em produtos vegetais e animais. Na Figura 1 encontram-se as
estruturas das ocratoxina A, B ¢ C (ALMEIDA et al., 2007; BANDEIRA, 2005; BULLERMAN,
2003; FUJII et al., 2002; FURLANI & SOARES, 1999; FURLANI, 1998).

R1 R2 R3 R3 R5
Fenilalanina cl H H H Ocratoxina A
Fenilalanina H H H H Ocratoxina B
Fenilalanina éster etilico cl H H H Ocratoxina C

Figura 1. Estrutura da Ocratoxina A, B e C. (FUJII et al., 2002)

A ocratoxina A (OTA) é um metabdlito secundario produzido por fungos do género Aspergillus
e Penicillium. As principais espécies de fungos Aspergillus produtores de OTA no café sdo 4.
ochraceus, A. carbonarius, A. niger ¢ mais recentemente identificado o 4. westerdijkiae, que
anteriormente era identificado como A. Ochraceus (GILBERT & ANKLAM, 2002). Dentre as
espécies do género Penicillium, as produtoras de ocratoxina A sdo P. brevicompactum, P.
crustosum, P. olsonii e P. oxalicum sendo a principal P. Verrucosum (GOLLUCKE et al., 2004).

A OTA ¢ um composto nefrotdxico, possivelmente associado a nefropatia endémica dos Balcas,
teratogénico e imunotoxico, demonstrando potencial carcinogénico para ratos e possivelmente para
humanos, por atuar na inibi¢ao da sintese de proteina por competicdo com a fenilalanina e aumentar
a peroxidacdo lipidica, levando a um dano celular e mitocondrial( BANDEIRA, 2005; BLANC et
al., 1998; BRASIL, 1999; BULLERMAN, 2003; CARVALHO, 2006; CODEX ALIMENTARIUS
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COMISSION, 2006; COMMISSION REGULATION, 2005; FAO/WHO/UNEP, 1999;
FERNANDES et al., 2001; FURLANI & SOARES, 1999; GONZALES-PENA et al., 2006;
HORWITZ & LATIMER, 2005). Quimicamente a OTA consiste em uma isocumarina, ligada
através de seu grupo 7-carboxil covalentemente pelo grupamento amido a fenilalanina, possuindo
polaridade média e alta estabilidade térmica (BULLERMAN, 2003).

O café pertence a familia Rubiaceae e ao género Coffea L. Representa uma cultura de grande
importancia para o Brasil desde da época do império até os dias de hoje, sendo que as principais
espécies cultivadas economicamente sdo Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex A.
Froehner, conhecidas internacionalmente como o café Arabica e Robusta. No Brasil a variedade de
C. canephora mais cultivada ¢ a Conillon, sendo produzidas 33,7 milhdes de sacas de café
beneficiado em 2007/2008. O consumo interno de café no Brasil vem crescendo, no ano de 2007
registrou o consumo de 17,1 milhdes de sacas, representando um acréscimo de 4,74% em relagdo ao
periodo anterior de 2006, atualmente sendo o terceiro consumidor mundial (JIAO et al., 1992;
KONISHI et al., 2006; LAU et al., 2000).

Segundo a Organizacdo Internacional do Café (OIC), o consumo anual por habitante do Brasil
foi de 5,53 kg/hab/ano, em niveis semelhantes ao consumo de paises como a Alemanha 5,86
kg/hab/ano; a Franga, 5,07 kg/hab/ano e a Itdlia, 5,63 kg/hab/ano, paises que apresentam o maior
consumo per capita em todo mundo (KONISHI et al., 2006).

O café ¢ um produto agricola importante no mundo, sendo produzido em 78 paises,
representando grande parte dos recursos de paises em desenvolvimento. Cerca de 80% desta
produgdo ¢ exportada aos paises industrializados e parte deste café retorna aos paises produtores na
forma de café instantaneo e café torrado (CODEX ALIMENTARIUS COMISSION, 2006;
KONISHI et al., 2006; LEONI et al., 2001).

A presenca dos compostos voldteis produzidos pela decomposicdo de alguns compostos
fenolicos durante a torrefagdo; os efeitos fisioldgicos e psicoldgicos devido a presenca da cafeina e
das tiobutirolactona, g-butirolactona e a g-valerolactona, que contribuem para manter um elevado
nivel de atencdo nas agdes do ser humano, sdo algumas das razdes do sucesso deste produto
(LINDENMEIER et al., 2004; MAAROUFI et al., 1995).

Considerando a importancia econdmica do café para o Brasil e a exigéncia internacional de
padroes de qualidade, ¢ de suma importancia a existéncia de métodos para a determinacdo e
quantificagdo da OTA devido ao risco potencial desta substancia a saude humana.

Dessa forma o objetivo principal desse trabalho foi a elaboragdo de uma revisao bibliografica,
baseada na literatura especializada, na qual é apresentada a comparagdo dos métodos de analise
existentes, a fim de gerar subsidios técnicos para possiveis inovagdes na analise de OTA no café.

1. OCORRENCIA DE OCRATOXINA A NO CAFE.

A ocorréncia de OTA em café verde tem sido muito relatada, no entanto pouco se sabe com
relacdo as condi¢des de contaminagdo e as espécies de fungos responsaveis pela produgdo ou sua
propagagdo. Os fatores ambientais, as caracteristicas quimicas inerentes da matriz e as condi¢des
inadequadas de armazenamento de graos sdo fatores que podem contribuir para o aparecimento da
OTA; a secagem e as condi¢des de torrefagdo podem contribuir para a propagacgdo e controle da
OTA apresentando grande preocupacdo em relacdo aos produtos de café (FAO/WHO/UNEP, 1999;
LEONI et al., 2001; MYCOTOXINS, 2007).
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O primeiro relato de contaminacdo de café por OTA, foi descrito por Levi e colaboradores
em 1974, em niveis de 0,2 e 360 ug/kg, em amostras visivelmente contaminadas (GONZALES-
PENAet al., 2006; MANTLE, 2000). Pesquisas em todo o mundo confirmaram a presenga da OTA
em café verde, torrado e soluvel em niveis variando de 20 a 360 ug/kg, em café verde e 3,2 a 17
ug/kg, em café torrado. Esta diferenca de teores entre o café verde e torrado pode ser explicado pela
redu¢do de OTA durante o processo de torrefacdo relatado em alguns estudos, podendo chegar a
90% (MASOUD & KALTOFT, 2006; MICCO et al., 1989). Observa-se uma maior frequéncia da
contaminagdo por OTA em algumas areas com climas semi-tropicais e¢ temperados, entretanto
nenhum pais produtor estd totalmente livre de contaminag¢ado, incluindo o Brasil (ALMEIDA et al.,
2007; CODEX ALIMENTARIUS COMISSION, 2006; FURLANI, 1998).

Em 1995, STUDER-ROHR ¢ colaboradores na Sui¢a analisaram amostras de café verde, onde
observaram contaminac¢do de OTA variando em niveis de 0,9 a 50 ug/kg (BLANC ef al., 1998). No
Brasil 132 amostras de café verde, provenientes de 5 estados brasileiros, foram analisadas,
observou-se que 21% das amostras estavam contaminadas em média com 7,1 ug/kg de OTA. Em
outro estudo realizado em 37 amostras de café verde, destinado exclusivamente a exportacdo e
coletadas no periodo de 1999/2000 e 2000/2001, mostrou que 54% das amostras ndo apresentaram
niveis de OTA e 43% das consideradas positivas apresentaram niveis abaixo de 5 ug/kg (BRASIL,
1999; MONACI & PALMISANO, 2004).

No Japdo, pesquisadores analisaram amostras de café torrado e moido vendidos no varejo e
verificaram que 7% apresentaram contaminagd@o por OTA em niveis de 3,2 a 17 ug/kg (MOREIRA
et al, 2000). MICCO e colaboradores relataram uma contaminacdo de 58% de OTA em cafés
torrados italianos, armazenados em niveis de 0,2 a 15 ug/kg e observaram que a bebida preparada, a
partir de graos contaminados, apresentavam residuos de OTA (MICCO et al., 1989). No estado de
Minas Gerais, PRADO e colaboradores analisaram 47 amostras de café torrado e moido no periodo
de 1998/1999 e encontraram, em 41 amostras, niveis de OTA de 0,99 a 5,87 ug/kg
(FAO/WHO/UNEP, 1999).

PITTET e colaboradores analisaram 101 amostras de café soluvel de diferentes paises, onde
75% apresentaram contaminagdo com OTA em niveis de 0,2 a 6,5 ug/kg (PARDO et al., 2004).
Almeida e colaboradores, em estudo para analisar 82 amostras de café soluvel comercializadas na
cidade de Sao Paulo, no periodo de Agosto a Dezembro de 2004, observaram que 98,8%
apresentavam contamina¢do com concentra¢des variando de 0,17 a 6,29 ug/kg (ALMEIDA et al.,
2007).

TANIWAKI e colaboradores analisaram 135 amostras de café coletadas durante o periodo de
1999 e 2000 em quatro regides produtoras de café do Brasil, somente 7% apresentaram niveis de
OTA maiores que Sug/kg, sendo observado que a produgdo desta micotoxina ¢ influenciada pelas
condig¢des climaticas locais e o tipo de colheita. A colheita por derrica € a técnica mais utilizada no
Brasil, por sua rapidez, ndo ocorrendo a selecdo dos frutos, sendo estes colhidos em diferentes
pontos de maturagdo, densidade e teores de umidade o que poderia influenciar a presenga de OTA
no café (TANIWAKI et al., 2003 ; LAU et al., 2000; MANTLE, 2000).

Em estudo realizado pelo Ministério da Satide da Alemanha, por um periodo de 2,5 anos, com
objetivo de avaliar a exposicdo da populagdo aos alimentos contaminados com OTA, demonstrou-se
que 5% de 6.476 alimentos analisados apresentaram niveis de maiores que 0,01 ug/kg, ndo
representando um risco para populacdo (BATISTA et al., 2001).
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Estudos para avaliar a exposicdo humana & OTA foram realizados em diversos paises da
Europa, analisando soro e plasma de seres humanos, sendo encontrados niveis de 0,02- 0,1 ng/mL
possivelmente provenientes de alimentos e ambiente contaminados. O controle dessa substancia ¢
importante devido ao café torrado e soluvel ser comercializado, representando uma potencial fonte
alimentar de contaminagao (FURLANI, 1998; PITTET et al., 1996, POHLAND et al., 1992).

2. REGULACAO DE OCRATOXINA A EM CAFE

Devido ao grande consumo de café pela populagio mundial e a presenca de OTA na bebida
obtida por métodos convencionais de preparo, estima-se que 12% do total ingerido desta micotoxina
seja proveniente da ingestdo deste produto. A Unido Européia estabelece como limite maximo
permitido 5 ug/kg, para café torrado e 10 ug/kg, para café instantaneo. A Italia preconiza limite de 4
ug/kg para café verde em grdos. O Brasil ainda ndo possui limites especificos para esta
micotoxina(CODEX ALIMENTARIUS COMISSION, 2006; COMMISSION REGULATION,
2005; FAO/WHO/UNEP, 1999; PRADO et al., 2000; RODRIGUA-AMAYA & SABINO, 2002).

De acordo com a Unido Europeia, um limite méximo permitido de 5 ug/kg no café verde
significaria em uma rejei¢do média de aproximadamente 7% da produ¢do mundial devido a
presenca de ocratoxina A, o que implicaria na economia dos paises exportadores, inclusive o Brasil
(BRASIL, 1999; ROMANI et al., 2000).

3. ANALISE DE OCRATOXINA A

A natureza heterogénea da contaminagdo por fungos com subsequente distribuicdo desigual do
teor de OTA faz com que uma das etapas mais importantes para sua analise seja a amostragem,
devendo esta ser conduzida cuidadosamente, exigindo um ntimero significativo de amostras e maior
numero de analises da mesma amostra em sequéncia visando minimizar a variabilidade estatistica
(BLANC et al., 1998; CODEX ALIMENTARIUS COMISSION, 2006; GONZALES-PENA et al.,
2006; SCOTT, 2005).

Diversos métodos foram descritos na literatura, para andlise de OTA, em matrizes como
cereais e seus produtos, vinho, cerveja, graos, tempero e outros, em sua maioria sdo utilizadas
técnicas para detecgdo por fluorescéncia. Na Figura 2 encontra-se um grafico das técnicas de andlise
para OTA em alimentos encontrados na literatura, no periodo 1990 a 2006. A cromatografia liquida
de alta eficiéncia, com detector de fluorescéncia, tem sido a técnica mais utilizadas para as diversas
matrizes seguida pela cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a espectrometria de massas.
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Analise de ocratoxina A em alimentos

AE-

CLAE4V /DAD
OGEM

CLAE-EM/EM ——

A AE-AD

Figura 2.Técnicas de analise para OTA em alimentos.

4.1 ANALISE DE OCRATOXINA A EM CAFE

As legislacdes e os limites maximos que permitem a presenca de OTA no café, implicam na
procura por métodos precisos e sensiveis, em nivel de ppb. A dificuldade na analise de extracao de
OTA em café ocorre devido ao fato desse analito se ligar facilmente a proteinas e DNA presentes
nesta complexa matriz (ALMEIDA et al., 2007; BRASIL, 1999; GONZALES-PENA et al., 2006;
SFORZA et al., 2006). Alguns métodos existentes para anélise de OTA, no café, estdo resumidos na
Tabela 1.

Métodos baseados em ensaios imunoenzimaticos (ELISA) demonstraram serem adequados para
triagem rapida de grande numero de amostras, tendo em alguns estudos a sensibilidade comparavel
com detec¢dao por fluorescéncia, por serem simples, especifico, com potencial de automagdo e
possibilidade de uso no campo.

O desenvolvimento de anticorpos contra o complexo ocratoxina A-proteina permitiu analise em
matriz de café verde, torrado e soluvel, com limite de detec¢ao de 3,7 ug/kg, com recuperagdes
variando de 46 a 80% para estas matrizes. A matriz pode influenciar na anélise de OTA por ensaios
imunoenzimaticos, por ocorréncia de reagdes cruzadas com seus componentes, que pode ser
minimizada por técnicas de preparo de amostras como dilui¢des. No entanto, apesar dos limites de
deteccao do método estar de acordo com a legislagdo, as recuperagdes minimas para OTA em café,
de acordo com o Codex Alimentarius, ¢ de no minimo 80%, sendo também necessarios, para a
confirmacao inequivoca da presenca de OTA, outras técnicas analiticas, a fim de evitar resultados
falsos positivos ou falsos negativos (ALMEIDA et al., 2007; BULLERMAN, 2003; CARVALHO,
2006; CODEX ALIMENTARIUS COMISSION, 2006).

A cromatografia em camada delgada tem sido utilizada por sua facilidade, baixo custo e
robustez para deteccao de OTA no café verde e torrado, entretanto possui baixa sensibilidade, uma
vez que sofre influéncia dos interferentes de matriz, com limite de deteccdo de 10 a 20 ug/kg, que
nao atinge os limites requeridos pelas legislagdes de 6rgaos internacionais, com recuperagdes entre
60,5 e 85,6% (ALMEIDA et al., 2007; BULLERMAN, 2003; GONZALES-PENA et al., 2006).
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Tabela 1. Métodos para anélise de OTA no café.

Matriz Preparo de amostra Deteccio Referéncia
Café verde 0 TLC- FLD. ALMEIDA ef al., 2007
Café torrado 0 Imunoensaio (ELISA). [
Café torrado EFS + IAC. 0 ALMEIDA et al., 2007
Café verde ELL (metanol bicarbonato de 0 BRASIL, 1999
sodio). IAC.
Café torrado, ELL (metanol bicarbonato de CLAE-FLD e CLAE- FUJNL et al, 2007
plasma humano. sodio). IAC. EMEM.
Café verde, ELL (acetonitrila, agua, Imunoensaio CARVALHO, 2006
torrado e cloroférmio e cloreto de s6dio). competitivo direto
instantaneo. IAC. (ELISA).
Café verde ELL (metanol e bicarbonato de 0 MONACI
sédio). IAC. PALMISANO, 2004
Café verde ELL (metanol e bicarbonato de 0 SFORZA et al,, 2006
sodio). IAC.
Café, trigo e ELL (cloreto de magnésio e 0 VAN DER STEGEN ef
cerveja tolueno). ., 2001
Café verde, ELL (metanol bicarbonato de CLAE-FLD. WATSON, 1999
cereais e passas. sodio). IAC ou EFS.
(081 (VSO ELL (solugdo aquosa de carbonato ~ CLAE- EMEM. COEENER
vinho, passas de s()dio). IAC. MAYER-HELM, 2006
(081 (0 [ ELL (cloroférmio, 4cido fosforico 0 MYCOTOXINS
0,1M, solucao bicarbonato). EFS
(C18).
Café verde e ELL (solucido aquosa de CLAE- EMEM.
torrado bicarbonato de sodio). EFS.

ELL -extragdo liquido-liquido; IAC - coluna de imunoafinidade; EFS - Extracdo em fase solida; C18 - coluna
octadecilsilano; TLC-FLD - Cromatografia em camada delgada com detector de fluorescéncia; CLAE-FLD-

Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia; CLAE-EMEM Cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de espectrometria de massas em linha.

Me¢étodos baseados em cromatografia gasosa sao poucos empregados em andlises de rotina, uma
vez que consomem muito tempo, devido a etapa e derivatizacdo, necessaria para atingir volatilidade
dos analitos. Entretanto, métodos baseados em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas podem ser utilizados com sucesso para confirmacdo da presenca de OTA em amostras
(ALMEIDA et al.,, 2007, BATISTA et al., 2001; BLANC et al., 1998; FURLANI & SOARES,
1999; STUDER-ROHR et al., 1995).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi introduzida por CANTAFORA et al. (1983) para
separar ¢ quantificar OTA no café¢ verde, utilizando uma extragdo com bicarbonato de sodio e
metanol, seguida de etapa desengordurante, particdo e passagem por coluna de celite, tendo sido
empregado a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia, cujo limite de
detecgdo foi de aproximadamente 0,2 ug/kg (TANIWAKI et al., 2003).
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Em 1986, TERADA e colaboradores descreveram um método para andlise de café verde,
torrado, instantdneo em po e café coado, utilizando extracdo com bicarbonato de s6dio e metanol,
seguida de particao e elui¢do por coluna de fase reversa (octadecilsilano) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia com deteccdo de fluorescéncia, cujo limite de deteccao foi de aproximadamente de 2
ug/kg para graos de café, 5 ug/kg para café instantaneo e 0,2 ug/kg para café¢ coado (BATISTA et
al., 2001; BULLERMAN, 2003; GONZALES-PENA et al., 2006, TANIWAKI et al., 2003).

Estudos realizados, utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia, demonstraram que esta
técnica ¢ sensivel, apresentando alta resolucdo, cuja eficiéncia depende da etapa de pré-limpeza e do
tipo de detector utilizado. Apesar da cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia ser sensivel, pode apresentar problemas analiticos como a coelui¢do dos analitos com
interferentes ¢ com deslocamento do tempo de retencdo, que pode gerar resultados errdoneos,
entretanto, esses problemas podem ser solucionados com ajuste cromatografico adequado
(ALMEIDA et al., 2007; BANDEIRA, 2005; BULLERMAN, 2003; GONZALES-PENA et al.,
2006; TANIWAKI et al., 2003; TSUBOUCHI et al., 1988; VAN DER STEGEN et al., 2001).

Atualmente a metodologia oficial da Association of Official Analytical Chemists International
(AOAC) para o café verde e torrado ¢ a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por
fluorescéncia (ALMEIDA et al., 2007; VARGAS et al., 2005; VEGA et al., 2006). A cromatografia
liquida de alta eficiéncia, acoplada a detec¢do de fluorescéncia, ¢ a mais utilizada devido a
fluorescéncia natural da OTA e facilidade de utilizagdo(VAN DER STEGEN et al., 2001;
VARGAS et al., 2005).

Para analise de OTA em café verde no Brasil, ¢ utilizada pelo Ministério da Agricultura,
Pecudria e do Abastecimento um método baseado na extracdo com solventes orgéanicos, purificacao
da toxina com coluna de imunoafinidade e a detec¢do e quantificacdo por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (SCOTT, 2005; VENTURA et al., 2003).

Para extragdo da amostra de café torrado podem ser utilizados agua, solventes organicos puros
ou em mistura com sais ou acidos, levando em consideragdo as possiveis perdas da OTA. Para a
limpeza do extrato, ¢ comumente empregado extracao liquido-liquido ou parti¢ao liquido liquido
seguido de extragdo por fase solida em cartuchos recheados (EFS), sendo utilizados principalmente
as colunas de imunoafinidade desde sua introdu¢do na andlise de café em 1990 por NAKAJIMA,
que desenvolveu técnica sensivel, especifica e rdpida com limite de deteccdo de 0,5 ug/kg
(GONZALES-PENA et al., 2006; PARDO et al., 2004; SFORZA et al., 2006; WATSON, 1999;
ABIC, 2008).

O café torrado ¢ uma matriz extremamente complexa, necessitando realizar uma limpeza
adequada (clean up) do extrato para remover substancias como os lipideos e pigmentos presentes
que possam interferir nas técnicas analiticas, visando o alcance de limite de detec¢do mais baixos.

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a espectrometria de massas ¢
considerada uma técnica de grande impacto e aplicacdo nas ultimas décadas, pois combina a alta
resolucdo na separagdo cromatografica com sensibilidade e especificidade do espectrometro de
massas, permitindo a confirmacdo e elucidagdo estrutural da OTA, a fim de minimizar falsos
positivos (ALMEIDA et al., 2007, BANDEIRA, 2005; BULLERMAN, 2003; GONZALES-PENA
et al., 2006; TANIWAKI et al., 2003; TSUBOUCHI et al., 1988; VAN DER STEGEN et al., 2001;
ZOLLNER & MAYER-HELM, 2006).

Algumas técnicas de ionizacao utilizadas na espectrometria de massas sdo: a ionizagdo quimica
negativa, introducdo liquida direta, termonebuliza¢dao (TS), eletronebulizagdo (ESI) e ionizacdo
quimica a pressao atmosférica (APCI) (ALMEIDA et al., 2007; FUJII et al., 2007).
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As técnicas como termonebulizagdo e introducao liquida direta, utilizadas na espectrometria de
massas, apresentam desvantagens em termos de sensibilidade, robustez e dificuldade de operagdo.>
A técnica de ionizagdo quimica a pressdao atmosférica (APCI) em alguns estudos, demonstrou
menor sensibilidade quando comparada a técnica de eletronebulizacdo (ESI), uma vez que nesta
ultima a ionizacdo ¢ mais branda, sendo sensivel e a fragmentacdo menos intensa, no entanto,
ambas podem ser utilizadas como método confirmatério de amostras em substituicdo a
cromatografia gasosa com espectrometria de massas (ALMEIDA et al., 2007; BATISTA et al,
2001). A técnica de eletronebulizagdao (ESI) foi extensamente estudada para detecgdo de OTA em
plasma humano e alimentos, por ser uma excelente ferramenta para elucida¢do estrutural e na
quantificagdo de niveis tracos dessa micotoxina (ALMEIDA et al., 2007).

M¢étodos analiticos para determinacdo de micotoxinas devem ser validados para serem
utilizados na implementagdo de legislagdo, monitoramento e estudos de avaliacdo de riscos. Para
OTA alguns métodos ja foram validados, entretanto, para o café torrado a validacio esteve atrelada
a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por fluorescéncia, necessitando
de maiores estudos de validagdo com a utilizagdo da técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, acoplada a espectrometria de massas com diferentes formas de ionizagdo (BATISTA et
al., 2001; XIAO et al., 1995).

Andlises quantitativas por cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a espectrometria de
massas, oferecem grande sensibilidade em uma variedade de alimentos, como por exemplo, vinho,
uva, farinhas, cervejas, temperos e outros. A alta sensibilidade apresentada por esse tipo de detector
ndo ¢ necessaria para a maioria das matrizes, entretanto para matrizes complexas como o cafg,
facilitaria a analise devido ao aumento da sensibilidade (ALMEIDA et al., 2007; BATISTA et al.,
2001).

CONCLUSAO

Devido a ampla ocorréncia de OTA e uma legislagcdo rigida para a presenga desta no café
torrado, faz-se necessaria a disponibilidade de métodos validados cada vez mais sensiveis, capazes
de identificar niveis tragos na matriz complexa como o café. Desta forma, a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas, com diferentes formas de ionizag¢do, vem ganhando destaque,
sendo necessarios mais estudos no desenvolvimento, otimizagao e validacao de método para andlise
de OTA no café torrado.
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