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RESUMO

O Brasil destaca-se como maior produtor de café do mundo e também como grande
consumidor. O café pode ser contaminado por micotoxinas principalmente a
ocratoxina A (OTA). A OTA é um risco para a saude dos consumidores, pois
segundo a IARC essa toxina é considerada um provavel carcinbgeno humano, além
de possuir propriedades de imunossupressao, teratogénica e nefrotoxica. O objetivo
desse estudo é avaliar a contaminacdo de Ocratoxina A (OTA) em café torrado
comercializados em diferentes estados do Brasil no periodo de Agosto de 2013 a
Dezembro de 2014. A determinacdo da concentracdo de OTA foi realizada pela
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia com
limpeza do extrato das amostras por coluna de imunoafinidade. Os limites de
deteccdo e quantificacdo foram 0,3 pg kg* e 0,5 pg kg, respectivamente. A
recuperacdo do método variou de 78 a 94 % para os niveis de 0,7 a 10,0 ug kg™.
Do total de 56 amostras analisadas 41 (73%) estavam contaminadas. A
concentracdo da contaminacdo variou de 0,54 a 11,97 ug kg Apesar de apenas
uma amostra apresentar concentracdo de OTA acima do permitido pela legislacéo
brasileira segundo RDC N° 7 de fevereiro/2011 (LMT = 10ppb), foi possivel observar
um aumento da contaminacdo do café. A alta frequéncia de OTA nas amostras de
café torrado demonstra a importancia de um controle efetivo desse produto pelas

autoridades governamentais e as industrias.

Palavras chave: café. Ocratoxina. contaminacao



ABSTRACT

Brazil is the largest coffee producing country and its largest consumer. Coffee
may be contaminated by mycotoxins mainly ochratoxin A (OTA). OTA is a risk
to consumer health because according to The IARC classified it as a possible
carcinogen for humans — 2B group. Several studies have shown OTA to be
potent nephrotoxin, immune supressant and teratogen. The aim of this study
was to determine the Ochratoxin A (OTA) in roasted coffee samples sold in
different states of Brazil from August 2013 to December 2014. OTA was
isolated in a immunoaffinity column and quantified by HPLC with fluorescense
detection. The established detection and quantification limits were 0.3 pg kg™
and 0.5 pg kg, respectively. The recoveries from spikes samples ranged 78 to
94 % at levels of ranged 0.7 to 10.0 pg kg™. Of a total of 56 samples analised
41 (73%) contained OTA at levels ranging from 0.54 to 11.97 ug kg™. Although
only one sample shows OTA concentration above that allowed by legislation
under RDC 7 February / 2011 (LMT = 10 ppb), we observed an increase in
coffee contamination. The high frequency of OTA in the roast coffee samples
demonstrates the importance of an effective control of this product by

governmental authorities and industries.

Keywords: coffee. Ochratoxin. contamination
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1 INTRODUCAO

1.1 CAFE

O café é uma das bebidas mais apreciadas e consumidas no mundo. Segundo
a Organizacdo Internacional de Café (OIC), estima-se que mais de dois bilhdes de
copos de café sdo consumidos a cada dia em todo mundo a cada dia (OIC, 2014).

Segundo a Associacdo Brasileira da Industria de Café (ABIC), o café € uma
bebida natural, saudavel com uma grande variedade de macro e micro nutrientes 0s
guais contribuem com dieta e bem-estar. Pesquisas realizadas em diferentes paises
como Brasil, Estados Unidos, Europa e Japédo revelam que o café pode fazer muito
bem a saude humana e que seu consumo diario e moderado (3 a 4 xicaras/dia)
contribui na prevencéo de diversas doengas, como a diabetes do adulto, o cancer de
colon, figado e mama, doenca de Parkinson entre outras (ABIC, 2014).

Além da cafeina, componente mais conhecido por seus efeitos estimulantes
sobre o sistema nervoso central, o café possui ainda uma grande variedade de
minerais, aminodcidos, lipideos e &cidos graxos livres, agucares, vitaminas e 0s acidos
clorogénicos que estdo em maior quantidade. Esses componentes contribuem para a
atividade antioxidante do produto trazendo beneficios a saude dos consumidores
(ABIC, 2014).

O café ndo é s6 uma bebida saudavel e que traz o bem estar. A bebida de
sabor e aroma incomparavel também tem uma grande importancia para a economia
brasileira e mundial. O Brasil é responsavel por produzir 49,2 milhdes de sacas de 60
kg sendo o maior produtor do mundo e exporta mais de 30 milhdes de sacas por ano
(ABIC, 2014). Além de grande produtor e exportador mundial, o Brasil tem a fama de
maior consumidor de café. (LEONI, et al, 2001; TOLEDO, 2000). Dados da ABIC,
mostram que o consumo per capita foi de em 4,98 kg de café torrado/habitante.ano
(6,23 kg de café verde.habitante.ano) (ABIC, 2013).

Os frutos de café podem ser contaminados por uma variedade de micro-
organismos, principalmente os fungos, resultando em perda de rendimento,
descoloracéao, reducéo do valor nutricional e contaminagao por micotoxinas (SOUZA &
CARVALHO, 1997).
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A contaminacdo fungica junto com a producdo de metabdlitos téxicos séo
fatores inevitaveis e de dificil controle, os quais véao interferir na qualidade do café,
economia do pais e na saude do consumidor (PETRACCO, 1998; ABIC, 2002).

Diante desses fatos, existe uma grande atencdo voltada para esse produto, j&
gue a busca por produtos de maior qualidade vem aumentando tanto por parte dos

consumidores quanto dos paises importadores.

1.2 OCRATOXINA A

Micotoxinas sdo metabdlitos toxicos produzidos por fungos filamentosos que
podem contaminar muitos alimentos e causar danos a saude do homem e dos
animais. Dentre as micotoxinas conhecidas destaca-se a ocratoxina A (OTA) por ser
um possivel carcindbgeno humano (BENNET, 2003).

A ocratoxina A vem merecendo atencdo e destaque no cenario mundial devido
a sua alta toxicidade e ocorréncia. Essa micotoxina tem sido encontrada em diversos
alimentos e bebidas diariamente consumidas pela populacdo e ainda pode ser uma
barreira na comercializacdo de produtos entre os paises (DUARTE, 2010).

A OTA pertence ao grupo de metabdlitos secundarios produzidos por fungos
toxigénicos que contaminam diversos alimentos (MOSS, 1996; LARSEN et al, 2001).
Os fungos produtores de OTA pertencem ao género Aspergillus e Penicillium (CODEX
ALIMENTARIUS, 2009).

1.2.1 Caracteristica quimica da OTA

O grupo das Ocratoxinas é classificado em Ocratoxina A, Ocratoxina B e
Ocratoxina C. Sao compostos que apresentam B-fenialanina ligada a uma isocumaria
por ligacdo amida. A OTA apresenta fluorescéncia verde e um atomo de Cloro na
formula (radical R1), responsavel pela sua toxicidade (SCUSSEL, 1998). A Figural

representa a estrutura quimica de OTA.
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Figura 1 - Estrutura Quimica de OTA

COOH O HO o

Fonte: pt.wikipedia.org

A solubilidade de OTA € alta em solventes organicos polares e moderada em
solucdo aquosa de bicarbonato de sodio. Insoluvel em éter de petrdleo e
hidrocarboneto saturado. Estavel a temperatura de cozimento, sendo necessarias
temperaturas acima de 250°C por tempo prolongado para reduzir a contaminagao no
café (CODEX ALIMENTARIUS, 1999).

A OTA também tem uma caracteristica importante que € a resisténcia ao
tratamento térmico. A OTA é fotosensivel, porém o efeito da luz sobre as toxinas
aderidas aos cereais tem pouca importancia. Essas caracteristicas indicam que a
remocao das ocratoxinas de alimentos e bebidas pode ser muito dificil, sendo assim a
prevencdo a melhor forma de protecdo para evitar a formacdo da toxina (KRUGER,
2006).

1.2.2 Toxicidade da OTA

OTA destaca-se pela alta toxicidade e pela ocorréncia natural em produtos
vegetais, causando intoxicagdes clinicas e subclinicas em animais e humanos (FINK-
GREMMELS, 2001; MOSS; 1996).

A principal via de contaminacdo da OTA € o trato gastrointestinal, sendo a
micotoxina absorvida lentamente ao longo do percurso. Na maioria das espécies a
absorcdo ocorre primeiramente no estbmago, seguindo-se uma absor¢cdo lenta no
intestino. No sangue a OTA encontra-se fortemente ligada as proteinas plasmaticas e
essa ligagdo que ira determinar a persisténcia da micotoxina no sangue, e
consequentemente a sua toxicidade (NOGUEIRA & OLIVEIRA, 2006).
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Os orgéaos alvo da OTA séo a principio os rins correspondendo, portanto, a uma
nefrotoxina e em segundo lugar o figado (SCUSSEL, 1998). Em 1993 a International
Agency of Research on Cancer (IARC) lancou um documento que classificou a
Ocratoxina A como “provavel carcindgeno para humanos” - Grupo 2B, neste mesmo
documento a Agéncia também cita diversos estudos que apontam a OTA como
mutagénica, teratogénica, imunossupressora, fetotoxica, potente nefrotoxica e
possivelmente envolvida com a etiologia da nefropatia endémica dos Balcas, doenca
degenerativa dos rins. Também é abordada pela literatura a acdo genotdxica da OTA
induzindo danos ao DNA e aberragcbes cromossdmicas tanto in vitro quanto in vivo,
entretanto os mecanismos desta genotoxicidade ndo estdo bem delineados e ndo ha
provas de que € mediada por acao direta sobre o DNA (JARC, 1993; PRADO et al,
2000; SEKIYAMA et al, 2005).

Baseado em estudos, levando em conta a toxicologia de OTA e a sua presenca
em alimentos, em 2001, O Joint Food and Agriculture Organization of the United
Nations/World Health Organization Expert Committee on Food Additives (JECFA)
definiu uma ingestdo semanal toleravel proviséria de 100 ng/kg de peso corporal (p.c.),
correspondendo cerca de 14 ng/kg de p.c. por dia (JECFA, 2001).

Em 2002, uma avaliacdo da ingestdo alimentar de OTA pela populacdo da
Comunidade Europeia foi realizada e o café representou 10% do consumo total,
enquanto cereais e produtos de cereais contribuiu com 50% para a exposi¢cdo humana
a OTA. Para a populacdo em geral, a ingestdo de OTA por café variou 0,06-0,42 ng/kg
de peso corporal/dia (MIRAGLIA & BRERA, 2001).

SABINO et al avaliaram a contribuicdo do café para a ingestdo semanal
toleravel provisoria de OTA e observaram que, com a média de contaminacéo de 1,24
ng g* em café instantineo no estudo, OTA contribuiu com 1,24% da ingestéo
semanal toleravel provisoria de OTA. Quando foi levado em consideracdo o maior
valor encontrado de contaminagdo, o consumo de café pode ser responsavel por
6,29% da ingestdo semanal toleravel provisoria de OTA. Esse estudo levou em
consideracdo o consumo de cinco xicaras de café por dia que corresponde a 10g de
café instantaneo (SABINO et al, 2007).

PRADO et al, avaliaram a contribuicdo do café para a ingestdo semanal
toleravel proviséria de OTA e observaram que considerando a ingestdo de 4 xicaras
de café por dia (24g de café torrado e moido ou 8g de café sollvel) que € o consumo

europeu por pessoa, € o valor médio encontrado de OTA em seu estudo que foi de
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0,73 ng gt e 1,75 ng g}, respectivamente, a ingestdo de ocratoxina A corresponderia
a 5,84 ng/dia e 42 ng/dia contribuido com cerca de 0,68% e 4,9%, respectivamente, da
fonte de OTA na dieta (PRADO, 2000).

1.3 CONTAMINACAO DO CAFE POR OTA

O café tem sido alvo de contaminacdo por micotoxinas, principalmente a
ocratoxina A (OTA) durante as fases de pré e pos-colheita (SOUZA & CARVALHO
1997, FUJII, 2002).

Desde 1940, tem sido observada a influéncia dos fungos sobre as
caracteristicas sensoriais do café. Além das caracteristicas sensorias, 0os fungos
toxigénicos podem alterar a qualidade do café e colocar em risco a seguranca do
produto (KRUG, 19401; CHALFOUN & BATISTA, 2007).

Diversos fungos estdo relacionados aos frutos e graos de café durante todo o
ciclo reprodutivo e podem, sob condi¢Bes especificas, causar perdas na qualidade,
produzindo odores e sabores indesejaveis além da producdo de metabdlitos
indesejaveis compromentendo a seguranca alimentar do produto
(VELMOUROUGANE, 2000).

No café, apenas espécies de Aspergillus , especificamente A. ochraceus ( A.
westerdijkiae e A. steynii ), A. niger, e A. carbonarius estdo envolvidos na producao de
OTA (CODEX ALIMENTARIUS, 2009).

O desenvolvimento de fungos é um dos mais sérios responsaveis pelas perdas
poés-colheita, associadas a condicbes ambientais que prevalecem nas regidoes
produtoras durante o ciclo produtivo (URBANO et al., 2001).

As mudancas climaticas de temperatura afetam significativamente a producéo
de OTA por fungos toxigénicos (PATINO, et al, 2014).

Dentre os fatores que contribuem para a presenca de fungos no café e
consequentemente a contaminacdo por ocratoxina A estdo a umidade relativa do
ambiente e do alimento sendo a faixa 6tima entre 80 e 85%, a temperatura em que 0
clima tropical e semi-tropical favorece a producdo de fungos toxigénicos e a atividade
de agua que pode estar na faixa de 0,70 - 0,90. (TANIWAKI E SILVA, 2001;
SCUSSEL, 1998).
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Durante a fase de colheita e secagem os graos entram em contato prolongado
com o solo favorecendo a colonizacdo fungica podendo ser a principal via de
contaminacdo (NOGUEIRA & OLIVEIRA, 2006; MORAES, et al, 2003).

A torrefagdo pode reduzir os teores dessa micotoxina, mas mesmo apos esse
processo a OTA pode continuar presente no café jA que a degradacdo de OTA
durante a torra pode variar muito, devido a distribuicdo de OTA dentro de um mesmo
lote de café beneficiado (SOUZA & CARVALHO 1997, FUJII, 2002, NOGUEIRA &
OLIVEIRA, 2006).

Atento a este contexto, a Organizacdo Internacional do Café (OIC), desde 2002,
incentiva elaboragcdes de estudos e diretrizes para reduzir a preocupacao do mercado
e os efeitos da presenca de OTA na cadeia produtiva do café. Como lider mundial na
producdo de café, o Brasil tem assumido o dominio e o conhecimento sobre as
condicbes que podem levar a ocorréncia de OTA no campo e poés-colheita. (CCCRJ,
2008).

Assim, no Brasil, uma importancia maior tem sido dada para a pesquisa de OTA
jA que a cafeicultura tem grande importancia no mercado interno e externo e a
presenca de OTA repercute impacto na qualidade do produto, na economia do pais e
na saude do consumidor (LEONI et al, 2001, OTTENEDER E MAJERUS, 2001).

O alto consumo do café junto com as implicagbes de OTA na saude publica e
comércio exterior justificam a importancia da pesquisa desta toxina no café brasileiro
(FUJII, 2002).

1.3.1 Prevencédo e Controle

A adocdo de Boas Préaticas Agricolas, Boas Préaticas de Fabricacdo e Boas
Praticas de Higiene com base no programa de Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) tém sido recomendadas como medidas preventivas para a
ocorréncia de micotoxinas. Assim é possivel prevenir e minimizar o risco de
contaminacdo e desenvolvimento de fungos toxigénicos e consequentemente a
producéo de micotoxinas (CHALFOUN & BATISTA, 2007).

Diante de preocupacdo mundial com a contaminacdo do café por OTA, a FAO
desenvolveu as Diretrizes para a prevencdo da formacédo de mofos no café como uma

estratégia para permitir que os paises produtores de café desenvolvam e
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implementem seus préprios programas nacionais para a prevencao e reducdo da
contaminagdo por OTA. Esse documento do CODEX ALIMENTARIUS é de grande
importancia ja que esta de acordo com as normas internacionais para prevencao da
contaminacao por OTA em café (CODEX ALIMENTARIUS, 2009).

A contaminacdo por fungos produtores de OTA pode ser minimizada com
técnicas adequadas de preparo, secagem, transporte e estocagem dos graos de café.
Para isso, torna-se fundamental o incentivo as solucdes tecnoldgicas e as acdes que
privilegiem a adocdo de boas préaticas agricolas, como forma de prevencdo e de
exercicio de uma cafeicultura sustentavel, atenta a qualidade do produto e a

seguranca da salde humana. (CCCRJ, 2008).

1.4 LEGISLACAO PARA OCRATOXINA

Normas tém sido implementadas em diversos paises a fim de evitar os efeitos
nocivos causados pelas micotoxinas sobre os consumidores de alimetos in natura e
processados, (FREIRE, et al, 2007).

Desde 1970 os contaminates de alimentos tém sido avaliados pelos comités
dos orgdos mundiais. A partir desses encontros sdo estabelecidos os niveis a serem
seguidos pela comunidade internacional para o comércio dos seus produtos (RIBEIRO,
2007).

A contaminacdo de café por ocratoxina A se torna um entrave ha
comercializacdo desse produto ja que os paises importadores estdo cada vez mais
exigentes com os Limites Maximos Toleraveis (LMT) para a presenca de OTA em café
(FURLANE E SOARES, 1998, CAMPOS, 2009)

Diversos paises ja possuem Limites Maximos Toleraveis para ocratoxina A de
modo a minimizar seus riscos. No Brasil, a ANVISA estabelece para OTA o limite
maximo toleravel de 10 ug kg™ em café torrado (ANVISA, 2011). J& a Unido Europeia
determina LMT de 5 ug kg para café torrado e 10 pg kg para café instantaneo
(COMUNIDADE EUROPEIA, 2005).

Na tabela 1 constam os limites maximos toleraveis para OTA em alguns paises.



17

Tabela 1 - Legislacdo de alguns paises com Limites Maximos Toleraveis para OTA

Paises Produtos Limite pg Kg™*

Uruguai Café 50,0

Grécia Café cru 20,0

Finlandia Café cru 10,0

Italia Café cru 8,0

Brasil Café torrado/ moido e 10,0
soluvel

Italia Café torrado/ moido e 10,0
soluvel

Suica Café torrado/ moido e 4,0
soluvel

Fonte: GOLLUCKE & TAVARES, 2004; ANVISA, 2011.

1.5 PROGRAMAS DE MONITORAMENTO

1.5.1 Programa de Monitoramento de Aditivos e Contaminantes em Aliementos

Até hoje nao foi realizado nenhum programa nacional de monitoramento para
ocratoxina em café, o que se tinha até entdo eram monitoramentos de café que
representam de forma mais expressiva a produgdo agricola de Sdo Paulo e Minas
Gerais (regido Sudeste), estados produtores de café dito “exportacéao”.

Em 2013, foi pactuado um Programa Nacional de Monitoramento de Aditivos e
Contaminantes em alimentos (PROMAC) entre a ANVISA e as Vigilancias Sanitarias
Estaduais (VISAs) para a coleta de amostras locais de cada estado. As amostras
coletadas seriam enviadas aos Laboratorios Centrais Estaduais (LACEN) e ao INCQS

para analise de OTA.
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1.6 METODOLOGIA ANALITICA PARA DETERMINACAO DE OTA

O perigo potencial de OTA na saude publica e a sua inevitavel presenca em
alimentos, requer o desenvolvimento de métodos sensiveis e eficientes para monitorar
a exposicao a esse contaminante. (CHU, 1984, FURLANI et al., 1998).

Vérias metodologias vém sendo usadas para detec¢do e quantificagcdo de OTA
em café. Nessas metodologias predominam as técnicas de Cromatografia em Camada
Fina, Cromatografia de Afinidade e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
(AOAC, 1995; MARTINS et al.; 2000; TRUCKSESS et al., 2000; LARSEN et al., 2001).

Atualmente a metodologia oficialmente aceita baseia-se na extracdo com
solventes organicos, purificacdo da toxina com coluna de imunoafinidade e a detecc¢éo
e quantificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (SHARMAN et al.,
1992).

A CLAE é uma técnica de separacdo tradicional destinada a analises
quantitativa. E uma metodologia sensivel de alta resolugdo, e sua eficiéncia esta
diretamente relacionada a etapa de pré-impeza da amostra, tornando o uso de
minicolunas para remogao de impurezas e concentragdao de OTA no estrato bruto
indispensavel (GUIMARAES & COLLINS, 1993).

As colunas de imunoafinidade (CIA) sdo preparadas com anticorpos anti-
micotoxinas que possibilitam a extracdo da toxina de interesse em diferentes matrizes.
As colunas de imunoafinidade conferem rapidez, simplicidade, alta especificidade e
recuperacdo, melhorando os limites de deteccédo (FUJII et al., 2002; SHARMAN et al.,
1992). A Figura 2 ilustra o principio da coluna de imunoafinidade.
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Figura 2: Principio da coluna de imunoafinidade

A Micotoxinas ‘ . . OQOutros constituintes da

amostra

A confirmacdo quimica de micotoxinas detectadas em amostras é essencial
para minimizar resultados falsos positivos. A coincidéncia dos aspectos visiveis ou das
propriedades cromatograficas ndo garantem, que o composto isolado do extrato seja
quimicamente idéntico a referéncia (padrdes). Entre as técnicas disponiveis destacam-
se a espectrofotometria de massa de alta resolucéo, ressonancia magnética nuclear,
mudanca de fase movel, derivatizagdo e co-cromatografia (JIAO et al.,, 1992;
INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1998).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Esse trabalho tem como objetivo avaliar pela primeira vez em nivel nacional a
contaminacao por OTA em café torrado consumido no Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Detectar e Quantificar Ocratoxina A nas amostras de café torrado comercializadas
no territério nacional;

- Comparar as médias de contaminacdo de OTA em café deste monitoramento com
os resultados de monitoramentos anteriores realizados neste Instituto e com estudos
da literatura;

- Calcular a contribuicdo do café para a ingestdo maxima semanal permitida de OTA
preconizada pelo JECFA;

- Avaliar as informacdes da embalagem verificando a possibilidade da rastreabilidade

do produto final com a regido produtora.
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3 METODOLOGIA

3.1 AMOSTRAGEM

As amostras analisadas de Agosto de 2013 a Dezembro de 2014 foram obtidas
atraves do Programa de Monitoramento de Aditivos e Contaminantes
(PROMAC/ANVISA). No planejamento do programa, o quantitativo de amostras a ser
coletadas pelas VISAs estaduais foi de 68 amostras, preferencialmente de marcas
diferentes. A modalidade de analise foi fiscal, necessitando que um minimo de 1 kg do
mesmo lote do produto fosse apreendido.

A quantidade total do produto contido na embalagem foi homogeneizada,
guarteada até a obtencdo de uma quantidade adequada a analise (cerca del50q), e
em seguida aliquotas de 25 g foram pesadas.

Na Tabela 2 consta o quantitativo de amostras pactuadas com a VISA dos

estados para o programa de monitoramento

Tabela 2 - Quantitativo de amostras de café pactuadas em cada estado
para 0o PROMAC (Agosto/2013 — Dezembro/2014)

Estados Nimero de amostras previstas
Acre 4
Amapa 8
Amazonas 1
Rondénia 11
Para 5
Tocantins 7
Pernambuco 3
Santa Catarina 19
Parana 10

Total 68
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3.2 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

3.2.1 Equipamentos

Os equipamentos usados foram capela de exaustdo, Blender (WARRING),
centrifuga com refrigeracdo (HITACHI, CF 7D2), bomba de vacuo (MILLIPORE),
ultrassom (BRANSON, 2510) cromatégrafo liguido com detector por fluorescéncia
(Shimadzu UPLC-20AD), coluna de imunoafinidade (R-BIOPHARM, RHONE), dentro
do prazo de validade estabelecido de um ano e conservada a 2 — 8 °C até 30 minutos

antes da andlise, membrana para filtracdo PVDF com 0,22 um de poro (MILLIPORE).

3.2.2 Padrdes e Reagentes

O padréo de OTA usado foi da marca Sigma & Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e
0s solventes organicos e reagentes usados foram: acetonitrila grau HPLC; metanol
grau HPLC, bicarbonato de Sédio PA, acido acético glacial PA e tolueno PA.

Foram preparadas as seguintes solucdes para analise das amostras: solucao
de acido aceético/ tolueno 9:1 v/v, acetonitrila para CLAE, agua deionizada,

Bicarbonato 3 %, metanol, tampéo fosfato para analise das amostras.

3.2.3 Vidrarias

Foram usadas pipetas volumétricas de 50mL, 10mL, 15mL e 5mL, seringa com
volume de 20mL, baldo de 10 mL, vials proprios para cromatografia liquida. As pipetas
e baldes usados estavam calibrados com certificado de calibracdo rastredveis a
NBR/ISO/IEC 17025.

3.3 METODO

O método para determinacdo de Ocratoxina A em café (PITTET et al., 1996
com modificagBes) baseia-se na extracdo de OTA em fase sélida e a técnica de
determinacdo e quantificacdo utilizada foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de fluorescéncia (CLAE/F) utilizando fase reversa. O método (POP

65.3120.162) validado intralaboratorialmente, segundo protocolo de validacdo de
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métodos de analise para micotoxinas em alimentos, (POP 65.3120.145) ambos estao
no manual da qualidade do INCQS. O resumo da validacdo estd descrito nas tabelas 3

e 4 em resultados e discussao.

3.3.1 Preparo da amostra

Foram pesadas 25 gramas da amostra e adicionado 200 mL o solvente
organico para extragdo da ocratoxina em Blender por cinco minutos em velocidade
baixa. Apds a extracdo a amostra foi centrifugada e filtrada para eliminar as sujidades.
Foi retirada uma aliquota de 5 ml e transferida para baldo de 100 ml e avolumado com
Solugcdo tampdo. Dessa solucao foi adicionada uma aliquota de 15 ml a seringa e
apos passar todo o extrato pela a coluna, foi lavada com &agua. Na extracdo da
ocratoxina da coluna usou-se 4 ml de metanol. O extrato foi seco e avolumado com

fase movel para entéo ser injetada no equipamento.
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Figura 3: Fluxograma do método para andlise de café

Pesar25g de cafe torradoem F Adaptaruma seringa R
Becker e transferir para copo do —1 (polipropileno ouvidro) de 20mL
bler:der | acolunade imunoafinidade )
1 |
& y
Adicionar200mL da mistura Transferiruma aliquota de 15 mL
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Todas as amostras foram processadas em duplicata e submetidas a trés
injecdes cromatograficas consecutivas.
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3.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A separacdo e quantificacdo de ocratoxina A foi realizada em um sistema de
Cromatografia com detector de fluorescéncia (exitacdo: 336 nm e emissédo: 468 nm)
com coluna C18 (WATERS) 4,6 X 250mm, precedida de pré-coluna (WATERS) 4,6 X
25mm.

A fase moével utilizada consiste em uma solucdo contendo acido acético 2% e
acetonitrila 1:1 v/v. A fase foi eluida isocraticamente em um fluxo de 1 mL/min de fase
moével. Nestas condi¢cdes o tempo de retencdo da OTA foi de aproximadamente 8,5
minutos.

Os solventes utilizados foram os recomendados para cromatografia liquida e a
agua foi purificada pelo sistema de ultrafiltragcdo (MILLI-Q). O volume de injecao foi de

20 ou 50 L, dependendo da concentracdo da Ocratoxina A presente na amostra.
3.5 ANALISE DOS RESULTADOS

Na quantificacdo das amostras foi levada em consideragédo a area dos picos, 0
resultado final obtido da média das trés injecbes e a concentracdo expressa em
ug kgt (ng gt). As planilhas de célculo foram construidas com auxilio do programa

Microsoft Excel 2010 para analise estatistica dos dados obtidos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros estudados na validacdo do método foram: linearidade, faixa de
trabalho, repetitividade, precisao intermediéria, recuperacdo, Limite de Deteccao (LD),
Limite de Quantificacdo (LQ). O LD e LQ foram calculados pela razdo sinal/ruido. Os
resultados obtidos foram validados pelos critérios de aceitagcdo do documento da
Comunidade Europeia n° 401(CE, 2006), especifico para micotoxinas. Na tabela 3
consta os niveis de fortificacdo avaliados na validacdo com seus respectivos valores

de média, coeficiente de variacao (CV) e a recuperacao.

Tabela 3 - Resultados da validag&o para os niveis de concentra¢do estudados, em pg kg'1

Niveis de fortificacao Média da CV(%) Média da
* concentragdo Recuperagéo%
0,7 0,7 14,6 94
1,4 1,2 55 80
2,5 2,2 5,6 89
5,0 4,2 4,1 81
7,5 6,2 2,8 83
10,0 8,1 2,1 78

Foram avaliados cinco niveis de concentracéo variando de 0,7 a 10,0 pug kg*
com CV entre 2,1 a 14,6 e recuperacgao variando de 78 a 94 %.
Na tabela tabela 4 estdo os resultados obtidos na validagdo para os cinco niveis

de fortificacéo estudados.
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Tabela 4 - Dados da validag &o

Faixa de trabalho 0,3 - 10 ug kg™
Recuperacéo 78 -94 %
Limite de Deteccado 0,3 ug kg™
Limite de Quantificacéo 0,5 ug kg™

Nas figuras 4 e 5 estdo representados os cromatogramas do padrdo de OTA e de
amostra naturalmente contaminada do produto, nas condicbes cromatograficas

descritas acima.

Figura 4: Cromatograma padrédo de OTA.
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Figura 5: Cromatograma de amostra de café torrado contaminada por OTA.
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No monitoramento realizado durante o0s meses de Agosto/2013 a
Dezembro/2014, das 68 amostras previstas no planejamento apenas 56 foram
coletadas e analisadas sendo estas de 33 marcas diferentes. As embalagens de todas
as marcas analisadas foram avaliadas buscando obter informacgbes relativas a
rastreabilidade da origem do produto. Das 33 marcas avaliadas, apenas trés
apresentaram a regido produtora de origem, contudo todas as embalagens continham
a torrefadora ou a indUstria produtora.

Na tabela 5 encontra-se o numero de amostras coletadas por Estado no
periodo de agosto de 2013 a dezembro de 2014.

Tabela 5 - Nimero de amostras de café coletadas em cada Estado em

cada estado para o PROMAC

Estados NUumero de amostras coletadas
Acre 4
Amapa 3
Amazonas 1

Rondbnia 9
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Tabela 5 (continuag &o) - Nimero de amostras de café coletadas em
cada Estado em cada estado para 0 PROMAC

Para 5
Tocantins 7
Pernambuco 3
Santa Catarina 17
Parani 7
Total 56

Comparando a tabela 2 com a tabela 5, podemos verificar que 82,4% das
amostras pactuadas foram coletadas.

Uma das dificuldades encontradas foi a mobilizacdo das VISAS dos estados na
coleta das amostras e o fato que corroborou para isso foi de se tratar do ano de Copa
do Mundo, periodo que as VISAs estaduais ficaram com as atividades voltadas para o
evento. Outro problema foi relacionado a quantidade de amostra para a modalidade
de andlise fiscal. Nem sempre chegava ao laboratério 1Kg do produto, assim a
modalidade de analise era alterada para “orientacdo”.

O grafico da figura 6 representa as a porcentagem de amostras coletadas das
regides participantes do PROMAC.

Figura 6: Gréafico da porcentagem de amostras coletadas por regides
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Das 56 amostras analisadas 73% apresentaram contaminacdo por OTA e a
concentracdo variou na faixa de 0,53 - 11,97 ug kg *, com média de 2,94 pg kg. Na

tabela 6 estédo representados os resultdos das amostras de café torrado analisadas.

Tabela 6 - Resultados das amostras de café torrado analisadas

Amostras Amostra Contaminadas por OTA (pg Kg-1)
Total Contaminadas Faixa Média
56 41 0,54 -11,97 2,94

Essas 56 amostras representam 33 marcas diferentes. Todas as embalagens
foram avaliadas buscando obter informacdes sobre a regido produtora do café.
Apenas trés embalagens continham essa informacdo que seria um dado a mais para
acOes de Vigilancia Sanitaria ja que poderia ser feita uma relagdo dos dados do
monitoramento com a regiao produtora. Essa correlacdo ndo pode ser feita devido a

auséncia desses dados nas embalagens.

Na figura 7 o grafico apresenta os resultados obtidos das amostras de café
torrado contaminadas por OTA em pg/Kg.

Figura 7: Gréafico com os resultados das amostras analisadas no monitoramento 2013/2014..

Contaminacao por OTA das amostras de café
15

10

B Concentragdo OTA
(ug/Kg)

0 IllllllllllllllllHIIII -Ill.. Il..

1 3 5 7 9 1113151719 21 23 2527 29 3133 3537 3941




31

Das trés regides de onde as amostras foram coletadas, a regido Sul contribuiu
com 75,0 % de amostras contamindas, seguida da regido Nordeste que contribuiu
coms 33,3 %. As amostras da regido Norte tiveram a maior média de concentracao
que foi de 3,71 pg kg " enquanto a regido Nordeste apresentou uma média de 1,05 pg

kg. Na tabela 7 consta os resultados obtidos em cada regido de onde as amostras
foram coletadas.

Tabela 7 - Resultado de cada regido de onde foram coletadas as amostras.

Regido Total de % de Amostras Média da Faixa de
amostras contaminadas concentracao concentracao
analisadas por OTA (Mg kg'l) (Mg kg'l)
Norte 29 70,0 3,71 ND (LD) — 11,97
Nordeste 3 33,3 1,05 ND (LD) — 1,05
Sul 24 75 2,72 ND (LD) — 8,84

No Brasil ja foram realizados diversos estudos para avaliacdo e determinacao
de OTA em amostras de café torrado e moido. Prado e colaboradores avaliaram
diferentes marcas de café torrado e moido e em café soluvel consumidos na cidade de
Belo Horizonte/MG e obtiveram contaminacédo de OTA para o café torrado e moido na
faixa de 0,99 - 5,87 pg kg com média de 1,75 pg kg™'. Leoni e colaboradores
analisaram 132 amostras de café verde brasileiro e 27 estavam contaminadas por
OTA com média de contaminacdo de 7,1 pug kg*. Sabino e colaboradores analisaram
82 amostras de café instantaneo, 81 (98,8%) das amostras foram positivas para OTA,
com a faixa de variacdo de 0,17- 6,29 pg kg, usando a mesma metodologia para
determinacdo e quantificagdo de OTA usada neste trabalho. Na tabela 8 encontra-se
os resutados obtidos de monitoramentos e estudos no Brasil.
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Tabela 8 - Incidéncia mundial de Ocratoxina A (OTA) em Café torrado

Pais N° Faixa de Conc. Referéncias
positivas/amostras OTA
-1
(Mg kg™)
Brasil 23/34 0,3-6,5 Leoni et al. (2000)
Brasil 41/47 0,99 -5,9 Prado et al.(2000)
Brasil 18/29 0,65 -5,7 INCQS/FIOCRUZ
(2003)
Brasil 17/33 <1-13,2 Moraes, et
al.(2006)
Brasil 37/37 0,34 -3,1 INCQS/FIOCRUZ
(2013)

Na tabela 9 esta descrita a incidéncia de contaminacao por ocratoxina A no café

torrado comercializado em diferentes paises do mundo.

Tabela 9 - Incidéncia mundial de Ocratoxina A (OTA) em Café torrado

N° Faixa de Conc.
Pais positivas/amostras OTA Referéncias
(g kg™)
Japéo 58 3,2-17,0 Tsubouchi et al. (1988)
Reino Unido 17/20 0,2-21 Patel et al. (1997)
Europa ?/484 <05-8,2 Van der Stegen et al. (1997)
Dinamarca 11/11 0,1-3,2 Jorgensen (1998)
Espanha 29/29 0,22 - 5,64 Burdespal e Legarda (1998)
Estados Unidos 9/13 01-1,2 Trucksess et al. (1999)

Alemanha 22/67 0,3-3,3 Wolff (2000)
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Tabela 9 ( continuagao) - Incidéncia mundial de Ocratoxina A (OTA) em Café torrado

Alemanha 273/490 0,21-12,1 Otteneder & Majerus (2001)
Canada 42/71 0,1-2,3 Lombaert et al. (2002)
Hungria 33/50 0,17-1,3 Fazekas et al. (2002)

Japéao 3/9 0,11 -0,33 Kumagai et al. (2008)
Japéao 18/49 ?-2,75 Aoyama et al. (2010)

Fonte: CODEX ALIMENTARIUS, PATERSON, 2014.

Observando as tabelas que mostram monitoramentos realizados no Brasil e no
mundo observamos que no Brasil poucos estudos foram realizados e se levarmos em
conta 0 consumo e a importancia econdémica desse produto. J& em relacdo ao mundo
observamos um maior numero de estudos. No Brasil os estudos realizados também
apresentaram um quantitativo que ndo ultrapassa 50 amostras e em muitos anos nao
foram realizados monitoramentos ou nao foram publicados. No mundo o quantitativo
de amostras dos estudos € maior, no entanto ndo foram realizados estudos em
diversos anos. Observamos também tanto no Brasil quanto no mundo um percentual
bastante significativo de amostras positivas em relacdo ao numero de amostras
analisadas.

Nos monitoramentos de 2003 e 2012 realizados neste Instituto as amostras nao
ultrapassaram o valor relativo ao LMT de 10 pg kg. Porém nesse ultimo
monitoramento (2013/2014) foi possivel observar um aumento da contaminagdo de
café torrado por OTA tendo uma amostra apresentado contaminacdo acima do LMT. A
diferenga entre esse monitoramento para os demais realizados nesse instituto é a
realizacdo de um monitoramento que envolveu outros estados, sendo possivel avaliar
outras marcas de produtos ndo encontradas no mercado da regido sudeste.
Considerando estar a contaminacdo por micotoxinas relacionada com fatores
climaticos essa pode ter sido a causa de uma maior frequéncia de contaminacao do
produto monitorado.

Como o nivel seguro aceitavel estimado pelo JECFA de ingestdo de ocratoxina

A é de 100 ng/peso corporeo/semana, levando em consideracdo uma pessoa de 60
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Kg essa ingestdo maxima aceitavel € de 857 ng por dia. Se considerarmos o consumo
de quatro xicaras de café por dia (24g de café torrado e moido) e o valor médio de
contaminacdo por OTA encontrado nesse estudo que é de 2,79 ng g, uma pessoa de
60 Kg estaria ingerindo por dia 67,0 ng de OTA o que corresponde a 7,9% de OTA do
total preconixado pelo JECFA. Ja se considerarmos a maior concentragcdo encontrada
que é de 11,97 ng g* a ingestéo corresponde a 287,3 ng de OTA por dia ou 33,5 %.
Podemos concluir que a concentracdo OTA presente nas amostras de café torrado
desse estudo ndo ultrapassa o valor aceitavel definido pelo JECFA, mas vale ressaltar

gue o café ndo € a unica fonte de OTA na dieta.
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5 Conclusao

A técnica validada para obter a concentracdo de ocratoxina A em café torrado
foi adequada para a andlise, atendendo aos critérios de avaliacdo presentes nos
documentos do INMETRO, IUPAC e CE.

Os resultados obtidos nesse monitoramento contribuirdo para um panorama da
real situacdo do Brasil a contaminacdo por OTA em café torrado e uma melhor
avaliacdo da exposicdo do consumidor brasileiro a essa micotoxinas neste produto,
uma vez que existem outras fontes que contribuem a ingestdo de OTA.

Como as condi¢des climaticas variam de ano para ano, € importante que 0s
monitoramentos continuem sendo realizados para que se tenha uma avaliagcdo da
extensdo da contaminagcdo por OTA neste produto em todo o territério nacional e para
gue acdes de Vigilancia Sanitaria possam ocorrer para melhorar a qualidade desse
produto, uma vez que a legislagéo para OTA no Brasil comecgou a vigorar somente em
2011.
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