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Resumo

O presente trabalho descreve a validagdo de um método e sua aplicagéo para determinagao de Ocratoxina A, em amostras de gréo
de café verde, procedentes do Panama, empregando LC-AJS-MS/MS. Antes da extragéo, as amostras de café foram moidas e, em
seguida, empastadas com agua (slurry). Foi realizado um estudo de validagdo completo para garantir o desempenho adequado do
método de extracdo e cromatografico. As amostras foram fortificadas em 3 niveis de concentragdo com Ocratoxina A (7 repeticoes
em cada nivel, n = 7) e entdo submetidas ao procedimento de extragcdo usando como solvente uma solucdo de acido acético 1%
em acetonitrila. Antes da analise cromatografica, os extratos foram diluidos em acetonitrila: agua (1:1 v/v), a fim de melhorar o
desempenho cromatografico dos analitos e reduzir o efeito matriz. Solugdes padrao foram preparadas em solvente organico e em
extrato de café em branco, em 7 niveis de concentragao e analisadas 7 vezes cada. O método foi avaliado quanto a exatidao (% de
recuperagao), precisédo (RSD%), seletividade, linearidade (r?), limite de quantificagéo (LQ) e efeito matriz (%). Nao foi encontrada
Ocratoxina A em nenhuma das 50 amostras de graos de café analisadas.
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Introdugéao

Mundialmente, o café tornou-se a segunda bebida quente mais
consumida, posicao privilegiada que pode ser explicada pela
grande variedade de compostos quimicos presentes no café
que proporcionam uma mistura unica de propriedades sensoriais
(GALARCE-BUSTOS et al., 2014). O aumento do consumo de
café também foi relacionado aos seus beneficios para a saude,
como uma redugao no risco de cancer de figado e célon, calculos
biliares, cirrose hepatica e doenga de Parkinson, que séo,
frequentemente, associados as suas propriedades antioxidantes
(ESPINELLI JUNIOR et al., 2020).

Na preparagao das bebidas a base de café, utiliza-se principalmente
o gréo torrado ou moido. No entanto, as propriedades funcionais
das bebidas de café estdo atualmente dando origem ao
desenvolvimento de novos mercados que comercializam produtos
formulados alternativos com base no extrato de gréos de café
verde e seus constituintes bioativos (RIBEIRO et al., 2021).

A América Latina é responsavel por 48% da produ¢do mundial
de café. No entanto, culturas agricolas de clima tropical estéo
mais sujeitas ao desenvolvimento fungico. As micotoxinas séo
substancias de baixa massa molecular pertencentes a diversos
classes quimicas, produzidas por metabdlitos secundarios de
fungos, e que podem causar efeitos toxicoldgicos em animais e
seres humanos (BARBOSA, 2019). Estima-se que cerca de 25%
de todos os produtos agricolas do mundo estejam contaminados
por tais substancias. Existem cerca de 300 a 400 micotoxinas
com estruturas muito diversificadas de que resultam diferentes
propriedades quimicas e fisico-quimicas.

As ocratoxinas sdo produzidas principalmente por fungos do
género Aspergillus sp. e Penicillium sp., naturalmente presentes
em cereais, café, cacau, uva e soja, entre outros (OMOTAYO et
al., 2019). Neste grupo a forma mais relevante e prevalente ¢ a
ocratoxina A (OTA).

Varios fatores como temperatura, atividade da agua e a
composi¢do do meio podem favorecer o crescimento de fungo,
e produzir OTA em diversas concentragdes; a contaminagao
pode ocorrer em varias etapas, desde a colheita no campo até
0 armazenamento do produto, bem como a fermentagdo e a
secagem.

A estabilidade da OTA a altas temperaturas e acidez fazem com
que a presenca dessa micotoxina nos alimentos seja preocupante,
justamente por ser resistente ao processamento como cozimento,
tostagem e fermentacéo, ou seja, uma vez que o alimento esteja
contaminado é dificil a sua remogéao.

A toxicidade da OTA foi amplamente descrita na monografia
da International Agency for Research on Cancer (IARC)
em 1993, sendo classificada como possivel carcinogénico
humano. O principal efeito observado pela ingestdo de OTA é o
desenvolvimento de doengas nos rins, sendo fator contribuinte
para o desenvolvimento da Nefropatia Endémica dos Balcas (BEN
— Balkan Endemic Nephropathy). Estudos também tem revelado
uma conexao com a exposi¢cao de OTA e cancer no figado, rins,
glandulas mamarias e testiculos em animais (ANDRADE, 2016).

Devido aorisco potencial da OTAa saude humanae animais, é de
sumaimportancia a existéncia de métodos para a determinagao
e quantificagdo desta substancia. Em diferentes paises, OTAtem
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sido detectada tanto em gréos de café verde quanto torrado.
Embora o café verde seja torrado a altas temperaturas, a OTAnao
é completamente destruida, e sua presenca tem sido detectada
em café torrado e moido, café instantaneo, café descafeinado,
e ainda mais importante, no café pronto para beber (YOUG et
al., 2019).

O objetivo deste estudo foi validar um método analitico,
empregando LC-AJS-MS/MS, para avaliar a qualidade de 50
amostras de gréos de café verde provenientes de produtores
rurais da regido de Chiriqui, Panama, quanto a presenca de
OTA. A importancia deste estudo deve-se ao fato do Panama
exportar café para diversos paises, logo, 0 mesmo deve atender
a qualidade fitossanitaria do pais importador.

Material e métodos

As amostras de graos de café verde foram obtidas de produtores
de café em Boquete, na regido de Chiriqui/Panama. Apos
a amostragem, uma subamostra de 200 g foi enviada ao
laboratério. Primeiramente, realizou-se a pesagem 100 g de
gréos de café verde, triturou-se em um moinho de facas até
virar café moido e adicionou-se 300 g de agua ultra pura em
uma proporc¢éao de 1:3 (m/m), para uma total homogeneizagao
e formagao de uma da pasta (slurry).

Apos este processo, foi pesado 10 g de slurry, em tubos de
centrifuga de 50 mL de PTFE. Amostras em branco foram
fortificadas com OTA nas concentragdes 2, 5 e 20 ug kg™,
com 7 repeticdes em cada concentragdo. Para controle do
procedimento de extragdo, foi utilizado quinalfés (25 ng mL"")
como padréo interno (PIS). Apos, foram adicionados 10 mL
de solugéo de acido acético 1% em acetonitrila, e os frascos
agitados no vortex por 1 min. Para remover a agua foram
adicionados 3 g de MgSO4 anidro e novamente agitagdo por
1 min. Em seguida os tubos foram centrifugados a 4000 rpm
durante 4 min. Posteriormente, em vials, foi adicionado uma
aliquota de 500 uL do extrato de café contendo OTA e diluido com
500 L de uma solugéo de acetonitrila:agua (1:1 v/v) contendo
propoxur (20 ng mL™"), como padréo interno do instrumento,
seguindo da determinagao cromatografica.

A determinagdo cromatografica da OTA foi conduzida por
LC-AJS- MS/MS, utilizando uma coluna analitica infinityLab
poroshell 120 EC-C18 (2,7 ym) (2,1 mm x 100 mm) com um pré
coluna UHPLC GUARD 3pK infinityLab poroshell 120 EC-C18
(2,7 ym) (2,1mm x 5 mm). Para a separagdo cromatografica
a fase movel consistiu em agua ultrapura com 0,1% de acido
férmico (eluente A) e acetonitrila com 0,1% de acido férmico
(eluente B). Aeluicdo do gradiente comegou com 80% do eluente
A, seguido por um gradiente linear até 10% do eluente Aem 5
min, mantido até 9 min e depois a 10% do eluente A; novamente
fez-se um gradiente linear de 95% do eluente Aem 0,25 min, e
manteve-se até os 11 min, retornando o gradiente em tempo
iniciais até os 14 min, e mantido por mais 2 min. Avazéao dafase
movel foi 300 yL min-'. O volume de injecao foi de 2 pL. Para
obtengao da resolugdo maxima, a temperatura da coluna foi de
45 °C. Nitrogénio foi utilizado como gas de dessolvatagéo e de
colisdo. Espectrémetro de massa Ultivo, equipado com uma
fonte de ionizagao da Jet Stream (AJS) (Agilent), operando no
modo de ion positivo, foi utilizado para a aquisi¢gdo de dados no
modo de monitoramento de reagao multipla dinamico (dMRM). O
tempo de retengcédo da OTAfoi 7,26 min e a partir do ion precursor
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404,1 foram monitorados os ions produtos de quantificagao 220,9
ede confirmagdo238,5, os quais foram obtidos apos a aplicagéo
de uma energia de colisdo de, respectivamente, 41 e 29 V.

Para avaliar a linearidade e a faixa linear as solugdes analiticas
foram preparadas em solvente organico (acetonitrila contendo
1% de acido acético e PIS) e em extrato de café em branco
(matrix matched calibration) em 7 concentragdes. A linearidade
foi avaliada pelo calculo dos coeficientes de determinagdo (r?)
das curvas analiticas e utilizada para verificar a faixa linear dentro
da faixa de concentragédo estudada. O efeito matriz, que pode
ser definido como uma influéncia de um ou mais compostos
co-extraidos da amostra na medigédo da concentragdo ou massa
do analito e que é um parametro relacionado a seletividade do
método analitico, foi calculado com base na inclinagdo da curva
de calibragao (slope) obtida a partir de solugdo padrao preparada
em extrato do branco e em solvente orgéanico (equagao 1).

(Xx1-x2)
EM% =I -1] x100 Fauacao 01
X2

Onde:

X1=inclinagéo da curva preparada em extrato branco de matriz
X2= inclinagéo da curva preparada em solvente organico

Os experimentos de recuperagédo foram realizados para
avaliar a precisdo do método. Portanto, solugdo padréo de
OTA em trés niveis de concentragdo 2, 5 e 20 pg kg™ (n=7,
cada concentracao) foi adicionada a sete réplicas de amostras
de slurry em branco. As amostras em branco também foram
extraidas 7 vezes. Todas as amostras foram analisadas e as
areas dos picos cromatograficos foram utilizadas para avaliar
a exatidao e precisdo do método pelo calculo da recuperagéo
média (%) e repetibilidade RSD%, respectivamente.

Resultados e Discussao

Foi verificado para extratos de café em branco que nenhum
pico de matriz foi detectado dentro de uma faixa de £ 0,1 min
do tempo de retencdo da OTA, em uma intensidade superior a
30% da resposta correspondente ao Limite de Quantificagéo (
LQ), demonstrando a seletividade do método. Este resultado
comprova a seletividade do método e demonstra que este é
adequado para esta finalidade. Para os dois padrdes internos
utilizados (quinalféos e propoxur) ndo foram observadas
interferéncias em seus respectivos tempos de retencao.

Para a validagao do método, a curva analitica que apresentou
melhor linearidade foi aquela preparada a partir de solugbes
padrao em solvente organico, com r? de 0.9.

O Limite de Detecgao (LD) foi determinado a partir da injegéo de
solugdes analiticas de baixa concentragado, obtendo valor igual a
0,1 ug kg ' para OTA. Considerando o LQ como igual a menor
concentragdo que apresentou recuperagdes na faixa de 60-115%
e RSD £21% (INMETRO, 2020), o método validado para OTA em
graos de café verde apresentou LQ de 5 ug kg'1. A legislagéo
brasileira preconiza apenas Limite Maximo Tolerado (LMT) de
OTA para café torrado quer seja moido ou em gréo, em café soluvel;
atualmente o LMT brasileiro € de 10 pg kg'1 (BRASIL, 2021). Cabe
ressaltar que, segundo o documento SANTE n° 12682/2019, o
LQ de um método deve ser igual ou menor ao LMT, sendo assim,
0 método desenvolvido apresenta resultados compativeis com o



preconizado pela legislagao vigente. Estudos futuros seréo realizados
com gréos de café que passaram pela etapa de torrefagao.

O efeito matriz (-8,7%) obtido demonstrou que ndo é necessario
levar em conta a supressao de sinal na hora da quantificagao;
esse resultado ja era esperado, tendo em vista que nenhuma
etapa de purificagdo do extrato foi efetuada para eliminar ou
minimizar a presenca e os efeitos dos constituintes de matriz.

A exatidao e precisdo do método foram avaliadas por ensaios
de fortificagdo e recuperagdo, a exatidao avaliada testando
a exatidao, expressa como percentual média em 3 niveis de
concentragdo, e a precisdo expressa como a repetibilidade
(RSD%), para 7 repeticdbes em cada concentragdo. Os
percentuais de recuperacéo e RSD para OTA nas concentracdes
de 2, 5 e 20 ug kg™ foram de, respectivamente, 44 + 47%, 70 +
11% e 84 + 15%. Na figura 1, pode-se observar o cromatograma
e o espectro de massas para OTA em gréos de café verde
fortificados a 5 ug kg™ (A) e solugdo padrao preparada em extrato
branco de gréos de café verde na concentragdo de 0.625 ng
mL" (B) que corresponde a concentracao fortificada.

Resultados semelhantes para a OTA foram descritos por Reichert e
colaboradores (2018), onde as concentragdes validadas foram de 2, 5
e 10 ug kg™', com o percentual de recuperacdo de, respectivamente,
59 (+ 49%), 92 (£ 16%) e 90 (£ 10%). Assim, verificou-se que a
concentragdo de 2 pg kg ndo atendeu ao preconizado pelas
orientagdes brasileiras sobre validagdo de métodos analiticos (DOC-
CGCRE-008) (INMETRO, 2020), desta forma, o método apresenta
exatiddo e precisdo adequadas, a partir da concentragdo de 5 ug kg™

Apoés a validacao do método, o mesmo foi aplicado para
determinagdo de OTA em 50 amostras de graos de café.
Nenhuma das amostras analisadas apresentou resultados
superiores ao LQ do método; desta forma, espera-se que
apos a torrefagédo dos graos de café verde o mesmo apresente
qualidade micotoxicolégica adequada para o consumo.

Conclusao

A validagdo completa foi realizada para o método indicando
nao ser necessario nenhum tipo de tamponamento e ou etapa
de cleanup subsequente, demonstrando assim praticidade
no desempenho e reducédo na geracdo de residuos. Assim,
mesmo aplicado a uma matriz tdo complexa como o cafe,
o método apresentou excelentes resultados de exatidao e
precisédo, podendo ser utilizado paraanalises de rotina eficientes
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Figura 1: Cromatograma e espectro de massas para OTA em grédos de
café verde (A) fortificado a 5 ug kg e (B) solugdo padrdo preparada em
extrato branco de graos de café verde na concentragdo de 0.625 ng mL",
correspondendo a concentracéo fortificada.
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