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Introducao

A ocratoxina A (Figura 1) € um metabdlito produzido
principalmente por Penicillium verrucosum, Aspergillus
ochraceus, Aspergillus westerdijkiae Aspergillus niger

e Aspergillus carbonarius, sendo este ultimo o maior
responsavel por sua produgao em vinho. A contaminagao
de ocratoxina A em vinho tem recebido bastante atengéo
devido a atividade carcinogénica e mutagénica deste
metabdlito (EL KHOURY; ATOUI, 2010). Pode ser
encontrada principalmente em: milho, cevada, feijao,
amendoim, arroz, superficie de presunto, pimentdes
vermelhos, pimenta do reino, uvas e vinho. (SCUSSEL et
al., 2008).
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Figura 1. Estrutura quimica da ocratoxina A
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Admite-se que a contaminagao dos vinhos com
ocratoxina A é feita antes da fermentacgéao, pois se
considera que as condigbes anaerdbicas que se

geram nesta fase ndo favorecem o crescimento de
fungos filamentosos. A presenga de ocratoxina A em
vinhos brancos é menos frequentemente e em menos
concentragdes que em vinhos roses e nestes, por sua
vez, menos frequente que em vinhos tintos. Ao longo do
processo de vinificagdo observa-se a remocao parcial de
ocratoxina A. Esta micotoxina & adsorvida por particulas
em suspensao no mosto e no vinho, sendo removida por
esta via sempre que ocorrem etapas de clarificagdo e de
separacgao solido/liquido. (SCUSSEL et al., 2008).

O limite maximo tolerado no Brasil para ocratoxina Aem
vinho é de 2 pg/kg, estabelecido pela Agéncia Nacional

de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2011). O objetivo deste
trabalho foi caracterizar a incidéncia de ocratoxina A em
vinho de diferentes regides do mundo.
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Aincidéncia de ocratoxina A nas amostras de vinho foi
verificada usando uma metodologia desenvolvida no
laboratdrio na qual a etapa de extragao foi baseada
no método AOAC Official Method 2001.01 (AOAC
INTERNATIONAL, 2005). A quantificacéo foi feita por
padronizacao externa em sistema de Cromatografia
Liquida de Ultraeficiéncia UPLC®/MS.

Material e Método

Instrumental
SISTEMA UPLC®-MS/MS

As analises em UPLC®-MS/MS foram realizadas em
um sistema Waters® Acquity UPLC® acoplado ao
espectrémetro de massas de quadrupolo sequencial
Waters® Quattro PremierTM XE (Waters, Manchester,
UK). Os softwares MassLynx 4.1 e QuanLynx (Waters)
foram usados para controlar os instrumentos e o
processamento de dados.

O Sistema ACQUITY UPLC® foi composto por uma
bomba binaria, injetor automatico e forno para coluna.
A separacgao cromatografica foi feita em uma coluna
Acquity UPLC® BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm;
Waters). A elui¢éo foi realizada utilizando o seguinte
gradiente: fase moével A (agua + 0,2% de acido formico)
e fase mével B (acetonitrila + acido férmico 0,2%): 0—1
min (10% B); 10 min (50% B) : 10,5 min (85% B); 11 min
(10% B), € 12 min (10% B). O fluxo foi de 0,4 mL/min,
temperatura de 40°C e o tempo total de corrida de 12
min. O injetor foi programado para injecao total do loop
de 10 pL.

PARAMETROS MS/MS

O espectrometro de massas de quadrupolo sequencial
Quattro Premier XE foi operado com fonte de ionizagao
por eletrospray (ESI) em modo positivo. Os parametros
de operacgéao foram otimizados para as seguintes
condigdes: voltagem do capilar 3,5 kV (modo positivo);
temperatura da fonte de ions, 120°C; temperatura de
dessolvatagao, 450°C; fluxo do gas no cone, 50 L/h;
fluxo do gas dessolvatagao, 700 L/h (ambos os gases
foram nitrogénio); fluxo do gas de colisdo, 0,3 mL/min
(argdnio). No modo de Monitoramento de Reagdes
Multiplas (MRM) foram aplicados 25 V na voltagem

do cone e 22 eV de energia de colisdo para ambas

as transigcdes: m/z 404,0—239,0 (quantificagao) e m/z
406,0—241,0 (confirmagao).

Procedimento analitico

PADROES E SOLVENTES

O padréao de ocratoxina A utilizado foi adquirido da
Sigma. Todos os solventes utilizados, como metanol,
acetonitrila, foram grau HPLC fornecidos pela Tedia,
enquanto que o acido formico foi da Merck, bicarbonato

de sédio da FMaia e o polietilenoglicol da Vetec.
As colunas de imunoafinidade OchraTest™ foram
produzidas pela Vicam.

AMOSTRAS

Foram adquiridas 25 amostras de vinho tinto no mercado
varejista do Rio de Janeiro. Todas as amostras estavam
condicionadas em garrafas de vidro e adequadamente
fechadas.

EXTRACAO

Foram homogeneizados 10 mL da amostra de vinho
juntamente com 10 mL de solugao polietilenoglicol (1%)
e bicarbonato de sédio (5%).

PURIFICACAO DE OCRATOXINA A

A solugéo da amostra diluida foi filtrada a vacuo em fibra
de vidro e membrana HFL (MILLIPORE). Em seguida

10 mL da solugéo foram passados pela coluna de
imunoafinidade OchraTest™ com fluxo de aproxidamente
2-3 mL/min. A seguir as colunas foram lavadas com

5 mL de uma solugéo com cloreto de sodio (2,5%) e
bicarbonato de sodio (0,5%). A ocratoxina A foi eluida
com 2 mL de metanol. O eluato foi evaporado sob fluxo
de nitrogénio em banho-maria a 40°C e ressuspenso
com a 250 pL da fase movel inicial (ACN:H,O: acido
férmico; 10:90:0,2%). Apds agitar em vortex por 30
segundos, toda a solucao foi transferida para o vial e 10
uL desta solucdo foram injetados no sistema UPLC®/MS/
MS.

CURVA ANALITICA

Alinearidade do método foi verificada para uma
determinada faixa de trabalho correspondente ao
intervalo de concentragdes de ocratoxina A usadas na
composi¢cao da curva analitica. A curva analitica obtida
para a ocratoxina A no sistema UPLC®-MS/MS se
encontra na Figura 2. Neste estudo, as determinagbes
de ocratoxina A foram feitas por padronizacéo externa
e a curva analitica foi realizada com dez pontos em
triplicata com a concentracéo variando de 1,0 a 100,0
Mg/L. O coeficiente de correlagdo (R?) obtido foi R?=0,989
€ a equacgao da reta foi y=106,281-60,0308.

area

Y =106,281 x - 60,0308

R?=0,989154
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Figura 2. Curva analitica de ocratoxina A obtida no

sistema UPLC®-MS/MS
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O efeito matriz foi investigado através de uma curva de
adicao da matriz, e ndo houve diferenca no coeficiente
angular na curva com a adi¢cao do analito. A avaliagcdo da
curva mostra que o limite de detec¢ao foi de 0,005 pg/kg
e o limite de quantificacao foi de 0,015 ug/kg.

Avaliagado do Método de Analise Proposto

ENSAIOS DE RECUPERAGAO

Para se verificar a adequagdo do método as normas,
foram efetuados ensaios de recuperagéo de ocratoxina
A nesta matriz. A recuperagao foi avaliada em amostra
de vinho comercial e foram realizadas em triplicata

em dois niveis de concentracao, 2 ug/L e 5 pg/L. Os
resultados dos ensaios de recuperagao nas amostras
de vinho fortificadas com 2 ug/L e 5 ug/L foram de
109% e 90%, respectivamente. Desse modo, verificou-
se que a recuperagao encontra-se dentro da faixa
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Espectrometria de Massas Sequencial (UPLC®-MS/MS)

aceitavel, de 70 a 120%, recomendada pela DG SANCO
(METHOD..., 2012), revelando que o método ¢ eficiente

para a recuperagao da ocratoxina A em vinho nos limites
estabelecidos.

RESULTADOS DAS ANALISES

Dentre as 25 amostras de vinho avaliadas, todas
mostraram a presencga de ocratoxina A. Neste estudo, foi
observado que a concentracao média de ocratoxina A foi
de 0,115 pg/kg e variaram na faixa de 0,059 - 0,455 g/
kg. De acordo com nova legislagao brasileira (BRASIL,
2011), que estabelece o limite maximo permitido de 2
Mg/kg para esta toxina em vinho, todas as amostras
analisadas estao dentro dos padrbées recomendados
pela legislagao vigente. As respostas obtidas no sistema
cromatografico UPLC®-MS/MS para o padrdo, ensaio de
recuperagao e amostra naturalmente contaminada com
ocratoxina A sao apresentadas na Figura 3.
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Figura 3. Cromatogramas obtidos no sistema UPLC®-MS/MS usando as condigdes descritas no método: (A) do
padrao de ocratoxina A (OTA) em solugdo ACN: H,O:acido férmico (20:79:1 v/viv); (B) do ensaio de recuperagéo do
padréo de ocratoxina A em vinho; (C) de uma amostra de vinho naturalmente contaminada com ocratoxina A.

Consideracoes Finais

O método desenvolvido e aplicado para analise de
ocratoxina A em vinho, estabelecido neste estudo,
demonstrou boa recuperagao desse analito nessa
matriz além de uma execucéo facilitada e rapida,
comprovando ser bastante adequado para monitorar
a presenca deste contaminante nestas amostras.

A purificagdo dos extratos utilizando colunas de
imunoafinidade e posterior analise por UPLC®-
MS/MS demonstrou ser bastante conveniente. A
utilizacao deste sistema cromatografico acoplada ao
espectrédmetro de massas sequencial (3Q) permitiu a
separacgao dos extratos das amostras e a obtencao

de limites de deteccgao e de quantificagdo apropriados
para quantificagcdo de ocratoxina A dentro de faixas

de concentragao bem baixas, utilizando o modo MRM
(Multiples Reactions Monitoring). Dentre as 25 amostras
de vinho analisadas, a incidéncia de ocratoxina A foi de
100% e a concentragéo média observada foi de 0,115
Mg/kg que esta plenamente dentro dos padrdes (LMT)
definidos pela legislagéo (BRASIL, 2011) que é de

2 pg/kg.
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