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RESUMO

BANDEIRA, Raquel Duarte da Costa Cunha. Desenvolvimento e Validacio de
Metodologia na Deteccdo e Quantificacido de Ocratoxina A no Café Verde e Torrado
Utilizando Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas Aplicando os
Conceitos da Metrologia Quimica. 134 p. 2010. (Tese, Doutorado em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

O café constitui uma matriz extremamente complexa e tem importante papel na economia
mundial, especialmente nos paises produtores e exportadores como o Brasil. No entanto tem
sido alvo de barreiras técnicas devido a uma substancia denominada ocratoxina A, micotoxina
potencialmente nefrotoxica e nefrocarcinogénica encontrada em muitos alimentos inclusive o
café. O presente trabalho tem como objetivo implantar os conceitos da metrologia quimica no
desenvolvimento, e validacdo do método para identificacdo e quantificacdo de ocratoxina A
no café¢ verde e café torrado estimando a incerteza da medi¢do e utilizando a técnica de
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas em série (CLAE-EM/EM)
seguindo os critérios da diretiva EC-657/2002 e o documento orientativo do Inmetro (DOC-
CGCRE-2010). A metodologia de extracdo baseou-se em Pittet (1998) e os pardmetros
cromatograficos foram: fluxo de 0,3 mL/min, fase movel 80:20 agua acido trifluoroacético
0,05%: metanol acido trifluoroacético 0,05 %, volume de injecdo de 50 uL, com o modo de
injecdo Full loop e sistema de eluicdo isocratico. A coluna utilizada foi Synergi Hydro Cis. As
condi¢des do espectrdmetro de massas foram otimizadas e a transi¢cdo selecionada de acordo
com suas energias de colisdo foram m/z 404 >358 (-10,5 V) e m/z 404 >239 (-20,5 V). A
partir da validacdo os métodos propostos foram considerados seletivos, a avaliagdo e
comprovagdo do efeito matriz foi realizada através da comparagdo das varidncias e das
médias através do teste F e teste t. O Feajcuado para o método café verde (25,2152) e café
torrado (104,0353), apresentaram valores maiores que 0 Fipelado (4,0426). O teaicutado para o
café verde (5,0214) e torrado (10,1997) apresentaram valores superiores ao tubelado (2,01006).
Os métodos foram considerados lineares em toda a faixa de trabalho da curva de calibracdo
com os coeficientes de determinagao linear (r) de 0,98188 ¢ 0,91754 para matriz café verde e
café torrado, respectivamente. O limite de quantificacdo e detec¢do para os métodos propostos
foram de 1,2 pg/kg e 3,0 ng/kg para café verde e 0,36 pg/kg e 1,0 pg/kg para café torrado. Os
valores das recuperagoes médias, DPR; e DPRy variaram na faixa de 90,45 - 108,81 %, 5,39
-9,94 % e 2,20 - 14,34 % para café verde; e de 89,02 - 108,85 %, de 2,43 - 13,73 % ¢ 12,57 -
17,84 %, para café torrado. Todos os resultados obtidos encontram-se dentro dos limites
comumente aceitaveis na literatura. Todos os resultados de medi¢do e as incertezas
expandidas (U) para ocratoxina A foram as fragcdes massicas W = (11,50 £ 1,11) ug’kg e W=
(4,63 = 0,63) ug/kg para café verde e café torrado, respectivamente. Os métodos
desenvolvidos e validados utilizaram técnica de elevada sensibilidade, permitindo a deteccao,
confirmacdo e a quantificacdo de ocratoxina A no café verde e café torrado com calculo da
incerteza, podendo auxiliar futuramente na superagdo das barreiras técnicas para exportacao
do café brasileiro.

Palavras-chave: Café, CLAE-EM/EM, Metrologia Quimica, Ocratoxina A.



ABSTRACT

BANDEIRA, Raquel Duarte da Costa Cunha. Development and Validation Approach for
Detection and Quantification of Ochratoxin A in Green Coffee and Roasted using
Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry applying the concepts of
Chemical Metrology. 2010. 134 p. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos).
Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Coffee is an extremely complex food matrix and has an important role in the world’s
economy, especially in producing and exporting countries like Brazil. However this product
may suffer from technical barriers imposed for exportation because of the possible presence
of ochratoxin A, which is nefrotoxic and carcinogenic mycotoxin found in many foods
including coffee. The aim of this study was to implement chemical metrology concepts in the
development and validation of Liquid Chromatography with Mass Spectrometry in tandem
(CLAE-EM/EM) method for identification and quantification of ochratoxin A in green and
roasted coffee estimating uncertainty of measurement according to directive 2002/657/EC and
Inmetro guidelines (DOC-CGCRE-2010). The extraction method was based on Pittet (1998)
and chromatographic parameters were: flow rate of 0.3 mL/min, mobile phase 80:20 water
trifluoracetic acid 0.05 %: methanol trifluoracetic acid 0.05 %, injection volume of 50 pL,
injection mode Full loop, isocratic mode. The column was Synergi Hydro Cis. The mass
spectrometry parameters were optimized and transitions selected based on the colision
energies monitored were m/z 404 >358 (-10.5 V) and m/z 404 >239 (-20.5 V). From the
validation procedure, methods were considered seletive. The evaluation and verification of
matrix effect was performed by comparing variances and averages using F and t test. Value of
Falculatea for green coffee (25.2152) and roasted coffee (104.0353), were higher than Fiye
(4.0426). Value of t caiculated for green (5.0214) and roasted coffee (10.1997) were higher than
tiable (2.0106). Both methods were considered linear in the working range of calibration curve
with linear correlation coefficients (r) of 0.98188 and 0.91754 for green and roasted coffee,
respectively. The quantification and detection limits were 1.2 ng/kg and 3.0 pg/kg; 0.36 ng/kg
and 1.0 pg/kg, for green and roasted coffee respectively. The average recoveries, RSD, and
RSDR were in range of 90.45 — 108.81 %, 5.39 — 9.94 % and 2.20 — 14.34 % for green coftfee
and 89.02 — 108.85 %, 2.43 — 13.73 % and 12.57 — 17.84 % for roasted coffee. All results
obtained were considered within acceptable levels according to literature. Measurement value
and expanded uncertainties (U) for ochratoxin A were mass fraction w = (11.50 = 1.11) and w
= (4.63 = 0.63) for green coffee and roasted coffee. Both methods developed and validated
using a high sensitivity technique, that allowed detection, confirmation and quantification of
ochratoxin A in green and roasted coffee with a estimated uncertainty of measurement, and in
the future these methods can be used to help overcome possible technical barriers imposed for
exportation of Brazilian coffee.

Key words: Coffee, HPLC-MS/MS, Chemical Metrology, Ochratoxin A.
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1 INTRODUCAO

A Ocratoxina A ¢ uma micotoxina produzida por fungos do género Aspergillus e
Penicillium que vem sendo detectada em diferentes tipos de alimentos: cereais (trigo, aveia,
cevada, milho) e produtos de cereais, soja, frutas secas, cacau, chd, cerveja, vinho, frangos e
nos diferentes lotes de cafés no Brasil e no mundo.

A exposi¢@o humana a micotoxina pelo consumo de alimento fortificado ¢ questdo
de saude publica no mundo todo. A ocratoxina A € toxica para humanos e animais, afetando
principalmente os rins e apresentando nefrocarcinogenicidade e nefrotoxicidade. Estima-se
que 12 % da ocratoxina A consumida esteja relacionada a ingestao da bebida café.

O café ¢ o segundo produto mais comercializado no mundo depois do petroleo, tendo
um papel importante na economia mundial, principalmente para os paises produtores e
exportadores como o Brasil, que além de maior produtor, ¢ também um grande consumidor
desta bebida.

Tendo em vista o risco que representa a ocratoxina A como contaminante do café
para a saude do consumidor, que a producdo de alimentos seguros e de alta qualidade tem
sido uma exigéncia crescente principalmente pelas agéncias de controle e fiscalizacdo, que o
café ¢ um produto de significativa importancia para a economia brasileira e do mundo, que o
numero de laboratoérios brasileiros que realizam analise de micotoxina no café ¢ ainda
insuficiente, que os niveis exigidos pelo comércio externo estdo cada vez menores, tem sido
cada vez mais relevante gerar metodologias rastredveis, modernas, praticas, rapidas e
eficientes de forma a melhorar a credibilidade dos resultados das medicgoes ¢ a capacidade de
medicao de laboratérios para a determinacao desta micotoxina no café, prevenindo possiveis
barreiras técnicas impostas na exportagao deste produto.

O presente trabalho teve como objetivo implantar os conceitos da metrologia quimica
no desenvolvimento e validagdo dos métodos analiticos para detectar e quantificar
ocratoxina A em café verde e café torrado, adequando a metodologia de extragdo existente
na literatura e introduzindo a estimativa do calculo de incerteza de medigao.

Os objetivos especificos deste trabalho foram: detectar e quantificar ocratoxina A no
café verde e café torrado utilizando a técnica de Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas (CLAE-EM/EM); Validar os métodos propostos para as duas
matrizes como previsto na NBR ISO/IEC 17025 (2005) de acordo com a norma da EC. n.
657 (2002) e documento orientativo do Inmetro, DOC-CGCRE-008 (2010); comparar a
metodologia consolidada na literatura para determina¢ao de OTA, implantar os conceitos da
metrologia quimica assegurando a confiabilidade e rastreabilidade metrologica e estimar a
incerteza de medigdo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Café

O café pertence a familia Rubiacea, género Coffea, sendo que as principais espécies
cultivadas economicamente no mundo e no Brasil sdo Coffea arabica ¢ Coffea canephora,
conhecidas internacionalmente como o café arabica e o café robusta, respectivamente, ja que
robusta ¢ a variedade mais cultivada de C. canephora. No Brasil, a variedade de C.
canephora mais cultivada ¢ a Conillon.

O Brasil ¢ o maior exportador mundial de graos crus de café (verde) que ocupa lugar
de significativa importancia em sua balanca comercial, sendo também o maior produtor de
acordo com a Associacdo Brasileira das Industrias de Café (ABIC, 2010). Em 2008, sua
producdo alcancou 45 milhoes de sacas de 60 kg de café, com participagdo de 34,28 % na
produ¢do mundial. As exportagdes brasileiras de café torrado e moido estdo em franca
expansdo, tendo atingido um lucro aproximado de US$ 20,4 milhdes no primeiro semestre
de 2008. Os principais mercados importadores sdo: a Alemanha (19,84 %), os Estados
Unidos (17,47 %) e a Italia (11,039 %) e os Estados Unidos (63,59 %), a Italia (14,14 %) e a
Argentina (8,71%) para café¢ verde e torrado brasileiro. No Brasil, a producdo de café
arabica se concentra nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Bahia e parte do
Espirito Santo, enquanto que o café robusta ¢ plantado principalmente nos estados de
Espirito Santo e Ronddnia. (ABIC, 2010; CECAFE, 2009)

O consumo interno brasileiro de café continua crescendo. No periodo compreendido
entre novembro/2008 e outubro/2009, a ABIC registrou o consumo de 18,39 milhdes de
sacas, representando um acréscimo de 4,15 % em relagao ao periodo anterior correspondente
(Nov/07 a Out/08), que havia sido de 17,65 milhdes de sacas. A Organizagdo Internacional
do Café (OIC) aponta o consumo anual por habitante sendo equivalente a 5,81 kg de café em
grdo cru ou 4,65 kg de café torrado, quase 78 litros para cada brasileiro por ano registrando
uma evolugdo de 3,00 % em relagdo ao periodo anterior, consumo este semelhante ao da
Alemanha (5,86 kg/hab/ano); superando os indices da Franca (5,07 kg/hab/ano) e da Italia
(5,63 kg/hab/ano), paises considerados grandes consumidores de café. No entanto, os
campedes de consumo, ainda sao os paises nordicos - Finlandia, Noruega, Dinamarca - com
um volume proximo dos 13 kg/por habitante/ano.

O café ¢ o segundo produto mais comercializado no mundo depois do petroleo, tendo
um papel importante na economia mundial, principalmente para os paises produtores e
exportadores como o Brasil, que além de maior produtor, ¢ também um grande consumidor
desta bebida. A Figura 1 apresenta a evolu¢do do consumo interno de café no Brasil. O
consumo de café deve-se basicamente ao efeito fisioldgico causado pela presenga de cafeina,
e principalmente pelo prazer e satisfacdo que seu aroma e sabor sdo capazes de proporcionar
(CLARKE; MACRAE, 1985).
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Figura 1. Evolugdo do consumo interno do café no Brasil (ABIC, 2010).

A espécie C. arabica ¢ de grande importancia econdmica para as Américas e demais
regides que a cultivam. Seu produto ¢ de qualidade superior e de melhor aceitacdo em todos
os mercados consumidores. A espécie C. arabica ¢ responsavel por aproximadamente 75%
da produgao mundial exportavel de café, sendo a C. canephora responsavel pelo restante. O
café¢ Robusta ou Conillon possui caracteristicas proprias, ou seja, cor, "corpo", sabor e
acidez muito diferentes do café ardbica, e atualmente faz concorréncia aos cafés de melhor
qualidade. Embora de qualidade inferior, o café¢ Robusta vem tendo aceitacdo no mercado
em virtude do seu prego reduzido e emprego na industria de café solivel, ja que possui
maior quantidade de sé6lidos soluveis e maior teor de cafeina (TOLEDO; BARBOSA, 1998).

A espécie C. arabica ¢ originaria das regides montanhosas do sudeste da Etiopia,
entre 1000 e 2000 metros de altitude. E uma espécie tetraploide com 44 cromossomos,
autofértil, apresentando de 7 a 15 % de fecundacdo cruzada, devido a insetos, ventos e
outros agentes. A espécie C. canephora ¢ dipldide com 22 cromossomos e auto-estéril.
Capaz de adaptar-se a variadas condigdes climaticas, devido a sua ampla distribui¢@o
geografica na Africa. Apresenta um desenvolvimento inicial mais lento que C. arabica, mas
pode atingir até 5 metros de altura, nas regides quentes e imidas (TOLEDO; BARBOSA,
1998).

O caf¢ foi introduzido no Brasil em 1727, no Para, por Francisco de Mello Palheta e,
em poucos anos, espalhou-se por todo o pais, tornando-se o principal produto de exportagao
da pauta brasileira ¢ uma fonte geradora de renda e empregos em toda cadeia produtiva,
desde a lavoura passando pela industria e chegando ao comércio (TOLEDO; BARBOSA,
1998).

O café¢, desde seu cultivo até o produto final, chega as mesas de pessoas do mundo
inteiro, gerando uma quantidade significativa de empregos ¢ divisas para o Brasil. Desta
forma, este produto ocupa um lpgar de significativa importancia em sua balanga comercial.
No entanto, esta posicdo de lideranga vem sendo gradativamente ameacgada por paises que
tém investido amplamente em pesquisa e marketing visando melhorar a qualidade do seu
produto. Pouco a pouco, o café brasileiro vem deixando de ser popularmente conhecido
como o melhor café do mundo para dar lugar ao café da Colémbia e de outros paises da
América Central, Africa e Oceania. Um conhecimento detalhado da composi¢io quimica do
café¢ e sua relacdo com a qualidade do café brasileiro tornam-se indispensaveis para a
valorizacdo do produto, tanto no mercado interno quanto no mercado externo (FARAH,
2004).



A composi¢do quimica do café¢ depende da espécie e da variedade em questdo, e
também de outros fatores como praticas agricolas, grau de maturagdo do fruto do café e
condigdes de estocagem.

Os compostos ndo volateis do café podem ser divididos em substancias de alto Massa
Molecular, como proteinas, lipideos e polissacarideos e de baixo Massa Molecular como a
cafeina, a trigonelina, a sacarose e os acidos clorogénicos (TRUGO; MACRAE, 1989),
representando importantes precursores de flavor no café cru podendo ter um grande efeito na
qualidade do produto final torrado (DE MARIA et al., 1994; MELLO, 1998).

A Tabela 1 apresenta a composicdo quimica média em base seca dos graos crus e
torrados de café arabica e robusta. (CLARKE; MACRAE, 2003).

Tabela 1. Composi¢do quimica média em g/ 100g (base seca) dos grios cru e torrado de
café Arabica e Robusta.

Componentes Café Arabica Café Robusta
Cru Torrado Cru Torrado
Minerais 472 4.5 4.4 4.7
Cafeina 1,2 1,3 2,2 2,4
Trigonelina 1,0 0,7 0,7 0,4
Lipideos 16,0 17,0 10,0 11,0
Acidos 6,5 2,5 10,0 3,8
clorogénicos totais

Sacarose 8,0 0,0 4,0 0,0
Aminoacidos 0,5 0,0 0,8 0,0
Proteinas 11,0 7,5 11,0 7,5

Fonte: CLARKE; MACRAE, 2003.

Existem diversos alcaldides presentes no café. Estes podem ser divididos em dois
grupos, os que quase ndo sofrem alteracdes térmicas durante a torra e aqueles que sdo
degradados, gerando os compostos volateis do café de significativa relevincia sensorial,
além de outros compostos (CLARKE; MACRAE, 1985). No primeiro grupo estd a cafeina
e no segundo a trigonelina.

Com relagdo as espécies e a qualidade da bebida, sabe-se que o café arabica
apresenta concentracdes mais elevadas de sacarose, lipideos e trigonelina, sendo considerado
de melhor qualidade, enquanto que as variedades de café robusta sdo tidos como de menor
qualidade e com maiores teores de compostos fendlicos e cafeina (CLARKE; MACRAE,
1985).

2.2 Processamento do Café Torrado

A colheita é de suma importancia e influi muito no custo da produ¢ao e na qualidade
do café. Existem trés formas de colheita, dentre elas: mecanica, a dedo ¢ derrica. A colheita
mecanica corresponde ao uso de maquinarios, que balangam mecanicamente os galhos da
planta do café a fim de que os frutos caiam e sejam posteriormente recolhidos. Esta técnica
ndo ¢ muito usada no Brasil por exigir areas planas para a movimentacdo dos maquinarios.
A colheita “a dedo” como o proprio nome diz, seleciona os frutos individualmente,



colhendo-os no ponto de maturacdo desejado, obtendo-se assim um café de qualidade
superior, mas de custo elevado. Ja a derriga, técnica mais usada no Brasil, devido a grande
demanda de produgdo, ¢ extremamente rapida, sendo realizada com a mao semi-fechada que
percorre o ramo da sua base para a ponta arrancando todos os frutos (e folhas) sem haver
qualquer selecdo. Os frutos sdo colhidos em diferentes pontos de maturagdo, densidade e,
conseqiientemente, diferentes teores de umidade, que prejudicam os aspectos sensoriais da
bebida (TOLEDO; BARBOSA, 1998). O café¢ colombiano, bem como o de outros paises da
América Central e da Africa, sdo colhidos “a dedo”. Por isso, apresentam maior
uniformidade do produto, o que gera uma bebida de boa qualidade e diferenciada da
brasileira.

Ap6s a colheita, os frutos passam entdo por algumas etapas de processamento, tais
como: limpeza, descascamento, classificagdo por tamanho e separacdo dos graos por
densidade e colorimetria, obtendo assim o café cru, que possui um aroma muito diferente do
aroma tipico da bebida de coloragdo marrom-escura, pois o café adquire seu aroma e sabor
caracteristico apos a torrefagdo. A obtencdo do café torrado provém da etapa que
corresponde a exposicdo do grio cru ao ar aquecido em um processo rapido o suficiente para
liberar a agua livre. Os grdos sdo aquecidos a temperatura de 200 C, onde ocorrem
acentuadas transformagdes fisicas e quimicas, que desenvolvem a cor e os compostos
responsaveis pelo sabor e aroma de café. Nesta etapa, a qualidade do café também pode ser
afetada, uma vez que a composi¢do dos volateis e de seus precursores pode ser alterada
conforme o grau de torrefacdo. Dentre as reagdes envolvidas neste processo estdo:
condensagdo entre grupamentos aminados e grupos carboxilas (reacdo de Maillard),
caramelizacdo da sacarose e reagdes degradativas de trigonelina, acidos clorogénicos,
proteinas e polissacarideos. Embora os mecanismos dessas complexas transformagoes ainda
ndo estejam completamente elucidados, essas reacdes sdo indispensaveis para a formacao do
aroma e sabor caracteristicos da bebida do café¢ (TRUGO, 1986).

O processo fisico da torra foi descrito por Coelho (2000) de forma simplificada. Os
grdos de café sdo torrados e tornam-se amarelados, perdendo grande parte de agua ja quando
expostos a 100 °C. A partir de 120 - 130 °C, a cor do grdo passa a ser castanha. Com o
continuar do processo de torra, na temperatura de 150 °C, ocorre o desprendimento de um
odor de dleo. Quando se atinge a temperatura de 180 °C, os gases de combustdo comegam a
se desenvolver sob a forma de uma fumaga branco-azulada com desprendimento de didéxido
(COz) e monoxido (CO) de carbono. A cor muda para marrom e o volume dos graos
aumenta. Estes se tornam porosos e quebradicos. De acordo com o grau de torra, ocorre
maior ou menor perda de peso dos grios e aumento do volume. Na torrefacdo brasileira
(escura), ocorre normalmente uma perda de peso de 20 %, sendo que deste total, de 9 —10 %
sdo decorrentes da perda de agua, cerca de 1 % devido a eliminagao de cascas e de 10 a 12
% sao decorrentes das perdas de substancias volateis. Esta etapa ¢ de suma importancia, pois
dependendo do tempo e da temperatura em que o grao ¢ exposto, o aroma ¢ definido. A
maioria das substancias aumenta em concentracdo durante a torrefacdo dos graos enquanto
outras diminuem devido a degradagao (CLARKE, 1985).

A padronizagao dos pontos de torra tanto para fins comerciais quanto para fins
cientificos € subjetiva, variando de individuo para individuo. Para auxiliar na padronizagao
da medida colorimétrica, a SCAA (Specially Cup Association of América) utiliza um sistema
de discos colorimétricos obtido apds experimentos cientificos sob condi¢des controladas de
torrefacdo (Figura 2), nos quais foi determinada uma progressdo linear, baseada na
caramelizagdo do acucar e nos pontos de torra mais comumente encontrados no mercado.
Este sistema foi denominado AGTRON/SCAA Roast Classification Color Disc System
(Sistema de classificacdo de pontos de torra por discos colorimétricos). A Tabela 2 apresenta
os diferentes graus de torrefacdo, com denominagoes diferentes encontradas no mercado



nacional e internacional, de acordo com o tempo de permanéncia do café no torrador
(FARAH, 2004).

Tabela 2. Classificagdo dos diferentes graus de torrefacdo de acordo com o tempo de
permanéncia e grau de escurecimento do grao no torrador, e nimeros do disco de referéncias
na AGTRON.

Classificacdo da torra Nome Nome No. referéncia na
correspondente no correspondente ao | escala Agtron/SCAA
mercado nacional mercado

internacional
Muito Clara 95
Clara Cinamon 85
Moderadamente clara Americana American 75
Média-clara ou Convencional-menos City 65
moderadamente clara
Média Convencional ou Full city 55

torrado € moido
Convencional-menos

Média escura ou Convencional-mais Vienna 45
moderadamente
escura
Escura- Coloragao Extra Forte French or Italian 35

marrom escuro,
comecando a soltar
oleo.
Muito escura, graos | Extra forte/queimado Spanish 25
quase pretos ¢ bem
oleosos
Fonte: Adaptado de Farah (2004).

Figura 2. Kit de classificagdo de pontos de torra por discos colorimétricos AGTRON/SCAA

ApoOs a torrefagdo ¢ moagem dos graos, o produto € comercialmente chamado no
Brasil de café torrado e moido.



2.3 Ocratoxina A: a Micotoxina

As micotoxinas sdo toxinas produzidas pelo metabolismo secundario de fungos que
ocorrem nos alimentos e racgdes, produzidas sob condigdes ambientais especificas, no
campo, no periodo pods-colheita, durante o armazenamento, processamento e distribuicao.
Estima-se que 25 % da produ¢do mundial de alimentos e 20 % da produgdo européia podem
estar fortificados com micotoxinas, gerando perdas na produgdo agraria, custos veterinarios,
de saude e regulatérios (ALMEIDA et al., 2007; CUNHA, 2005).

Entre as ocratoxinas e analogos que compdem o grupo, ja foram relatadas a
ocorréncia de Ocratoxina A, Ocratoxina B e Ocratoxina C apresentadas na Figura 3. A
substitui¢do de um atomo de hidrogénio por cloro converte a OTB em OTA. A OTA
destaca-se pela maior toxicidade e ocorréncia natural em produtos de origem vegetal e
animal. (ALMEIDA et al., 2007; BULLERMAN, 2003; FUJJI et al., 2002; FURLANI,
SOARES, 1998; FUJII, et al., 2007)

R1 R2 R3 R4 RS Ocratoxinas
Fenilalanina Cl H H H Ocratoxina A
Fenilalanina H H H H Ocratoxina B
Fenilalanina éster etilico Cl H H H Ocratoxina C

Figura 3. Estrutura da ocratoxina A, ocratoxina B e ocratoxina C (Fonte: FUIJI et al.,
2002).

A formula molecular da OTA ¢é CyoH;3sCINOg, contendo grupos cromoforicos que lhe
conferem propriedade fluorescente sob luz UV a 335 nm. O grupo da isocumarina lhe
confere o carater toxico (FUIJI et al., 2002, BULLERMAN, 2003).

A OTA ¢ um metabolito secundario produzido por fungos do género Aspergillus e
Penicillium. As principais espécies de fungos Aspergillus produtores de OTA no café sdo A.
ochraceus, A. carbonarius, A. niger e, mais recentemente identificado, 4. westerdijkiae, que
anteriormente era identificado como A. ochraceus (GILBERT; ANKLAM, 2002;
MORELLO et al., 2007). Dentre as espécies do género Penicillium, as produtoras de OTA
sdo P. brevicompactum, P. crustosum, P. olsonii e P. oxalicum, sendo a principal P.
verrucosum. (VEGA et al., 2006; GOLLUCKE et al., 2004). A OTA ¢ uma micotoxina
nefrotdxica e nefrocarcinogénica potente que tem sido encontrada em muitos alimentos
como cereais (trigo, aveia, cevada, milho) e produtos de cereais, vinho, suco de uva, cerveja,
frutas secas (passas), soja, cacau, cha, temperos, produtos de origem animal e café verde,
torrado e instantdneo (ZOLLNER; MAYER-HELM, 2006; MONACI; PALMISANO, 2004;
RODRIGUA-AMAYA; SABINO, 2002; ALMEIDA et al., 2007, FUJII et al., 2007,
SFORZA; DALL'ASTA; MARCELLI, 2006; MASOUD; KALTOFT, 2006; GOLLUCKE;
TANIWAKI; TAVARES, 2004; TANIWAKI et al, 2003; BULLERMAN, 2003;
MANTLE, 2002; FUJJI; ONO; HIRROKA, 2002; BUCHELLI; TANIWAKI, 2002;
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PRADO et al., 2000; BRESH et al., 2000; FURLANI; SOARES, 1998; BECKER et al.,
1998; PATEL et al., 1997, STUDER ROHR et al., 1995; POHLAND et al., 1992).

2.3.1 Toxicidade e limites estabelecidos

Os efeitos toxicos das micotoxinas vdo desde afec¢des renais e do figado a
toxicidade aguda podendo chegar a morte. Podem causar redug¢do da produgdo de leite e
ovos, supressdo da fun¢do imune, resisténcia reduzida a infecgdes, cancer e outras doengas
cronicas, além de mutagenicidade e teratogenicidade (BAYMAN; BAKER, 2006).

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC) afirma que os dados
obtidos a partir de animais de laboratério ndo sdo suficientes para calcular o grau de
carcinogenicidade da OTA em humanos e por esta razdo a toxina foi classificada como um
possivel carcindgeno para humanos (grupo 2B). Baseando-se em estudos promovidos pelo
Nordic Council of Ministers, o Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA),
calculou-se o nivel toleravel provisorio de ingestdo diaria para OTA como 14pg por kg de
peso corporeo por dia. Este composto ¢ nefrotoxico, teratogénico, imunotdxico e
carcinogénico de acordo com classificacdo da IARC.

Os limites méaximos para ocratoxina A sdo regulamentados em diversos paises, mas
ndo no Brasil. Em 2004, alguns paises como a Republica Tcheca, Finlandia, Grécia,
Hungria, Italia, Sui¢a, Portugal e Espanha estabeleceram limites para OTA no café verde e
este limite varia de 5,0 a 20,0 pg/kg. Os principais mercados para o café verde brasileiro, o
Estados Unidos e a Alemanha ainda ndo estabeleceram limites oficiais para a presenca desta
micotoxina neste produto. A Unido Européia (UE) recomenda niveis méaximos de tolerancia
de 5,0 pg/kg para OTA no café torrado e moido e 10,0 pg/kg no café soltivel destinado a
comercializa¢do. Por ndo ter limites de tolerancia de OTA no café, o Brasil segue os limites
preconizados pela UE se adequando as exigéncias de mercado (CODEX, 2007; FAO, 2009;
EC, 2005).

2.3.2 Ocorréncia

A presenca de um contaminante como a OTA no café tem importancia tanto para a
saude publica quanto para a exportacao. Para uma melhor compreensdo desta toxina, t€ém-se
estudado aspectos como toxidez, incidéncia, analise quimica, legislacdo e efeitos de
processamento (FURLANI, 1998).

O primeiro relato de contaminagdo de café por OTA, foi descrito por LEVI et al.
(1974), em niveis de 0,2 ¢ 360 ug/kg em amostras naturalmente contaminadas (MANTLE,
2002). Pesquisas em todo o mundo confirmaram a presenca da OTA em café verde, torrado
e soluvel em niveis variando de 20 a 360 pg/kg em café verde e 3,2 a 17 pg/kg em café
torrado. Esta diferenca de teores entre o café verde e torrado pode ser explicado pela reducao
de OTA durante o processo de torrefacao relatado em alguns estudos que pode chegar a 90
% (MASOUD; KALTOFT, 2006). A maior freqii€ncia da contaminagao por OTA tem sido
observada em algumas areas com climas semi-tropicais ¢ temperados, entretanto nenhum
pais produtor esta totalmente livre de contaminag@o, incluindo o Brasil (ALMEIDA et al.,
2007; CODEX, 2007; FURLANI, 1998).

A ocorréncia de OTA em café verde tem sido muito relatada. Pouco se sabe com
relacdo as condigdes de contaminacdo e as espécies de fungos responsaveis pela sua
producdo ou propagacdo. Os fatores ambientais, as caracteristicas quimicas inerentes a
matriz, as condi¢des inadequadas de armazenamento de grios, a secagem e as condicdes de
torrefagdo podem contribuir para o aparecimento, propagacdo e controle da OTA
apresentando grande preocupacdo em relacdo aos produtos de café (FAO, 1999; LEONI et
al., 2001).



A Tabela 3 apresenta alguns estudos disponiveis na literatura referente a presenca de
OTA no café¢ (verde, soluvel e torrado). Através destes dados ¢ possivel observar a
necessidade de investimento de pesquisas para minimizar a contaminagdo desta matriz, que
tem sido alvo de barreiras técnicas, principalmente no Brasil, produtor, consumidor e
exportador de café. Desta forma, podemos verificar que o consumo regular de café pode
contribuir para a exposicao humana a OTA.

Tabela 3. Resultados disponiveis na literatura referentes a presenga de OTA em café verde,
café torrado e na bebida.

Ano Pais Matriz Contaminacio Amostras Referéncia
analisadas/ Bibliografica
Contaminadas
1989 Italia Caf¢ torrado 0,2-15 pg/kg 58% MICO et al.,
contaminadas  (MORELLO et al.,
2007)
1995 Café verde <5,0 ug’kg 25/13 STUDER-ROHR et
—_— al., 1995
Bebida 0,4a7.8 ug/kg 40/18
1998 Brasil Caf¢ torrado 0,98-5,87 ng/kg 47/41 PRADO et al.,
MG) (FAO, 1999)
1999 Brasil Café verde 7,1 ng/kg 132/27 BRASIL, 2000
2000 Brasil Cafe > 5,0 ug/kg 135/9 TANIWAKI, 2003
2004 Brasil Café soluvel 0,17 —6,29 ng/kg 82/81 ALMEIDA et al.,
(SP) 2007

Na torrefacdo do café existe uma inconsisténcia de dados na literatura com relacdo a
estabilidade de OTA. Foi verificada a destruicdo da toxina pela torrefacdo de graos de café
fortificados e observadas perdas de 49,0 a 87,0 % e de 90,0 a 100,0 % em amostras artificial
e naturalmente contaminadas, respectivamente. Foi descrito que a bebida preparada com
graos fortificados apresentava residuos de OTA (MICCO et al., 1989). Outros autores
analisaram todas as etapas de processamento, desde a recepcao do café verde até o produto
final, objetivando verificar o comportamento da OTA no processo industrial de fabricagdo
de café soluvel. Foi constatado que a contaminagdo em um lote de café verde por OTA ¢
muito heterogénea, como acontece com outras micotoxinas em outros tipos de graos.
Observou-se também que houve pequena redu¢@o da toxina durante a limpeza do café verde
(retirada de materiais estranhos) e que a maior parte da OTA foi eliminada durante a
torrefacao (84%). Além disso, foi observado que 80 % do residual de OTA no café torrado ¢
transferido para a agua fervente da extragdo e que na fase de evaporagdo do extrato para a
manufatura do café soliivel ha uma perda insignificante da toxina (BLANC et al., 1998). Em
outro estudo, foram analisadas 18 amostras de café arabica, artificialmente contaminadas
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com OTA e submetidas a diferentes binomios de tempo e temperatura. O nivel de destrui¢@o
foi distinto para cada bindmio tempo/temperatura: a 200 °C esteve entre 22 e 48 %; a 210 °C
entre 39 e 65 % e a 220 °C entre 89 e 94 %. Os resultados mostraram que a torrefagdo foi um
procedimento efetivo na destruicdo de OTA somente na temperatura em torno de 220 °C e o
tempo acima de 10 minutos. No entanto, este bindmio pode comprometer as caracteristicas
sensoriais do café.

2.3.3 Teor de umidade

O alto teor de umidade ¢ um fator que influencia na qualidade do café, pois facilita a
atividade de microorganismos e enzimas, afetando a preservacao do produto e alterando suas
caracteristicas, como aroma e sabor (MORGANO et al., 2008). De acordo com a portaria n°
377, de 26 de abril de 1999 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, o limite maximo
permitido do teor de umidade ¢ de 10,0-13,0 % e 5,0 % para café verde e torrado,
respectivamente (ANVISA, 2009; CLARKE, 1985).

Existem diversos métodos diretos para a determinagcdo do teor de umidade em
alimentos, sdo eles os métodos fisicos, por exemplo, os que determinam a quantidade de
agua pela perda de massa, como ¢ o caso dos métodos de perda por dessecacdo do Instituto
Adolfo Lutz (ZENEBON et al., 2008) mais comumente chamado na literatura de método de
secagem em estufa, e o de secagem em estufa a vaicuo da AOAC (MARTIN, 2005) ou
métodos quimicos, que se baseiam em reagdo especifica da dgua, como exemplo, a titulagido
Karl Fischer (BRUTTEL, 2009). Estes métodos também podem ser utilizados de forma
combinada (ISENGARD, 2001; MORGANO et al., 2008), como € o caso da titulagdo Karl
Fischer Coulométrica combinado a secagem em forno.

Para analises de teor de umidade em alimentos em geral, os métodos de secagem em
estufa ainda sdo os mais utilizados por se tratarem de métodos que utilizam material
comumente encontrado em laboratérios de analises quimicas (FARBER, 1999; ISENGARD,
2001; MORGANQO et al., 2008).

2.4 Metodologias

Muitos métodos tém sido desenvolvidos para determinagdo de ocratoxina A em
diferentes alimentos. Para a matriz café, utilizam-se técnicas como Ensaios
Imunoenzimaticos (ELISA), Cromatografia em Camada Delgada, Cromatografia Gasosa
com Deteccao por Espectrometria de Massas ¢ de Cromatografia Liquida com Detector de
Fluorescéncia.

Fujji et al. (2002), elaborou uma revisdo sobre ocratoxina A em café na qual
descreveu diversas metodologias analiticas para deteccdo dessa micotoxina. Dentre elas
podemos destacar as técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), a
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e diferentes
modalidades de ensaio imunuoenzimatico com énfase em cromatografia de imunoafinidade.
Para a extracdo da OTA comumente sao utilizados solventes organicos puros ou combinados
com solugdes de bicarbonato de sdédio ou outros sais nos quais a extragdo ocorre através de
uma mistura de metanol e solugdo de bicarbonato de sodio. O extrato diluido com tampao
fosfato ¢ aplicado em coluna de imunoafinidade e em seguida a coluna ¢ lavada com agua
finalizando com a eluicdo da OTA com metanol. O eluato ¢ injetado em cromatografo
liquido de alta eficiéncia com deteccdo por fluorescéncia e utilizagdo de coluna analitica de
fase reversa Cjg. Estudos recentes tém otimizado técnicas de clean up por extragdo em fase
solida para analise de ocratoxina no café torrado por CLAE, reduzindo a presenca de
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possiveis interferentes e melhorando a resolucdo dos picos obtidos de OTA (SIBANDA et
al., 2002).

Para extracdo da amostra de café torrado ¢ utilizada a extracdo liquido-liquido com
agua, solventes organicos, mistura de sais e acidos, seguida de clean up com cartuchos
recheados por fase solida (EFS), no qual sdo utilizados principalmente as colunas de
imunoafinidade. Devido a complexidade da matriz café, faz-se necessario um clean up
adequado do extrato a fim de remover as substancias interferentes como os lipideos, que
podem prejudicar a extracdo da substincia de interesse (SFORZA et al., 2006; ABIC, 2010,
FUJIl et al., 2007; EC, 2005; VARGAS et al., 2005).

A CLAE foi introduzida por Cantafora et al. (1983) para separar e quantificar OTA
no café verde, utilizando uma extragdo com bicarbonato de s6dio e metanol, seguida de
etapa desengordurante, particdo e passagem por coluna de celite, tendo sido empregada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia, cujo limite de
detecgdo foi de aproximadamente 0,2 pg /kg (TANIWAKI et al., 2003).

Terada et al. (1986) 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 particdo e eluicdo por coluna de fase reversa (octadecilsilano) ¢ CLAE com
deteccao de fluorescéncia, cujo limite de detecgdo foi de aproximadamente de 2 pg /kg para
graos de café, 5 ng/kg para café instantaneo e 0,2 ng/kg para café coado (BULLERMAN,
2003; TANIWAKI et al., 2003).

Estudos realizados utilizando a CLAE demonstraram que esta técnica ¢ sensivel,
apresentando alto poder de separacdo e cuja eficiéncia depende da etapa de pré-limpeza e do
tipo de detector utilizado. Apesar desta técnica quando acoplada ao detector de fluorescéncia
ser sensivel, esta pode apresentar problemas analiticos como a coelui¢do dos analitos com
interferentes e também deslocamento do tempo de retengdo, que pode gerar resultados
erroneos. Entretanto, estes problemas podem ser solucionados com ajuste cromatografico
adequado (TANIWAKI et al., 2003).

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. Esta técnica ¢ a mais utilizada, devido a
fluorescéncia natural da ocratoxina A (VARGAS et al., 2005; VEGA et al., 2006).

O método utilizado para andlise de OTA em café verde pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e do Abastecimento (BRASIL, MAPA., 2000), baseia-se na extracdo
com solventes organicos, purificacdo da toxina com coluna de imunoafinidade e a deteccdo e
quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia. No
entanto, a crescente demanda para a deteccdo e a quantificagdo da OTA em alimentos, em
especial no café, devido as barreiras técnicas nos quais este produto vem sendo submetido,
requer a utilizacdo de técnicas analiticas cada vez mais sensiveis e seletivas a fim de evitar
um resultado falso-positivo durante as analises. Desta forma, a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas ¢ a técnica que combina a alta capacidade de separagao
com elevada seletividade e sensibilidade.

2.4.1 CLAE

A cromatografia é caracterizada por ser uma técnica de separagdo utilizando uma
fase estacionaria e uma fase movel, que dependendo da natureza de cada uma dessas podem
ser classificadas diferentemente.

Dentre as mais variadas modalidades de cromatografia, é necessario escolher a que
melhor atende as necessidades do método analitico pretendido. Nesse trabalho, a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ¢ a que melhor preenche os requisitos
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para a andlise de ocratoxina, apresentando os resultados mais satisfatorios, devido as
caracteristicas fisico-quimicas dessas substancias (INDEX MERCK, 1996).

A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de deteccao, tratando-se
de umas das técnicas analiticas de melhor desempenho (CHIARADIA; COLLINS;
JARDIM, 2008).

Existem muitos tipos de detectores disponiveis, tais como, detector por absorvancia
na regido do visivel, por fluorescéncia, por indice de refragdo, eletroquimico e por
espectrometria de massas (EM). A utilizagdo deste Gltimo caracteriza o sistema CLAE-EM,
no qual sua complexidade e peculiaridade serdo mencionadas adiante.

2.4.2 CLAE-DAD

A CLAE-DAD ¢ uma técnica analitica importante para analises qualitativas e
quantitativas. Na industria farmacéutica tem sido muito empregada na determinagdo de
pureza, usando também a deteccdo por espectrometria de massas. O principal objetivo da
analise de pureza por cromatografia ¢ separar todas as possiveis impurezas do componente
principal e, se possivel, identifica-las (WIBERG et al., 2004).

Nenhum sistema de detec¢do, normalmente associado a cromatografia liquida, tem se
demonstrado apropriado para a determinagdo de pureza, por ndo possuir fator de resposta
equivalente para todos os materiais organicos, com sensibilidade adequada. No caso
especifico da CLAE-DAD, outra questdo ¢ que nem todos os compostos organicos absorvem
na regido visivel no ultravioleta. Além disso, a intensidade de resposta ¢ muito sensivel a
pequenas variagdes na estrutura das moléculas, o que dificulta a quantificagdo das
impurezas, a menos que se conhecam todas elas e seus respectivos fatores de resposta
(NIST, 2004).

2.4.3 CLAE-EM

O acoplamento de um cromatografo liquido com o detector espectrdmetro de massas
(CLAE-EM) combina as vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de
separacdo) com as vantagens da espectrometria de massas (obten¢do de informacao
estrutural ¢ aumento da seletividade). A espectrometria de massas utiliza o0 movimento de
fons em campos elétricos, magnéticos ou de freqiiéncia para classifica-los de acordo com sua
razdo massa / carga (m/z) (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; NIESSEN; TINKEN,
1995).

A EM oferece informacao qualitativa e quantitativa sobre a composi¢ao molecular de
materiais organicos, permite caracterizar inequivocamente uma determinada substancia,
sendo capaz de detectar fragmentos do analito € uma vez conhecendo-se as partes, pode-se
chegar a molécula como um todo através do estudo da fragmentacdo especifica da
substancia, levando a elucidagdo estrutural da mesma, minimizando o risco de falso positivo
(NIESSEN; TINKEN, 1995; DE GRANDE; AQUINO NETO, 1990).

A técnica de espectrometria de massas consiste basicamente de 5 etapas: introdugao
de amostra, fonte de ions, analisador de massas, detector e processamento de dados. A
amostra € introduzida no sistema diretamente, através de bomba infusora ou indiretamente
apos ter passado por um sistema de separagdo, como cromatdgrafo gasoso ou liquido. A
ionizagdo ocorre na fonte de ions e dentre elas as mais comumente utilizadas sdo Impacto de
Elétrons (IE) e Ionizagdo Quimica (IQ), para Cromatografia Gasosa; ¢ lonizacdo por
Eletronebulizacdo (IEN) e Ionizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica (IQPA) para
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Cromatografia Liquida. A técnica IQPA para analise de ocratoxina A demonstrou menor
sensibilidade, quando comparada com a técnica de IEN (BECKER et al., 1998).

Os ions resultantes sdo selecionados e analisados nos analisadores de massa, que
atualmente podem ser o duplo foco, tempo de voo, captura de ions e quadrupolo (Q). Este
ultimo € o mais utilizado pelo seu alto poder de aplicacdo. A resposta obtida por cada ion
ocorre através da multiplicagdo do sinal dos elétrons no detector (DE GRANDE; AQUINO
NETO, 1990).

A Figura 4 apresenta o resumo esquematico de um espectrémetro de massas (EM).

Introducao Fonte de
de amostra fons

Analisador Detector
de Massas >

Processamento
de Dados

Sob Vécuo

Figura 4. Esquema basico de espectrometro de massas.

Ha disponiveis comercialmente varios tipos de espectrometros de massas e,
dependendo da natureza do que se deseja analisar, pode-se escolher o mais adequado. Os
espectrometros de massas podem ser acoplados (EM-EM, espectrometria de massas em
linha), gerando sistemas ainda mais sensiveis, como, por exemplo, o CLAE-EM/EM.

2.4.4 CLAE-EM/EM

A CLAE-EM/EM ¢ um sistema no qual ha dois estagios de separacdo de massas. No
caso do analisador triplo quadrupolo, existem trés quadrupolos colocados em seqiiéncia,
onde o primeiro (Q1) é um analisador no qual seleciona um ou mais ions de interesse
(precursores), o segundo (Q2) ¢ uma camara de colisdo em que ocorre a fragmentagdo (nova
formagdo de ions) e o terceiro (Q3) também ¢ um analisador de ions, onde ocorre a selegao
de ions (ions produtos). Neste sistema, a amostra ¢ introduzida na fonte i6nica ou sonda
(probe) e os ions resultantes sdao selecionados no primeiro analisador de massas (Q1). Os
ions correspondentes a massa especificamente selecionada (ions precursores) sdo entdo
fragmentados através da colisdo com gas inerte (Q2), resultando em ions produtos, os quais
sdo detectados separadamente (Q3). Os dois estagios de separagdo de massas (EM-EM)
resultam em uma maior seletividade, sensibilidade e precisao da analise do que se poderia
obter com apenas um estagio. A sensibilidade ¢ maior porque se obtém maior razao
sinal/ruido, ja que o primeiro estagio de separagdo de massas filtra o ruido quimico (sinal
medido no espectro de massas devido a geracdo de ions de outros componentes da amostra
ou do sistema de separagdo) (DE GRANDE; AQUINO NETO, 1990).

O acoplamento da técnica de Cromatografia Liquida a dois ou mais analisadores de
massas em série (CLAE-EM/EM) ¢ considerada uma das técnicas de maior impacto e
aplicacdo das ultimas décadas para andlise de misturas complexas, uma vez que combina
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alta resolug@o na separacdo cromatografica com sensibilidade e especificidade (BECKER et
al., 1998; DE GRANDE; AQUINO NETO, 1990; ZOLLNER; MAYER-HELM, 2006).

Existem diversas formas de se trabalhar com o detector EM/EM, como, por exemplo,
utilizando varredura total de ions (Full Scan), monitoramento seletivo de ions (MSI) e
monitoramento seletivo de reacdo (MSR). A maior seletividade esta relacionada com o
modo MSR, que permite o monitoramento de transi¢des especificas para cada estrutura
molecular servindo para identificacdo inequivoca da substancia de interesse.

O tipo de ionizacdo por eletronebulizacdo (IEN) é um método de ionizagdo leve,
obtendo pouca fragmentacdo e ion pseudo-molecular intacto, podendo ser aplicado a
compostos polares. A ocratoxina A ¢ uma molécula termicamente instavel, de polaridade
meédia e de facil ionizagdo. Desta forma, o modo de ionizagdo IEN foi utilizado para
obtencdo de resultados que concordem com a detec¢do de CLAE-FLD em matrizes
complexas, método ja estabelecido na literatura para determinacgdo de ocratoxina A.

Analises quantitativas por CLAE-EM 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 se faz necessaria
principalmente em se tratando de matrizes complexas como o café, produto alvo de barreiras
técnicas cada vez mais exigentes. Esta técnica também proporciona a superagao do problema
relacionado a coelui¢do de possiveis picos interferentes encontrados com o uso de outros
detectores como o de fluorescéncia, ocorrendo determinagdo inequivoca com elucidagéo
estrutural do mensurando alvo, descartando os falsos positivos como ja mencionado
anteriormente (ALMEIDA et al., 2007; BECKER et al., 1998).

Desta forma, métodos analiticos para determinagcdo de micotoxinas devem ser
validados para serem utilizados no monitoramento e estudos de avaliacdo de riscos. No
entanto, para OTA no café verde e torrado sdo inexistentes métodos validados utilizando a
técnica CLAE-EM/EM. Além disto, ha pouca informacao na literatura atrelada a validacao
do métodos utilizando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detecgdo
por Fluorescéncia. Desta forma, ha necessidade da obtengdo de métodos validados para
determinagd@o de ocratoxina A no café (BATISTA et al., 2001).

2.5 A Metrologia Quimica

A metrologia quimica ¢ um tema complexo, abrangente, estratégico e imprescindivel
em diversas areas, tais como farmacé€utica, petroquimica ¢ na area de alimentos, pois além
das implicagdes econdmicas naturais, um erro analitico pode gerar problemas graves e
muitas vezes irremediaveis. Como exemplo, a quantificacdo equivocada de substancias
toxicas em um alimento, pode levar ao comprometimento da eficicia no controle de
barreiras técnicas, favorecendo a disseminagdo de alimentos que nao sejam seguros ao
consumidor (FROTA, 1998).
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Etimologicamente, a palavra Metrologia vem do grego metro (medida) e logos
(tratado), e € definida como a ci€ncia da medigdo e suas aplicagdes, abrangendo todos os
aspectos tedricos e praticos relativos as medicdes, qualquer que seja a incerteza, em
quaisquer campos da ciéncia e da tecnologia e tem como foco principal prover
confiabilidade, credibilidade e uniformidade aos resultados das medigdes (INMETRO, VIM,
2008). Como as medicdes estdo presentes, direta ou indiretamente, em praticamente todos os
processos de tomada de decisdo, a abrangéncia da metrologia ¢ imensa, envolvendo a
industria, o comércio, a saide e 0 meio ambiente, entre outras.

A relevancia da metrologia na confiabilidade e exatiddo dos resultados gerados ¢
incontestavel para as medi¢cdes em quimica, fisica ou fisico-quimica e devem ser rastreaveis
ao Sistema Internacional de Unidades (SI). Este sistema ainda ¢ pouco utilizado no dia-a-
dia dos laboratorios. Os laboratérios normalmente expressam os resultados das analises
quimicas em unidades de concentracdo como ppm, g/L, % e etc., o que dificulta muitas
vezes a rastreabilidade direta ao mol (FROTA, 1999).

Os padrdes nacionais e internacionais sdo mantidos em Institutos Nacionais de
Metrologia (INM), que estdo no topo da hierarquia metroloégica em um determinado pais e
sd0 os responsaveis por disseminar as unidades de medida aos usudrios, sejam estes
instituigdes de pesquisa, 6rgdos governamentais, laboratorios ou industrias. Se o INM tiver
condicdes de realizar ou reproduzir a unidade SI para uma determinada grandeza, o padrdo
nacional sera idéntico ao padrdo primdrio que realiza a unidade. Se o INM nio tiver essa
condicdo, ele precisa garantir que as suas medicdes sejam rastreaveis ao padrdo primario,
calibrando seus padroes de referéncia em um INM de outro pais, que mantenha o padrao
primério dessa grandeza (DIAS, 1998).

A rastreabilidade significa que hd uma cadeia continua de comparagdes e/ou
calibragoes ligando os resultados de medicdo a padrdes nacionais ou internacionais
conhecendo a incerteza de medicdo que deva ser avaliada devendo ser estabelecida a um
ponto comum de referéncia claramente identificado, o qual pode ser um método
estabelecido, um material de referéncia ou unidade de medicdo. Ser rastreavel em quimica é
realizar o mol como isto é impossivel uma vez que por defini¢do o mol é a quantidade de
matéria de um sistema que contém tantas entidades elementares quantos sdo os atomos
contidos em 0,012 quilograma de carbono 12, a unidade de medida que mais se aproxima da
area quimica ¢ o kg (FROTA, 1998).

2.5.1 Historico

A necessidade de padronizacdo das medidas levou a criagdo do BIPM, Bureau
International des Poids et Mesures, em 1875. O BIPM, situado em Paris, Franca, esta
vinculado exclusivamente ao Comité Internacional de Pesos e Medidas (CIPM) o qual, por
sua vez, responde a Conferéncia Geral de Pesos ¢ Medidas (CGPM) que em 1960, adotou o
Sistema Internacional de Unidades (SI). Levando em conta as vantagens da ado¢do de um
sistema pratico e unico, a ser adotado mundialmente nas relagdes internacionais, no ensino e
no trabalho cientifico, a CGPM decidiu basear o SI em sete unidades de grandeza
perfeitamente definidas, consideradas como independentes sob o ponto de vista dimensional,
denominadas unidades de base: comprimento (metro), massa (quilograma), tempo
(segundo), temperatura termodindmica (Kelvin), intensidade luminosa (candela), corrente
elétrica (ampere) e quantidade de matéria (mol) (FROTA, 1999).

A expansdo das necessidades de padronizacdo que se seguiram as do comprimento e
massa, levou a diversificacdo das atividades do BIPM e sua complexidade levou a criagdo de
varios comités consultivos, dentre eles o Comité Consultivo para a Quantidade da Matéria
(CCQM) em 1993 (FROTA, 1999).
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No Brasil, em 1961, foi criado o Instituto Nacional de Pesos ¢ Medidas, que
implantou a Rede Brasileira de Metrologia Legal e Qualidade, os atuais Institutos de Pesos e
Medidas (IPEM), e instituiu o Sistema Internacional de Unidades (SI) em todo o territorio
nacional. Logo, verificou-se que isso ndo era o bastante. Era necessario acompanhar o
mundo na sua corrida tecnologica, no aperfeicoamento, na exatiddo e, principalmente, no
atendimento as exigéncias do consumidor (DIAS, 1998).

Em 1973, iniciava-se o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial (Inmetro), que no dmbito de sua ampla missdo institucional, objetiva fortalecer as
empresas nacionais, aumentando a sua produtividade por meio da ado¢do de mecanismos
destinados a melhoria da qualidade de produtos e servicos (DIAS, 1998).

A Metrologia Cientifica e Industrial ¢ uma das principais unidades do Instituto
Nacional de Normalizacdo e Qualidade Industrial (Inmetro), criado pela lei n.° 5966 de
11/12/1973, que instituiu o Sistema Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial (Sinmetro), definindo como seu o6rgdo maximo o Conselho Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (Conmetro). Este é um colegiado
interministerial do qual participam oito Ministros, o Presidente da Confederacdo Nacional da
Industria (CNI), o Presidente da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e o
Presidente do Instituto de Defesa do Consumidor (IDEC) sendo secretariado pelo
INMETRO (DIAS, 1998; FROTA, 1998).

Reconhecendo a importancia estratégica para a competitividade dos produtos e
servicos brasileiros da area de quimica, o Inmetro criou em junho de 2000 a Divisdo de
Metrologia Quimica (DQUIM), que atua nos campos da Eletroquimica, Quimica Organica,
Quimica Inorganica, Gases e¢ Motores. Na busca continua do aperfeigoamento e
desenvolvimento de suas atividades, a DQUIM firmou convénios e parcerias com orgdos de
fomento, universidades, centros de pesquisa, redes metrologicas e Institutos Nacionais de
Metrologia de diversos paises, visando ao apoio financeiro e o intercdmbio técnico-
cientifico.

Dentre as diversas atividades da Dquim destacam-se: a implantagdo de métodos
primarios de medi¢ao (gravimetria, coulometria, titulometria, espectrometria de massas com
dilui¢do isotopica (EMDI), calorimetria diferencial exploratéria (DSC), depressdo do ponto
de congelamento (freezing-point depression), medi¢ao de pH), o desenvolvimento, produgdo
e certificacdo de Materiais de Referéncia (MR), a participagdo em comparagdes
internacionais, a organizagdo de Ensaios de Proficiéncia (EP) e a dissemina¢do da cultura
metrologica no Pais. Os Métodos Primarios de Medicdo (MPM) sdo “métodos que possuem
as mais altas qualidades metroldgicas para o qual uma declaracdo completa de incerteza
pode ser realizada em termos de unidades SI e cujos resultados sdo, portanto, aceitos sem
referéncia a um padrao ou grandeza sob medi¢ao, de acordo com o Comité Consultivo para a
Quantidade de Matéria (CCQM)”. Como ha poucos métodos primdarios disponiveis entdo
sdo utilizados Materiais de Referéncia Certificados (MRC) (ISO GUIDE 35, 2006).

E fundamental que o mundo cientifico disponha de meios e critérios objetivos para
demonstrar que as medicdes realizadas conduzem a resultados confidveis e adequados a
qualidade pretendida. Ao empregar métodos de medigdo preconizados por organismos de
normalizagdo, organizagdes reconhecidas na sua area de atuagdo ou publicados em livros
e/ou periddicos de grande credibilidade na comunidade cientifica, necessita-se demonstrar
que se tem condi¢des de operar de maneira adequada estes métodos normalizados, dentro
das condicdes especificas existentes nas suas instalagdes antes de implanta-los. Somando-se
a isto, devem-se ter procedimentos de controle de qualidade para monitorar a validade dos
ensaios realizados. Os dados resultantes devem ser registrados de forma que tendéncias
sejam detectaveis e, quando praticavel, devem ser aplicadas técnicas estatisticas para a
analise critica dos resultados. Esta monitorizac¢do deve ser planejada e analisada criticamente
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e este € o conceito que prevalece na norma ABNT, NBR ISO/IEC 17025, requisitos gerais
para competéncia de laboratdrios de ensaio e calibragao.

Sempre que um profissional recebe uma amostra para ser analisada, ¢ fundamental
que ele questione, saiba e reflita sobre o trabalho de medi¢@o: o que se pretende medir, o
porqué desta necessidade e qual a melhor maneira de realizar esta medicdo. Ele deve
verificar se para esta medi¢do existem materiais de referéncia certificados adequados, como
atribuir o valor da incerteza desta andlise e qual a rastreabilidade para todas as etapas do
processo (desde a amostragem até o resultado final). Iniciar uma andlise com o processo
analitico bem definido ¢ fundamental, porque muitas vezes pela falta de uma avaliagdo
adequada do processo de medi¢ao a ser realizado, ha a necessidade de repeti¢do na analise, o
que significa aumento de custos e desperdicio de tempo (DIAS, 1998).

E importante que os resultados das medi¢des gerados sejam bases para decisdes e
acordos comerciais. Para se ter confiabilidade, um dos mais importantes pré-requisitos é o
conhecimento da incerteza de medicdo, a qual ¢ baseada na rastreabilidade a referéncias
conhecidas, como materiais de referéncia certificados ou a métodos de alto valor
metrologico ou, outras, relacionadas ao Sistema Internacional de Unidades — SI (SILVA,
1997).

O objetivo de uma medigdo ¢ determinar o valor do mensurando, isto é, o valor da
grandeza especifica a ser medida. Uma medi¢do comecga, portanto, com especificagdo
apropriada do mensurando, do método de medicdo e do procedimento de medigdo. Em
muitos casos nas analises quimicas, o mensurando sera a concentragdo de um analito. Em
geral, o resultado de uma medigdo ¢ somente uma aproximagao ou estimativa do valor do
mensurando e, assim, s6 ¢ completa quando acompanhada pela declaragdo da incerteza
dessas estimativas (FROTA, 1998).

Quando se relata o resultado de medicdo de uma grandeza, é obrigatorio que seja
dada alguma indicacdo quantitativa da qualidade do resultado, de forma tal que aqueles que
o utilizam possam avaliar sua confiabilidade. Sem essa indica¢ao, resultados de medi¢ao néo
podem ser comparados, seja entre eles mesmos ou com valores de referéncia fornecidos em
uma numa especificagio ou em uma norma. E, portanto, necessirio que haja um
procedimento prontamente implementado, facilmente compreendido e de aceitagdo geral
para caracterizar a qualidade de um resultado de uma medicdo, isto é, para avaliar e
expressar sua incerteza (AUGUSTO, 2007).

Considerando que a missdo do Inmetro, no ambito da Divisdo de Metrologia
Quimica ¢ assegurar a confiabilidade metroldgica e prover a rastreabilidade ao Sistema
Internacional de Unidades das medigdes quimicas realizadas no Brasil, o desenvolvimento e
validagdo de procedimentos de referéncia, a produgcdo de Materiais de Referéncia
Certificados (MRC) e a organizacdo de Ensaios de Proficiéncia (EP), contribuem para a
implantacao da metrologia.

A defasagem tecnologica que o Brasil se encontra em termos de metrologia aplicada
as medigOes quimicas, em relagdo aos Estados Unidos, ¢ de aproximadamente 100 anos. Isto
pode ser evidenciado pelo fato de que o 6rgao metrologico daquele pais, o National Institute
of Standards and Technology (NIST), iniciou a produgdo de materiais de referéncia para
atender o setor industrial no inicio do século XX. Sem sombra de duvidas as normalizagdes
metroldgicas que existem em todos os setores industriais dos Estados Unidos promoveram a
tecnologia, a produtividade ¢ a qualidade dos produtos americanos e a conseqiiéncia direta
foi a conquista do mercado mundial (DIAS, 1998).
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2.5.2. Metrologia Quimica nos alimentos

A crescente necessidade do Brasil de se firmar no mercado internacional como
exportador de alimentos estd provocando mudangas nos conceitos de producdo da classe
empresarial brasileira. Aspectos referentes a qualidade sdo decisivos em um mercado
globalizado e so participardo deste mercado paises que produzirem segundo normas e
especificagdes técnicas rigorosamente determinadas por organismos internacionais.

A qualidade dos alimentos ¢ imprescindivel para a adequada manuteng@o da saude
coletiva, uma vez que fornecem todas as substancias (minerais, vitaminas, proteinas,
lipideos e carboidratos) necessarias para o pleno funcionamento do organismo. Por outro
lado, estes alimentos podem afetar negativamente a saide do individuo se estiverem
fortificados por agentes bioldgicos (bactérias, fungos, protozoarios ou toxinas) ou quimicos
(agrotoxicos, contaminantes ambientais ou medicamentos de uso veterinario).

A fim de garantir a qualidade dos produtos destinados ao consumo, politicas
sanitarias nacionais devem ser estabelecidas visando sempre a obtengdo de alimentos
indcuos, seguros e nutritivos. Em 1999, o Ministério da Satude implantou a Politica Nacional
de Alimentacdo e Nutricdo (PNAN) através da aprovacdo da Portaria n® 710 publicada no
Diario Oficial da Unido (DOU) em 25/11/99 (BRASIL, 1999). A adocdo desta politica foi
importante para ampliar o conceito de seguranga alimentar, pois além de garantir o valor
nutricional dos alimentos, agregou valores quanto a necessidade de uma vigilancia sanitaria
continua e atuante em todo o pais, para garantir efetivamente a qualidade do produto que
chega ao consumidor final.

Dentre as medidas que asseguram os laboratorios na produgcdo de resultados
confiaveis, estdo: o uso de métodos de analiticos validados, o estabelecimento de
procedimentos sistematizados, a participagdo em ensaios de profici€éncia e comparagdes
interlaboratoriais, credenciamento junto aos 6rgdos acreditadores, a producdo de materiais
de referéncia (MR) e o estabelecimento da rastreabilidade aos padrdes nacionais e
internacionais.

Além do ganho em qualidade que a normalizagdo metrologica propicia para o setor
industrial de um pais, devemos ainda considerar o beneficio econémico obtido pela redugdo
do retrabalho e desperdicio na cadeia de produgdo, que atualmente representa 10 % do PIB
dos paises em desenvolvimento como o Brasil (INMETRO, 2010).

O Brasil como produtor e exportador de produtos agroindustriais estd passando por
momentos criticos em sua economia e vive o dilema na producdo e exportagdo de seus
produtos, que tém sido alvo de barreira técnica, devido ao ndo atendimento dos limites
toxicologicos estabelecidos para contaminantes, como a ocratoxina A no café.

Desta forma, a disseminag¢do da cultura metrologica no pais ¢ fundamental para a
obtengdo de produtos e servigos de alta qualidade e confiabilidade, implicando diretamente
na qualidade de vida de todos os cidadaos. A metrologia na area de alimentos se torna uma
area estratégica para o Brasil. HA necessidade de se gerar ferramentas tecnoldgicas que
garantam a qualidade de produtos e processos industriais alimenticios.

2.5.3 Incerteza de medigao

A todo resultado de medicdo deve-se considerar a incerteza de medigdo, pois o valor
medido de um resultado esta relacionado a um nimero infinito de valores dispersos em
relagdo a este resultado. Desta forma, quando uma medi¢ao ¢ realizada, este resultado ¢
somente uma aproximacdo ou estimativa do valor do mensurando. Para que se tenha a
expressdo completa e confidvel que representara o valor de tal mensurando devera incluir a
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incerteza de medigdo, verificando cuidadosamente a contribui¢do quantitativa de cada uma
das fontes estimadas (AUGUSTO, 2007; DE LA CRUZ et al., 2010).

A rastreabilidade ¢ a “propriedade do resultado de uma medi¢do ou de um valor de
um padrdo estar relacionado a referéncias estabelecidas, geralmente a padroes nacionais ou
internacionais, através de uma cadeia continua de comparagdes, todas tendo incertezas
estabelecidas”(INMETRO, VIM, 2008).

Cada passo da cadeia de rastreabilidade deve ser realizado de acordo com
procedimentos documentados e reconhecidos como adequados. Para se ter rastreabilidade
em uma medicao, deve-se definir: o que deve ser medido, o escopo da medicao e a incerteza
requerida (AUGUSTO, 2007).

A incerteza de medi¢do ¢ um pardmetro associado a um resultado de medicao e ¢
definida como a dispersdo dos valores atribuidos a um mensurando (ABNT, INMETRO,
2003). O mensurando ¢ a grandeza que se pretende medir. J4 o termo grandeza ¢ definido
como a propriedade de um fendmeno, de um corpo ou de uma substincia, que se pode
expressar quantitativamente sob a forma de um nimero ¢ de uma referéncia (INMETRO,
VIM, 2008).

O resultado de uma medi¢3o ¢ somente uma aproximacgdo ou estimativa do valor do
mensurando e, assim, s6 ¢ completo quando acompanhado pela declaracdo da incerteza dessa
estimativa. Deste modo, os resultados de medigao s6 podem ser comparados quando ha declaragio
da incerteza associada a este resultado (ABNT, INMETRO, 2003; WILLIAMS, 1996).

O conceito de incerteza de medig@o ¢é relativamente novo na historia da medicdo e
nao deve ser confundido com erro, definido como a diferenca entre um resultado individual
e o valor verdadeiro do mensurando. A incerteza estimada de um procedimento analitico
esta relacionada a uma faixa e ndo deve ser utilizada a fim de corrigir o resultado de uma
medicao (WILLIAM, 1996; EURACHEM, 2000).

O processo de estimativa da incerteza de medicao utilizando o método classico
envolve 4 (quatro) etapas: definicdo do mensurando, identificacdo das fontes de incerteza
(diagrama de Ishikawa), quantificagdo dos componentes de incerteza e calculo da incerteza
padrio combinada (DE OLIVEIRA; DE AGUIAR, 2009., HORWITZ, 1998; HORWITZ,
1999; ABNT, INMETRO, 2003; EURACHEM, 2000).

Definir o mensurando ¢ declarar objetivamente aquilo que se pretende medir,
relacionando-o com as grandezas de entrada (DE LA CRUZ et al.; 2010).

Uma vez identificadas as fontes de incerteza e consideradas as suas contribui¢des
pode-se estimar a incerteza padrdo combinada (u.). A incerteza padrao combinada ¢ a raiz
quadrada da soma quadratica das que sdo os componentes que contribuem para a estimativa
da incerteza de medigao.

A incerteza expandida (U) ¢ obtida quando a incerteza padrao combinada ¢
multiplicada por uma constante &k, denominada fator de abrangéncia e que depende do nivel
de confianca e dos graus de liberdade, sendo o resultado de medi¢do expresso por y £ U,
onde o y corresponde ao mensurando. Para o célculo da incerteza expandida ¢ necessario
avaliar a contribuicdo da incerteza encontrada para cada fonte. Se a incerteza de maior
contribuicdo for do tipo B, considera-se um nivel de confianca de 95,0 % e graus de
liberdade infinitos, atribuindo ao fator de abrangéncia (k) o valor igual a 2. No entanto, se¢ a
fonte de incerteza de maior contribui¢ao for do tipo A, o valor de £ deve ser calculado
(HORWITZ, 1998; HORWITZ, 1997; AUGUSTO, 2007).

Os componentes da incerteza podem ser classificados em Tipo A, quando a avaliagdo
¢ realizada pela andlise estatistica de uma série de observacdes da grandeza medida
(medigdes) e do Tipo B, quando se assume que cada grandeza de entrada tem uma
distribuigdo e um intervalo de dispersdo. Essas distribui¢cdes podem ser uniforme, retangular,
triangular e normal (AUGUSTO, 2007).
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Estimar a incerteza de medigdo para os resultados de analises quimicas ¢
extremamente complexo, uma vez que a medi¢do quimica geralmente depende de uma
combinagdo de medigdes fisicas, da separagdo quimica do composto de interesse ¢ da
selegdo apropriada da por¢do do material retirada para medigdo (amostragem) (MARCO et
al., 2007).

Nao existem na literatura estimativa de incerteza de medicdo para a analise
cromatografica onde o mensurando ¢ a ocratoxina A na matriz café. Desta forma, descrever
este procedimento contribuira substancialmente ndo apenas para a analise de ocratoxina A
no café verde e café torrado como para a area de alimentos como um todo.

3 MATERIAL E METODOS

Os materiais utilizados foram garrafa de vidro Schott de 250 mL, proveta de 100,
250, e 500 mL, frascos de 10 mL com tampa de teflon, baldo volumétrico de 5, 10, 100 mL,
500 mL, 1000 mL, 2000 mL, funil, seringa de plastico de 5 mL e 60 mL, ponteira de 100 —
1000 pL, pipeta graduada de 5 mL, tudo de ensaio de 10 mL, vial &mbar de 2 mL, pipeta
pasteur, frascos ambar de 50 mL, filtro Qualitativo para filtragem rapida JP41, faixa preta,
Quantity, 15 cm, filtro de fibra de vidro GF 50-A, 47 mm, 1um, filtro em éster de celulose
0,45 pm de poro, 47 mm de didmetro, dessecador, bandejas para descontaminagdo de
material, espatula, luvas de nitrila ¢ de latex descartavel, 6culos de protecdo, coluna de
imunoafinidade Ochratest (Vicam Ltda), crondmetro, papel aluminio.

3.1 Amostras

As amostras de café verde em graos foram colhidas através da técnica de derrica e
classificadas como sendo da espécie Arabica, bebida dura, variedade Mundo Novo e Catuai
obtidas do Leste de Minas Gerais, no municipio de Sdo Domingos das Dores a 80 km de
Caratinga

3.1.1 Torrefagdo e moagem

As torrefagdes foram realizadas em torrador elétrico (Cael Ltda), no Laboratoério de
Bioquimica Nutricional de Alimento (IQ-UFRJ). As condi¢des estabelecidas foram a
temperatura de 280 °C por 35 minutos para a obteng@o do ponto de torra convencional mais
(médio escuro), torrefacdo mais comercializada no pais. Os padrdes de torra na escala
AGTRON foram utilizados para determinagao da cor.

A moagem foi realizada utilizando moinho da marca Leogap, modelo M-50, com
granulometria fina namero 1.

3.2 Solventes e Reagentes

Os solventes e reagentes utilizados foram: bicarbonato de sodio (Tedia Brazil, Brasil,
99,7 %), dihidrogeno fosfato de potassio (Merck, Alemanha, 99,0 %), hidrogeno fosfato
dissodico anidro (Merck, Alemanha, 99,0 %), cloreto de sddio (Spectrum, E.U.A., 99,0 %),
cloreto de potassio (Merck, Alemanha, 99,5 %), dicromato de potassio (Merck, Alemanha,
99,5 %), acido sulfurico (Merck, Alemanha, 97,0 %), metanol grau HPLC (Tedia Brazil,
E.U.A., 99,9 %), acido trifluoroacético grau HPLC (Tedia Brazil, E.U.A., 99,8 %), acetona
grau pesticida (Tedia Brazil, E.U.A., 99,8 %), acido acético glacial (Tedia Brazil , E.U.A.,
99,9 %), tolueno grau HPLC (Tedia Brazil, E.U.A., 99,8 %), benzeno (Merck, Alemanha,
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99,5 %), acetona ACS (Tedia Brazil, E.U.A., 99,8 %), alcool etilico (Quimes, Brasil, 95,0
%), acetonitrila grau HPLC (Tedia Brazil, 99,9 %), acido fosforico (Tédia Brazil, 85,0 %),
hipoclorito de sddio (Invema, Brasil, 12,0 %), extran alcalino (Merck, Alemanha).

Foi utilizado o sistema de purificacdo de agua (Millipore Inc., Paris, Franca, Tipo I),
agua ultra pura com condutividade de 0,056 mSem™.

Para extragdo das amostras de café verde e torrado foram utilizadas solugdo Tampao
Fosfato Salino (PBS) com pH 7 e colunas de imunoafinidade Ochratest WB (Vicam Inc,
Watertown, EUA).

Os padroes utilizados foram: ocratoxina A e ocratoxina B, ambos da Sigma-Aldrich,
St. Louis, E.U.A com pureza de 98,0 % para ambos, conforme estabelecido pelo certificado
do fabricante.

Foi utilizado para calibragdio do CLAE-EM/EM uma solugdo padrio de
polipropilenoglicol (ppg), fornecida pela Varian, Walnut Creek, CA, EUA.

3.3 Equipamentos

v’ Balangas analiticas de resolugdo 0,001 g e 0,00001 g, Modelos XP205
e PR1203 respectivamente, Mettler Toledo.
Blender com duas velocidades, Waring.
Bomba de vacuo, Modelo 0511, GoldSun.
Manifold, Modelo Vac Elut 20, Varian.
Evaporador de amostra (N,), Modelo Reacti-Vap IIT™, Pierce.
Vortex, Modelo AP56, Phoenix.
Ultrassom, Modelo USC 1400, Unique.
Espectrofotometro de Ultravioleta, Modelo UV-1601PC, Shimadzu.
Pipetadores automaticos, volume 100-1000 pL e 20-200 pL,
Transferpette, Brand.

v' Estufa, Modelo 400-3 ND, Nova Etica.

v Densimetro digital, Modelo DE51, Mettler Toledo.

v" Moinho, Modelo M-50, Leogap.

v" Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia acoplado a Espectrometro
de massas em linha (CLAE-EM/EM), modelo 1200L, Varian.

v" Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de
Diodos (CLAE-DAD), modelo LC20AT-SPDM20A, Shimadzu.

v' Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia com Detector de
Fluorescéncia (CLAE-FLD), modelo Waters Alliance 2695/detector 475, Waters.

AN N N N N N

3.4 Solucgodes
A) Fase Movel

Todas as fases moveis foram preparadas em baldo volumétrico calibrado e
homogeneizadas vertendo o baldo tampado de cima para baixo. Para eliminar qualquer
possibilidade de interferentes no sistema, foram filtradas através de membrana e
degaseificada através do sistema de ultra-som.
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B) Bicarbonato de soédio (NaHCO3) - 3,0 % p/v

Pesou-se 15,0 g de bicarbonato de sédio, transferindo quantitativamente com agua
Tipo 1 para baldo volumétrico de 500 mL e completou-se até o menisco. Homogeneizou-se
vertendo o baldo tampado de cima para baixo.

C) Tampao Fosfato Salino (PBS)

Pesou-se 0,20 g de dihidrogénio fosfato de potassio, 1,10 g de hidrogénio fosfato
dissddico anidro, 8,00 g de cloreto de sodio, 0,20 g de cloreto de potassio. Dissolveu-se os
cristais dos sais com agua Tipo 1 e transferiu-se quantitativamente para um baldo de 1000
mL. Completou-se com agua Tipo 1 até o menisco e homogeneizou-se vertendo o baldo
tampado de cima para baixo.

D) Benzeno: acido acético (99:1 v/v)

Em um baldo volumétrico calibrado de 100 mL, mediu-se 99 mL de benzeno,
adicionou-se 1,0 mL de acido acético glacial.

E) Tolueno: Acido acético (99:1 v/v)

Em um baldo volumétrico calibrado de 100 mL, mediu-se 99 mL de tolueno,
adicionou-se 1,0 mL de acido acético glacial.

F) Solugdo padrao

Por se tratar de substancias toxicas e apresentar risco de contaminagdo o preparo
destas solugdes padrdo, ocratoxina A e ocratoxina B foram preparados de uma forma
diferenciada, cuidadosamente em capela sob exaustdo com utilizacdo de Equipamentos de
Protecdo Individual (EPI) como luvas e 6culos de protegdo (TRUCKNESS, 2005).

Ap6s preparo destas solucdes todas as vidrarias e utensilios foram descontaminados
com etanol e acetona, seguido de imersdo em solug@o de hipoclorito de sédio 5,0 % e extran
por 30 minutos cada. Em seguida foram enxagadas com agua tipo 1.

O preparo das solucdes padrdes de ocratoxina A e ocratoxina B estdo descritas a

seguir:
Ocratoxina A

A solugdo padrdo estoque (Solugao 1) e intermediaria (Solugdo 2) de ocratoxina A
foram preparadas em tolueno e acido acético glacial (99:1), de acordo com a concentragao
recomendada pela AOAC (TRUCKNESS, 2005), 200 pg/mL e 40 pg/mL, respectivamente.

Para a solucdo padrdo de trabalho, uma solugdo de concentracdo 100 pg/kg foi
preparada pesando-se um apropriado volume da Solucdo intermediaria (solugdo 2), como
descrito a seguir. Em um frasco de vidro de 4,0 mL, previamente tarado, uma massa de
0,15063 g da Solugdo 2 de OTA foi pesada. Em outro frasco de vidro ambar de 250 mL,
previamente descontado a tara, pesou-se 100,102 g de fase movel. Em seguida,
cuidadosamente, inseriu-se o frasco de 4,0 mL contendo a massa de 0,12063 g da solugdo 2
no interior do frasco &mbar contendo a fase movel, vertendo a garrafa tampada de cima para
baixo obtendo uma solugao final na concentracdo de 99,21554 ng/kg de OTA (Solugao 3).
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Ocratoxina B

Para OTB seguiu-se o0 mesmo procedimento descrito para ocratoxina A na mesma
concentracdo recomendada pela AOAC (TRUCKNESS, 2005), utilizando a mistura de
solvente benzeno: acido acético (99:1).

As solugdes padroes de ocratoxina A e ocratoxina B foram estocadas em freezer a -
18 °C.

G) Acido sulfarico 0,018 N

Transferiu-se 1,0 mL de acido sulfurico P.A para baldo volumétrico de 2000 mL,
contendo um pouco de agua destilada e completou-se o volume até o menisco com agua
Tipo 1, dissolvendo completamente. Homogeneizou-se a solugio.

H) Dicromato de potéssio

Em uma balanga previamente descontada a tara e calibrada pesou-se 78,0 mg de
dicromato de potassio transferindo quantitativamente para baldo volumétrico de 1000 mL.
Dissolveu-se o sal e completou-se com solucdo de acido sulfurico 0,018 N, obtendo-se uma
concentragdo de 0,25 mM (Solugdo 1). Sonicou-se a solugdo de dicromato de potassio por 5
minutos em ultra-som.

Retirou-se uma aliquota de 25 mL da solucdo 0,25 mM de dicromato de potassio
(Solugdo 1), e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL. Dissolveu-se e completou-se
com a solugdo de acido sulfurico 0,018 N, obtendo-se a solu¢do de concentracdo de 0,125
mM (Solugdo 2).

Para a obtencdo da Solucdo 3, retirou-se uma aliquota de 25 mL da solugdo 0,125
mM de dicromato de potassio (Solugdo 2) e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL.
Completou-se com solugdo de acido sulftrico 0,018 N.

As solugdes de dicromato de potassio (0,25 mM, 0,125 mM e 0,0625 mM) em acido
sulfurico 0,018 N foram preparadas para a determinacdo da concentra¢do da solugdo de
OTA e OTB através do equipamento de Espectrofotdmetro na regido de UV.

3.5 Determinagao da Concentragdo Real da Solucdo Padrao de Ocratoxina A e Ocratoxina B

As solugdes de dicromato de potassio (0,25 mM, 0,125 mM e 0,0625 mM) em acido
sulfirico 0,018 N foram utilizadas para a determinagdo do fator de correcdo (FC) do
Espectrofotometro de UV e esse foi empregado no célculo da concentragdo das solugdes
padrao.

Foi realizada a leitura da absorvancia das solu¢des de dicromato de potassio nas trés
concentragdes no comprimento de onda de absor¢do maxima (350 nm), usando a solugao de
acido sulfurico como branco. Calculou-se a absortividade molar especifica (¢) para cada
uma das solugdes usando a equagao a seguir.
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L__ Ax1000 )

- concentragdo(mM)

A = absorvancia medida pelo espectrofotometro
1000 = volume da cubeta (uL)

Para o calculo da concentracdo (mM) considerou-se a massa real pesada de
dicromato e suas respectivas diluigoes.

Ap6s os calculos referentes a absortividade molar especifica (€) , o Fator de correcao
(FC) foi obtido através da determinagdo da média dos valores encontrados para a
absortividade molar das trés solugcdes de dicromato de potassio, conforme féormula abaixo,
onde o numero 3160 ¢ o valor tedrico para a absortividade molar da solugdo de dicromato de
potassio. O critério de aceitacdo do fator de correcdo foi a faixa de 0,95 a 1,05 (AOAC,
2005).

Fe =310 @)
&

Para determinagdo da concentracdo de ocratoxina A e ocratoxina B foram preparadas
solucdes na concentracdo aproximadamente 40 pg/mL, conforme estabelecido pela AOAC
(TRUCKNESS, 2005) e realizada leitura em triplicata no espectrofotdometro de UV.

As concentracdes destas solugdes padrdes foram calculadas através da equagdo:

Concentrag do(ug | mL) = XM 1000 x FC o
&

A = absorvancia média medida no espectrofotometro;
PM =403 (Ocratoxina A) e 369 (Ocratoxina B);

Os coeficientes de absortividade molar (€) e seus res]pectivos comprimentos de onda
monitorados foram 5440 M'cm™ (333 nm) e 6000 M'ecm™ (320 nm) para ocratoxina A e
ocratoxina B, respectivamente.

Todo o material utilizado no preparo de solugdes e extragdo foi devidamente
descontaminado.

Para obtencdo dos resultados da concentracdo das solu¢des padroes em massa/massa
(p/p) foi determinada a massa especifica da mistura de solventes nos quais os padrdes
estavam dissolvidos, utilizando o densimetro digital e corrigindo os valores de massa através
do certificado de calibragdo do equipamento, conforme a equagdo a seguir.

P[:a0+a1+Tl_+a2><P[i (4)

P1 = Massa especifica do liquido corrigida medida na temperatura Ti em g/cm3;
ap = 6,730932E-04;
a; = 3,037804E-05;
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Ti = Temperatura indicada no densimetro digital (20 °C);
ap =1,0000061;
Pli = Massa especifica do liquido indicada no densimetro digital.

Os valores das constantes ag, a; € a, foram fornecidos pelo certificado de calibragdo
do densimetro digital.

A andlise da massa especifica da fase movel selecionada para desenvolvimento de
método foi realizada para posterior calculo referente a concentragao real das solugdes.

3.6 Analise Cromatografica
3.6.1 CLAE-FLD

A separagdo cromatografica ocorreu através da coluna Nucleosil RP 18 Cig (250 mm
x 4,6 mm, 5 pm, Macherey-Nagel, Alemanha) em forno de temperatura a 25 °C com fluxo
de fase movel 0,9 mL/min. O modo de eluicdo estabelecido foi o gradiente, no qual foram
utilizadas trés solugdes de fase mével: acido acético 1 % em agua (A), acido acético 1 % em
acetonitrila (B), acido acético 1 % em metanol (C). A programagdo de fluxo das fases
moveis eluido no modo gradiente: Inicialmente 30 % de A e 70 % C, permanecendo por 5
minutos. Em seguida, o percentual foi de 25 % de A e 75 % C, permanecendo por 1 minuto
e apds este tempo, o percentual das fases variou para 25 % A, 30 % B e 45 % C,
permanecendo por 9 minutos e retornado ao percentual inicial de 30 % A e 70 % C. O
volume de injecdo foi de 20 pL. Os picos de ocratoxina A foram detectados através de
cromatografo liquido acoplado ao detector de fluorescéncia (CLAE-FLD) com excitagdo de
333 nm e emissdo de 460 nm. Estas condi¢des foram obtidas através da metodologia do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2000) implantada pela
Embrapa Agroindustria de Alimentos.

Os extratos foram preparados no Inmetro e injetados simultaneamente no CLAE-
FLD e no CLAE-EM/EM. Os resultados obtidos através das duas técnicas foram avaliados
estatisticamente através da ferramenta estatistica teste F e teste t, através do Software do
Microsoft Excel a fim de se verificar a equivaléncia entre os métodos.

3.6.2 CLAE-EM/EM

As analises foram realizadas utilizando um sistema de cromatografia liquida
acoplado a um analisador triplo quadrupolo (CLAE-EM/EM) modelo 1200L (Varian,
Walnut Creek, CA, EUA).

Para CLAE, foi utilizado um auto injetor ProStar 410, termostato de coluna e duas
bombas ProStar 210 para fase movel. A separagdo cromatografica foi através da coluna
Synergi Hydro Cig (75 mm x 2,0 mm, 4 um, Phenomenex, Torrance, C.A., E.U.A.) com
forno a temperatura de 25 °C. O modo de eluig@o estabelecido foi o isocratico e o volume de
injecdo foi de 50 pL.

A composi¢do da fase movel utilizada foi determinada em funcdo da intensidade do
sinal produzido no espectrometro de massas, do formato do pico cromatografico, do tempo
de retencdo e da separacdo cromatografica das ocratoxinas. A fase movel utilizada no
sistema CLAE-EM/EM consistiu em acido trifluoracético em agua Tipo 1 (0,05 %, Solvente
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A) e acido trifluoracético em metanol (0,05 %, Solvente B) (20: 80) com fluxo de 0,3
mL/min.

O espectrometro de massas foi operado em modo de ionizacdo por eletronebulizacdo
positivo (IEN+) e com Monitoramento Seletivo de Reagdoes (MSR).

Inicialmente, para determinagdo de ocratoxina A, foram otimizadas as condi¢des do
espectrometro de massas, através da infusdo direta de solugdes padrdes individuais (OTA e
OTB) em fase movel na concentracdo de 20 pg/mL utilizando gas argonio (gas de colisdo)
para Monitoramento Seletivo de Reagdes (MSR), no modo positivo utilizando a molécula
protonada [M+H]" m/z 404 para OTA e m/z 370 para OTB.

Foi possivel realizar a otimizacdo do espectrdmetro de massas para a Ocratoxina A e
Ocratoxina B, pois a variacdo de cada pardmetro em separado (temperatura, pressdo e
posicionamento da agulha) com a introdug@o direta de cada substincia individualmente gera
graficos default do equipamento, que indicam o melhor resultado para cada pardmetro em
questdo. A medida que o parametro avaliado atinge o seu melhor resultado, maior
intensidade.E possivel aumentar ou diminuir manualmente a intensidade de cada parametro
e otimiza-lo, a fim de se verificar qual o melhor resultado obtido deste parametro para cada
substancia de interesse. As voltagens também podem ser otimizadas. Desta forma, os
parametros otimizados utilizados para o EM/EM foram: voltagens da agulha de ionizacao
(needle, 5000 V), do escudo (shield, 600 V), do capilar (50 V) e do detector (1600 V),
temperatura e pressdo do gas de secagem (340 °C, 21 psi), da camara da interface (housing,
40 °C), do gas de nebulizacdo (40 psi), agulha 7 mm, posicionamento vertical e horizontal de
6 mm e 3 mm, respectivamente.

A diretiva da Unido Européia 2002/657/EC preconiza para a confirmacdo de
substancias organicas nimero de pontos de identificagdo de acordo com cada técnica
cromatografica de andlise, seus detectores. Desta forma, toda vez que os fragmentos forem
medidos por outra técnica que ndo a varredura total de ions (Full Scan) deve-se utilizar o
sistema de identificacdo para interpretar os resultados obtidos. Para cromatografia liquida
acoplada ao espectrometro de massas em linha CLAE-EM/EM, com 1 (um) ion precursor e
2 (dois) ions produtos ou 2 (dois) ions precursores e 1 (um) ion produto. Cada ion precursor
equivale a 1 (um ponto) enquanto cada ion produto para esta técnica equivale a 1,5 (um
ponto e meio). Desta forma, as combinagdes devem obter no minimo de 4 (quatro) pontos de
identificacao.

Curva de calibracdo

As curvas de calibragdo foram preparadas gravimetricamente na fase movel
(Solugdo) e na matriz, partindo da dilui¢ao gravimétrica da solucdo de trabalho OTA (99,
21554 ng/kg) para obtengao da concentragao desejada para o café verde (3,0; 8,0; 13,0; 18,0
e 23,0 ug/kg) e para o café torrado (3,0; 4,0; 5,0; 6,0 ¢ 7,0 ng/kg), conforme estabelecido na
faixa de trabalho do método proposto, utilizando balanga analitica calibrada.

a) Fase Movel (Solugao)

Em um frasco de vidro de 10 ml, previamente tarado, pesaram-se as massas
estabelecidas da solugdo de trabalho contendo 99, 21554 pg/kg de ocratoxina A para cada
curva de calibragdo para os métodos café verde e torrado, conforme a Tabela 4, e
completou-se com volume de fase moével (massa final de 2,0 g) para obtencdo da
concentragdo alvo para cada ponto, respectivamente. Homogeneizou-se em vortex por 30
segundos.
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Tabela 4. Massa de solucdo padrdo de ocratoxina A (g) para claboragdo das curvas de
calibrag@o na fase movel (Solugdo) para café verde e café torrado.

Massa Solucio Padrao de OTA (g) Concentracio Final (ng/kg)

Curva de Calibracao

Café verde Café torrado
0,06047 0,06047 3,0 pg/kg
0,16127 X 8,0 ug/kg
0,26206 X 13,0 ug/kg
0,36285 X 18,0 png/kg
0,46364 X 23,0 pg/kg
X 0,08063 4,0 ng/kg
X 0,10079 5,0 ng/kg
X 0,12095 6,0 ng/kg
X 0,14111 7,0 ng/kg
b) Matriz

Inicialmente foram realizados testes na matriz, verde e torrado, a fim de se verificar a
existéncia de branco de café, ou seja, uma matriz que ndo apresentasse a substincia de
interesse (OTA). Os cafés brancos foram devidamente fortificados com concentragdes de
interesse para preparo da curva de calibragao.

A curva de calibracdo na matriz foi preparada pesando-se gravimetricamente 25,0 g
da matriz café, verde e torrado em garrafa &mbar de 500 mL, conforme método estabelecido.
Cada ponto da curva foi devidamente fortificado nas respectivas faixas de trabalho para cada
método, descrito na Tabela 5.

Tabela 5. Massa de solucdo padrdo de ocratoxina A (g) para elaboragdo das curvas de
calibracdo em matriz para café verde e café torrado.

Massa de Solucao Padrao de OTA (g) Concentracio Final (ng/kg)

Curva de Calibracao

Café verde Café torrado
0,75593 0,75593 3,0 ng/kg
2,01581 X 8,0 ug/kg
3,27570 X 13,0 ug/kg
4,53558 X 18,0 ug/kg
5,79546 X 23,0 ng/kg
X 1,00791 4,0 pg/kg
X 1,25988 5,0 ng/kg
X 1,51186 6,0 ng/kg
X 1,76384 7,0 ng/kg
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Homogeneizou-se a garrafa tampada, vertendo-a tampada de cima para baixo por 10
segundos. Deixou-se em repouso durante 12 h.

Extracdo de OTA no café verde e no café torrado

Para preparagdo das amostras o procedimento de extragdo foi adaptado e otimizado a
partir de Pittet et al. (1996). Resumidamente, em uma balanca analitica calibrada, pesou-se
25,0 g de café em uma garrafa de vidro Schott ambar de 500 mL e fortificou-se com solugéo
padrdo de trabalho, permaneceu a temperatura ambiente por periodo de 12 h. Decorrido este
tempo, as amostras de café foram transferidas para extrator tipo blender e extraidas com
190,0 g da mistura de metanol e bicarbonato de so6dio 3,00 % (1:1) batendo por 5 minutos
em velocidade baixa. O extrato foi filtrado, sob vacuo, utilizando trés filtros seqiienciados
(papel qualitativo, membrana de fibra de vidro e de celulose (0,45 pm) através de um
sistema de filtragdo de fase movel. Pesou-se 4,60 g do extrato em baldo volumétrico de 100
mL e completou-se com solugdo tampao fosfato salino até o menisco e homogeneizou-se
vertendo o baldo tampado de baixo para cima.

Clean up (Coluna de Imunoafinidade- 1A)

Para a etapa de limpeza (clean up), foi conectado a coluna de imunoafinidade (IA),
em temperatura ambiente (20 °C), no manifold de vidro, sob vacuo. Retirou-se a tampa preta
da TA Ochratest WB e conectou-se a seringa de polipropileno de 60,0 mL na IA. Desta
forma a disposi¢@o final ficou de cima para baixo, a seringa de polipropileno de 60,0 mL
(primeira), logo abaixo a IA, o manifold por Gltimo. Transvazou-se através da coluna de
polipropileno todo o extrato diluido em tampao fosfato salino (conteudo do baldo
volumétrico de 100 mL), ajustando o fluxo de 2,0 - 3,0 mL/min, lentamente, sem deixar
secar a coluna de TA. Em seguida, o baldo volumétrico de 100,0 mL foi rinsado com 10,0
mL de agua Tipo 1 e eluiu este conteudo pela IA. Secou-se a coluna aplicando vacuo
durante 30 segundos. Foi colocada dentro do manifold uma estante com tubos de ensaio para
a realizacdo da coleta do extrato. A OTA foi eluida com 4,0 mL de metanol em tubo de
ensaio de 10,0 mL, procedendo da seguinte forma: inicialmente colocou-se 2,0 mL de
metanol pela IA, deixou eluir uma gota e aguardou-se 3 minutos. Apds esse tempo o émbolo
da seringa foi puxado permitindo desta forma que o solvente permeasse varias vezes o
adsorvente liberando o analito de interesse, este processo denomina-se flush up. Passou-se
os 2,0 mL restantes de metanol. O eluido foi evaporado a secura sob nitrogénio (N,) a 37 °C
em banho-maria. Foi reconstituido com 1,0 g de fase mdvel € homogeneizado em vortex por
30 segundos. O volume de injecdo no CLAE-EM/EM foi de 50 uL.

A quantificagao foi realizada por padronizagdo externa.

O Anexo A apresenta um fluxograma resumido da extracdo utilizada para a analise
de OTA no café verde e torrado.

3.7 Validagao do Método

O primeiro passo para a obtengdo de resultados analiticos confidveis ¢ a validacdo do
método analitico escolhido. A validacdo de um método estabelece, através de estudos
sistematicos de laboratorio, que o método ¢ adequado a finalidade, isto é, suas caracteristicas
de desempenho sdo capazes de produzir resultados que correspondam as necessidades de um
determinado procedimento analitico (VALENTE SOARES, 2001).
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A validagdo de um método € a confirmagdo por exame e fornecimento de evidencia
objetiva de que os requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos,
conforme exigéncias previstas (ABNT NBR ISO/IEC 17025/2005).

Os métodos desenvolvidos para determinagdo de ocratoxina A em café¢ verde e
torrado seguiram as orientagdes sobre Validacdo do Método analitico de documentaciao do
Inmetro (DOC CGCRE-008/2010) e a Diretiva da Comunidade Européia (EC 657/2002). Os
parametros foram avaliados também através dos critérios estabelecidos pelo Codex
Alimentarius, 2007.

Os parametros de validagdo avaliados foram: Seletividade, Linearidade, Limite de
Deteccao e de Quantificacdo e Exatidao.

Primeiramente, os resultados foram submetidos a verificacdo de valores aberrantes
(outliers) através do teste de Grubbs utilizando a equagdo descrita a seguir.

G tatr = (C))

x; = valor suspeito de ser aberrante;
x = média aritmética de todos os valores obtidos;
s = desvio-padrao.

Se o valor de Geatculado > Grabelado» diZ-se que o valor suspeito € aberrante ¢ 0 mesmo
pode ser descartado.

3.7.1 Seletividade

A seletividade e especificidade de um método analitico estdo relacionadas com a
capacidade de deteccdo do analito frente a outras possiveis substancias presentes naquela
matriz.

A seletividade de um método avalia o quanto o método ¢ indiferente a presenga na
amostra de espécie que possa interferir na determinagdo do analito. A matriz pode conter
componentes que interfiram no desempenho da medi¢do pelo detector selecionado,
aumentando ou reduzindo o sinal.

Avalia 0 método ¢ capaz de distinguir a resposta do analito a ser medido de outros
componentes da amostra (confirmagdo da identidade), que pode variar de acordo com a
classe de compostos ou matriz.

A especificidade esta relacionada a métodos que produzem resposta para apenas um
analito em um determinado tempo de retengao.

Efeito de Matriz

Para verificacdo do efeito de matriz, que pode prejudicar a quantificacdo do analito
alvo em matrizes complexas, prepararam-se duas curvas de calibragao com 5 (cinco) niveis
de concentragdo cada, espagadas igualmente, uma em matriz ¢ outra em fase movel
(solugdo), ambas fortificadas na faixa de trabalho de cada método proposto, conforme
descrito anteriormente. Este procedimento foi realizado para as matrizes de café¢ verde e
torrado e as injegdes foram realizadas em triplicata.

Construiram-se as curvas obtendo a equacao da reta por regressdo linear sem forgar
sua passagem pela origem, usando o método dos minimos quadrados.
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Pela existéncia de matriz isenta de analito (ocratoxina A) a avaliagdo do efeito
matriz, foi realizada através do teste F e teste t, considerando o intervalo de confianca de
95,0 %.

Confirmacdo da Identidade

A presenca de picos interferentes na identificacdo e quantificagdo de ocratoxina A foi
verificada analisando amostras de branco de café verde e torrado, bem como amostras
contaminadas com o analito a ser medido nestas matrizes, respectivamente (Rogastsky e
Stein, 2005). Comparou-se o tempo de retencao.

3.7.2 Linearidade

Avalia a habilidade do método em produzir resultados que sejam diretamente
proporcionais a concentracdo do analito em uma determinada faixa de trabalho.

Os pontos da curva de calibragdo em matriz, para café¢ verde e torrado, foram
preparados e injetados em triplicata e com os valores obtidos das areas construiu-se a curva
de calibracdo. A linearidade foi obtida através do coeficiente de correlagdo linear (r) para
toda a faixa de trabalho da curva de calibracéo.

O coeficiente de determinagio (r*) é normalmente utilizado para fornecer a idéia
percentual da correlagdo dos pontos com a reta. Quanto mais proximo de 1, melhor a
expressdo do modelo matematico expresso pela equagdo da reta.

A adequag@o da linearidade foi verificada por meio do calculo dos residuos.
Construiu-se o grafico de residuos e avaliou-se a dispersdo dos resultados, que devem ser
aleatorios e sem tendéncias entre os valores medidos e os valores calculados, a partir da
equacdo de regressdo. Realizou-se o teste de Cochran para verificar se a distribuigdo ¢é
homocedastica ou heterocedastica. Este teste compara 0 C pelado COM 0 C caeulado- A €quacao
do C caiculado apresenta-se descrita a seguir.

s max

b ©

C calculado =

2 . A
S” (max.) = maior valor de variancia;
Zsf = somatorio das variancias.

1

Os resultados obtidos foram avaliados da seguinte forma, se o valor de Ceajcutado fOr
menor que 0 de Cipelado, diz-se que as varidncias sao estatisticamente equivalentes (condi¢ao
de homocedasticidade). Neste caso, a curva de calibragdo pode ser determinada através da
regressao linear. Caso seja heterocedastico, varidncias diferentes, utilizar os métodos dos
minimos quadrados ponderados para regressao.

O valor de Cipelado para 5 (cinco) concentragdes e 3 (trés) replicatas com um
intervalo de confianca de 95 % ¢ 0,6838.

A confirmacdo da ocratoxina A foi realizada através da diretiva da Unido Européia
(EC, 2002), que preconiza um numero minimo de quatro pontos de identificagdo para a
técnica de Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas em linha.

A faixa de trabalho é a faixa de concentragdo do analito de interesse, que
compreende a faixa de aplicagdo para a qual o ensaio foi utilizado. A concentragdo estimada
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do analito deve, sempre que possivel, se situar no centro da faixa de trabalho e¢ o limite
inferior deve ser igual ou maior que o limite de quantificagdo do método.

Nao ha limites estabelecidos pela legislagdo brasileira para Ocratoxina A, no café
verde e torrado. Para o café verde, adotou-se a faixa de 3,0 - 23,0 ng/kg. Os pontos da curva
de calibracdo (eqiiidistantes) foram: 3,0; 8,0; 13,0; 18,0 e 23,0 ng/kg. Para o café torrado, os
pontos da curva de calibracdo (eqiiidistantes) foram: 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 pg/kg (nivel 1, 2,
3,4 ¢ 5). Estes limites foram estabelecidos conforme descrito no item intitulado toxicidade e
limites estabelecidos.

3.7.3 Sensibilidade

E um pardmetro que demonstra a variacdo da resposta em fun¢do da concentracio do
analito, sendo expressa pela inclinacdo da reta de regressdo de calibragdo (coeficiente
angular), conforme equagao a seguir:

s (7

S = sensibilidade;
dx = variagao da resposta;
dc = variacdo da concentracao.

3.7.4 Limite de quantificagdo (LQ)/ Limite de detecgao (LD)

O parametro de limite de quantificagdo ¢ a menor concentracao do analito que pode
ser determinada com um nivel aceitavel de exatiddo e precisdo. Enquanto que o limite de
deteccdo ¢ a menor concentracio de analito presente na amostra que pode ser detectada, mas
ndo quantificada nas condi¢des de ensaio.

O LQ foi determinado através da andlise de cafés fortificados partindo do menor
ponto de concentracdo para a respectiva faixa de trabalho de cada método, café verde e café
torrado. A partir de uma matriz fortificada realizou-se sucessivas extragdes com
concentragdes decrescentes até obter um extrato com relagdo sinal ruido igual a 10 (dez),
que foi considerada como LQ. Para confirmagdo do valor, prepararam-se 3 (trés) amostras
de café fortificado com OTA na concentragdo do LQ e calculou-se a relagdo sinal ruido.

O LD foi calculado por meio do LQ de acordo com a férmula a seguir:

_Lo
LD = 13 ®)

3.7.5 Exatidao
A exatidao foi expressa em termo de veracidade e precisdo.
A veracidade ¢ o grau de concordancia entre o valor médio obtido de uma série de

resultados ¢ um valor de referéncia. Quando ndo ha Material de Referéncia Certificado
(MRC) disponivel, aceita-se que a veracidade das medicOes seja realizada através da
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recuperagdo utilizando adi¢do de quantidades conhecidas da substincia a analisar em uma
matriz branco (EC-657/2002).

Prepararam-se 3 (trés) niveis de concentracdes (controles): baixo (entre o primeiro e
segundo ponto da curva), médio (no meio da curva) e alto (entre o penultimo e tltimo ponto
da curva) nas matrizes café verde e torrado. Para o café verde, as concentragdes testadas
foram 5,0; 13,0; 20,0 pg/kg e para o café torrado foram 3,5; 5,0 e 6,5 pug/kg. Cada uma das
solugdes nessas concentracdes foi injetada 5 vezes.

A concentragdo encontrada foi comparada com a concentracdo gravimétrica tedrica e
a recuperacdo estabelecida conforme a equagao descrita abaixo:

Recuperagdo (%) = [%} x 100 )

C| = concentragdo experimental obtida na matriz fortificada
C, = concentragdo experimental obtida na matriz ndo fortificada
C; = concentrac¢do tedrica adicionada a matriz.

Para matrizes isentas do analito a ser determinado, sdo denominadas amostras branco
de analito, no qual C, ¢ igual a zero.

Os limites comumente aceitaveis para o parametro de recuperagdo no nivel de
contaminagdo de 1-10 pg/kg e ao redor de 10 ng/kg sdo na faixa de 70-110% (CODEX,
2007) e de 70-125 % (DIAZ, 2004).

Calculou-se a média dos resultados (x), o desvio padrio (s) e o desvio padrio
relativo (DPR) para cada nivel de concentragdo, de acordo com as seguintes equacdes.

=1 (10)

an

100x s

X

DPR% =

12)

A precisdo foi avaliada em termos de repetitividade e precisdo intermedidria através
do Desvio Padrao Relativo (DPR), levando em consideragdo o desvio padrdo (s) e o valor
médio dos resultados (X ).

A Repetitividade (DPR; %) avalia o grau de concordancia entre os resultados de
medi¢des sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condi¢oes de
medi¢do (mesmo analista, mesmo dia). A precisao intermediaria (DPRg %) € realizada em
diferentes condi¢cdes (diferentes analistas). Foram preparados os 3 (trés) niveis de
concentragdo, conforme estabelecido no item de recuperacdo. Cada nivel foi injetado cinco
vezes.

Os critérios estabelecidos pela Comissdao do Codex alimentarius (EC, 2007) para
repetitividade e precisdo intermedidria, sio DPR; menor ou igual a 20 %; e DPRr menor ou
igual a 30 %, nas trés concentragdes fortificadas (ponto baixo, médio e alto); condigdes
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necessarias para uma boa repetitividade e precisdo intermedidaria do método,
respectivamente.

A igualdade estatistica entre os dois analistas pode ser avaliada através do teste F e
teste t.

3.7.6 Incerteza de Medicado

Para estimativa da incerteza de medi¢do na determinagcdo de OTA no café verde e no
café torrado por CLAE-EM/EM foi utilizado o método classico, que envolveu as seguintes
etapas: defini¢do do mensurando, identificacdo das fontes de incerteza (diagrama de
Ishikawa), quantificacdo dos componentes de incerteza, calculo da incerteza padrio
combinada e expandida.

3.7.6.1. Definicdo do Mensurando

A equagdo que define o mensurando para uma analise cromatografica, foi expressa
através da combinacdo entre a equacdo da reta da curva de calibragdo (cc), y =(axx)+b,
relagdo existente entre a variavel dependente (), area do analito (A ora); € a varidvel
independente (x), massa de OTA na amostra; considerando os coeficientes angular (a) e
linear (b)) (MARCO et al, 2007). O fator de recuperagdo (Fr), a massa de solvente de
extracdo (mmeon), @ massa de reconstituido (mg), a massa real de café (m.), a massa de
aliquota extraida (m,) também foram considerados para a quantificacdo da concentragdo de
OTA no café verde e café torrado; conforme equacdo descrita a seguir.

(Aora — b)  (Myreom X Mg)

x a (?H.C XMy ) (1 3)

[0TA] =F,

Tec

A partir da equacdo que define o mensurando foi possivel identificar as fontes de
incerteza.

3.7.6.2. Identificagdo das fontes de incerteza

Para a quantificagdo de ocratoxina A no café verde e no café torrado as contribui¢des
das fontes de incerteza estdo descritas no diagrama de causa e efeito (diagrama de Ishikawa),
conforme a Figura 5. Este diagrama contém todas as grandezas de entrada advindas da
equa¢do do mensurando somadas aquelas que também influenciam na incerteza deste
processo, mas que sdo provenientes de fontes externas como o preparo da solugdo padrdo de
ocratoxina A (P ora) e a diluigdo desta solugdo (Cy).
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Figura 5. Diagrama de causa e efeito (Diagrama de Ishikawa) da andlise de ocratoxina A no
café verde e café torrado.

3.7.6.3. Quantifica¢do dos componentes de incerteza

A quantificacdo dos componentes de incerteza foi realizada utilizando o método
classico, que emprega os calculos matematicos de derivada (coeficiente de sensibilidade) a
fim de uniformizar as unidades das grandezas de entrada em relacdo a unidade do
mensurando. O mensurando é derivado em relagdo a cada grandeza de entrada (fonte de
incerteza) identificada como fonte de incerteza na Figura 5. Apods esta etapa, foi
multiplicado pela incerteza imediata que devera ser avaliada e dependera do tipo de incerteza
que se esta medindo. Se estas incertezas foram obtidas através de procedimentos experimentais,
calcula-se pela razdo do desvio padrdo por raiz de n, onde n é o numero de medi¢des atrelada a
um experimento (avaliagdo Tipo A). Caso a incerteza esteja relacionada a um valor de
certificado, como incerteza de uma balanga no qual os dados sdo fornecidos por um certificado de
calibragdo, a incerteza imediata sera a incerteza do certificado dividida pelo valor de fator de
abrangéncia (k), avaliacdo Tipo B.

As equagdes relacionadas as incertezas imediatas (padrao) estao descritas a seguir:

s U, 14
N T B — certificado
\/; u(Tipo B) Y

u(Tipo A) =

s = desvio padrao das medidas realizadas sob condi¢des de repetitividade;
n = nimero de repetigdes;

ULertificado = incerteza expandida fornecida pelo certificado de calibragio;
k = fator de abrangéncia fornecido no certificado de calibragao.

Com a aplicagdo do método classico, que ¢ o preconizado pelo Guia para a Expressdo da
Incerteza de Medigdo (ABNT, 2003), as unidades das incertezas de cada uma das grandezas de
entrada passam a ser expressas em termos de fracdo massica, que ¢ a unidade do mensurando.

As derivadas da equacdo do mensurando (OTA) em funcdo de cada grandeza de
entrada como area do analito (Agra); @ massa de solvente de extracdo (mpeon), 8 massa de
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reconstituido (mg), a massa real de café¢ (m.), a massa de aliquota extraida (m,) e fator de
recuperacgao (F.) apresentadas a seguir.

3.7.6.3.1. Incerteza da Area do analito (A ora)

Derivando a equacdo do mensurando [OTA] conforme descrito no item 3.7.7.1, em
fungdo da area obtida experimentalmente de OTA, tem-se a equagao:

aloral 1 (Mpreon X Mg

SA5ra T a (Mg X my) (15)

O resultado obtido desta equacdo devera ser multiplicado pela incerteza imediata
(padrio) correspondente de acordo com a classificagdo do tipo desta fonte (A ou B), a fim de
se obter a incerteza da area do analito.

3.7.6.3.2. Incerteza do Solvente de extracdo (mmpon)

Derivando a equagdo do mensurando [OTA] conforme descrito no item 3.7.7.1, em
funcdo do solvente de extracdo (m ygon), tem-se a equacgio:

d[0TA] _Fx (Apra — 1) R
g i (m, X my) (16)

O resultado obtido desta equacdo devera ser multiplicado pela incerteza imediata
(padrao) correspondente de acordo com a classificagao do tipo desta fonte (A ou B), a fim de
se obter a incerteza do solvente de extracao.

3.7.6.3.3. Incerteza da Massa reconstituida (mg)
Derivando a equagdo do mensurando [OTA] conforme descrito no item 3.7.7.1, em

funcdo da massa reconstituida (m ), tem-se a equacio:

dlUTA] L (Agra —b) 5 Masonn

rac

dmg a (e X 1y a7

O resultado obtido desta equacdo devera ser multiplicado pela incerteza imediata
(padrao) correspondente de acordo com a classificagao do tipo desta fonte (A ou B), a fim de
se obter a incerteza da massa reconstituida.
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3.7.6.3.4. Incerteza da massa de café (m.)
Derivando a equagdo do mensurando [OTA] conforme descrito no item 3.7.7.1, em

funcdo da massa de café (m,), tem-se a equacao:

8l0TA A —h Ty ® T
[ ]: £ X(am ]xt MalH g)

dm, reE a (mz X my) 18)

O resultado obtido desta equacdo devera ser multiplicado pela incerteza imediata
(padrao) correspondente de acordo com a classificagdo do tipo desta fonte (A ou B), a fim de
se obter a incerteza da massa de café.

3.7.6.3.5. Incerteza da massa de aliquota para extrair (m,)

Derivando a equagdo do mensurando [OTA] conforme descrito no item 3.7.7.1, em
fung@o da massa de aliquota para extrair (m,), tem-se a equagao:

aloTA4) (Agra —B)  (Myapn X mg)
_— = E * *

dm, reE a (me x M) (19)

O resultado obtido desta equacdo devera ser multiplicado pela incerteza imediata
(padrdo) correspondente de acordo com a classificacdo do tipo (A ou B), a fim de se obter a
incerteza da massa de aliquota para extrair.

3.7.6.3.6. Incerteza do Fator de recuperacgao (F.c)

Derivando a equagao do mensurando [OTA], conforme descrito no item 3.7.7.1, em
fung¢do do fator de recuperagdo, tem-se a seguinte equacao:

AlaTA4] B (Aprs — b} « (Pygeon X Mg )
aF, . a (e X 1y ) (20)

O resultado obtido desta equacdo devera ser multiplicado pela incerteza imediata
(padrdo) correspondente. Apesar do fator de recuperag@o ser considerado uma incerteza do
tipo A, a incerteza imediata relacionada esta fonte foi obtida de modo diferenciado. Como a
recuperacdo de um extrato ¢ avaliada através da razdo entre o valor experimental (V) € 0
valor tedrico (Vio), fontes de incerteza identificadas. A equagdo da recuperagdo foi
considerada também nesta etapa:
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Vexp

recuperacao =
teo (2 1)

Derivando a equagdo referente a recupera¢do em fungdo do valor experimental (Veyp)
e o valor tedrico (Vi) tem-se as seguintes equagoes:

dRec 1
dRec Vo
- 2
avteo Vteo (23)

A incerteza combinada da recuperagdo sera a raiz da soma quadratica referente aos
termos relacionados a equacdo do mensurando (recuperagdo) para esta fonte que atribui o
valor experimental (Veyp) € 0 valor tedrico (Vieo), conforme equacdo a seguir.

u.Rec = Juf Vorp + UZVigo
(24)

Cada termo desta equagdo atribui o seu respectivo coeficiente de sensibilidade
(derivada parcial), multiplicando pela incerteza imediata de cada uma das varidveis em
questdo, considerando a fonte valor experimental (V) como tipo A e a fonte de valor
tedrico (Vieo) como tipo B. Este valor de uc.Rec encontrado foi considerado como a incerteza
imediata para a fonte de recuperagdo (u Frec).

Desta forma, a derivada obtida através da equagdo do mensurando [OTA], em fungdo
do fator de recuperagdo, foi multiplicada por esta incerteza imediata para a fonte de
recuperagdo (u Frec) a fim de se obter a incerteza da fonte fator de recuperacao (Fie.).

3.7.6.3.7. Incerteza da Curva de calibracdo (cc)

Apesar de ser uma grandeza que advém da equagdo, a incerteza da curva de
calibrac@o ndo ¢ obtida na unidade das outras incertezas que vém da equagdo que define o
mensurando. Desta forma, tem-se que torna-la relativa (ABNT, 2003), dividindo pela

unidade da abscissa.

Se a equagdo da reta para uma curva de calibragdo ¢ expressa por:

y:(axx)+b (25)
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Evidenciando x, tem-se a equacdo que define a curva de calibrag@o:

co X -5 26)
a

Desta forma, derivando x em fungdo de a, tem-se a equagdo de C ,.

di:—(y_bjoa @7

da a’

Derivando x em fungéo de b, tem-se a equagdo de C y:

dx 1
db =-(a—j=cb (28)

C ,e Cy sdo os coeficientes de sensibilidade.

A incerteza combinada da curva de calibracdo nio relativa, u'c, ¢ dada pela seguinte
equacao:

N N N (29)
" 2 2
u. = ZCi xuxl.+2><ZZcixcjxuxixu)gxrxi’xj

i=1

i=l j=1

Considerando-se uma regressao linear ¢ explicitando os valores tem-se:

ucc=\/Ca2><u2-|-Cbz><ub2+2><Ca><Cb><ua><ub><rab (30)

a

Sendo os valores de incerteza do coeficiente angular (u,), incerteza do coeficiente
linear (up) e coeficiente de correlag@o entre a e b (r, ) definidos pelas seguintes equagdes:

\/n x (Z residuo®)/(n—2)
u =
a (nXZXZ)_(Zx)Z (31)

= \/((Z residuo® /(n—2))x sz (32)
b (nx> x)-(O x)’
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X (33)

X= mana%ito 5
residuo “ = (X - Xcalc)
n = pontos X replicatas

Para obtencdo da incerteza relativa (ugcc) deve-se dividir a incerteza combinada da
curva de calibracdo (u.) pelos valores experimentalmente obtidos (concentracdo do
mensurando), aproximadamente de 13,0 ng/g e 5,0 ng/g para café verde e café torrado,
respectivamente.

3.7.6.3.8. Incerteza do preparo de padrao da solugdo de ocratoxina A

Para a estimativa da incerteza da solugdo padrao de ocratoxina A, além dos
documentos ja mencionados, utilizou-se o procedimento descrito por SARTORI et al., 2009.

A incerteza padrao combinada da concentragao das solugdes padrdo de Ocratoxina A
deve ser determinada combinando-se as incertezas relacionadas a equacdo que define o
mensurando, que € o calculo da concentragdo de ocratoxina A, considerando as grandezas da
equagdo como a absorvancia média das leituras das solugdes padrio de ocratoxina A
medidas em triplicata; a Massa Molecular dessa substancia, o coeficiente de absortividade
molar e o fator de corregdo (FC) do espectrofotometro.

_ Ax1000 x MM x FC (34)

Cocratoxina -
&

A = Absorvancia média;

MM = Massa Molecular da Ocratoxina A = 403;

¢ = coeficiente de absortividade molar especifico (tabelado) = 5440;
FC = Fator de corregao.

A partir desta equagdo que define o mensurando, concentracdo de ocratoxina A ¢
possivel identificar as fontes de incerteza, descritas no diagrama de causa e efeito (diagrama
de Ishikawa), conforme a Figura 6. Este diagrama contém todas as grandezas de entrada

advindas desta equagio como absorvancia média da leitura da ocratoxina A (4) obtida
através da leitura da solucdo de OTA pelo espectrofotdmetro na regido de UV, Massa
Molecular da ocratoxina A (MM), coeficiente de absortividade molar especifico (¢) e Fator
de correcdo (FC).
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Figura 6. Diagrama de causa e efeito (Diagrama de Ishikawa) referente a concentracdo da
solucdo padrao de ocratoxina A.

A quantificagdo de cada componente de incerteza foi realizada utilizando o método
classico, empregando os calculos matematicos de derivada (coeficiente de sensibilidade) a
fim de uniformizar as unidades das grandezas de entrada em relagdo a unidade do
mensurando. O mensurando foi derivado em relacdo a cada grandeza de entrada (fonte de
incerteza), conforme descrito a seguir.

a) Repetitividade da absorvancia

A equacdo relacionada a incerteza da repetitividade da absorvancia corresponde a
multiplicagdo do termo relacionado a derivada do mensurando que corresponde a
concentragdo da solucdo padrdo de ocratoxina, em funcdo da absorvancia; pelo segundo
termo, a incerteza imediata (desvio padrdo sobre raiz de n), devido a classificagao tipo A.

1000 x MM x FC y Ky

Jn (35)

u,(4)=

s = desvio padrao das absorvancias
n = numero de leituras realizadas

A partir da equagdo que define o mensurando, repetitividade da absorbancia, ¢
possivel identificar as fontes de incerteza, descritas no diagrama de causa e efeito (diagrama
de Ishikawa), conforme a Figura 7. Este diagrama contém todas as grandezas de entrada
advindas desta equagdo como Massa Molecular da ocratoxina A (MM), coeficiente de
absortividade molar especifico (¢) e Fator de corregdo (FC).
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Figura 7. Diagrama de causa e efeito (Diagrama de Ishikawa) referente a repetitividade da
absorbancia da solug@o padrdo de ocratoxina A.

b) Coeficiente de absortividade molar

A incerteza avaliada para o coeficiente de absortividade molar, u(e) deve ser
preferencialmente obtida através de estudos colaborativos coordenados pela AOAC. No
entanto, verificou-se que ndo havia estudos colaborativos para este calculo segundo a AOAC
(TRUCKNESS, 2005).

Na tentativa de se realizar uma estimativa desse valor de incerteza, realizou-se uma
pesquisa abrangente em relagdo aos € existentes para as micotoxinas. Foram encontrados
somente dados para a aflatoxina no qual existe um estudo colaborativo para as aflatoxinas
B1, B2, G1, G2 onde cada uma possui quatro (4) valores de € relacionados a solventes
diferentes (metanol, acetonitrila, benzeno e acetonitrila, tolueno e acetonitrila) (NEISHEIM
et al., 1999). Para aflatoxina M1 existem dois (2) valores de & um para benzeno ¢
acetonitrila, e outro, para acetonitrila. Para aflatoxina tipo M2 sé ha um resultado referente
ao solvente acetonitrila. Para as demais micotoxinas (fumonisina, patulina, ocratoxina,
esterigmatoxina e zearalenona) s existe um valor de & para cada. Desta forma, ndo ha
possibilidade de se calcular o desvio padrao.

Concluiu-se que considerar a incerteza do coeficiente de absortividade molar para
ocratoxina A como o valor encontrado na literatura para aflatoxina seria incorreto, ja que os
solventes utilizados para ambas as micotoxinas ndo sdo correspondentes. Desta forma, esta
fonte de incerteza ndo foi considerada.

Para solucionar este problema, o ideal seria a promogdo de estudos colaborativos
para determinacgao do coeficiente de absortividade molar para OTA, a fim de se determinar a
sua incerteza que ird contribuir na incerteza final do preparo de padrio da solucido de
ocratoxina A.

¢) Fator de Corregao (FC)

A incerteza padrdo de medi¢do de FC (uFC) foi determinada através da combinagao
dos componentes da incerteza que definem o mensurando, conforme a equagao a seguir:
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FC — 3 X 8;10 min al (36)
(&1 +&, +&5)

€1 = coeficiente de absortividade molar da solug@o de dicromato de potassio (0,25 mM);

€ = coeficiente de absortividade molar da solug@o de dicromato de potéssio (0,125 mM);

€3 = coeficiente de absortividade molar da solu¢do de dicromato de potassio (0,0625 mM);
€nominal = coeficiente de absortividade molar para o dicromato de potéssio tabelado (AOAC).

Considerou-se as incertezas dos coeficientes de absortividade molar obtido para cada
solugdo de dicromato de potassio (€medido), determinadas através do método classico,
derivando as equagdes que definem os coeficientes (g1, €; € €3), obtidos para as solugdes de
dicromato de potéssio, conforme descrito a seguir.

Determinacgao da incerteza de €

O coeficiente de absortividade molar (g;) determinado para a Solugdo (1) de
dicromato de potassio (0,25 M) foi obtido através da seguinte equacgao:

A1x1000 x mmol x Vi
& = 37

M,cro, 0y % P

A, = média das absorvéancias medidas para a Solugdo 1;

Mg,cro, ;)= massa de dicromato de potassio pesada;

Vb (1) = volume do baldo com 1000 mL de capacidade;
p = pureza do dicromato de potassio.

A incerteza de cada contribui¢do em separado, como a incerteza da repetitividade
obtida através da leitura das absorvancias, da massa de dicromato de potassio, do volume de
baldo volumétrico e da pureza referente ao dicromato de potassio foi devidamente
multiplicada por cada incerteza padrdo avaliada para cada variavel, obtendo as equagdes a

seguir.

_ 1000 x mmol x V,

. o _ by S
Repetitividade das absorvancias: u (Ar) = X T (38)
P XMy cro, n

1000 x mmol x A;x Viy U
— X

Massa de dicromato pesada: u (m )= certfcads 39
c K2Cn07 (1) p < m 2 k
K2Cr07 (1)
) 1000 x Aix mmol _ Ueigeais
Volume do baldo (Vby): u. (V) = X : (40)

X mKZCr207 ) k
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1000 x mmol x A1x Vb(l) y Ucertiﬁcado (41)

2
p x szCr207 ) k

Pureza do padrdo de dicromato: u, (p) = —

A incerteza padrao combinada € a raiz quadrada positiva do somatério dos produtos
das derivadas parciais (coeficientes de sensibilidade) com a incerteza padrao avaliada. Desta
forma, a Incerteza padrio combinada para ¢; foi a soma quadratica de todas as devidas
contribuigdes conforme equagio a seguir.

u. (&)= \/”c (Zl)z +uc(mk2Cr207 )’ + u, (p)’ + “,;(Vb(l))2 42)

Determinacio da incerteza de €,

O coeficiente de absortividade molar (&;) determinado para a Solugéo (2) de
dicromato de potassio foi obtido através da equacdo a seguir.

A>x1000 IxV, xV
= 2 X% xmmol x VXV, 43)

Vpl X mK2C1'207 ) xp

4, =média das absorvancias medidas para a Solugdo 2

Mg,cro, ;)= massa de dicromato de potassio pesada

Vb (1= volume do baldo com 1000 mL de capacidade utilizado no preparo da Solugdo 1
Vb (2) = volume do baldo com 50 mL de capacidade utilizado para preparar a Solugdo 2
V(1) = volume da pipeta com 25 mL de capacidade utilizada para transferir a aliquota da
Solucao 1

P = pureza do dicromato de potéssio

1000x mmol xV, ) xV,,, s
—_— X —

Repetitividade das absorvancias: %7, = @
epetitividade das absorvancias: %, Vo XMy o0 Y Jn
1000 x mmol x A2xV, . xV, U ceriiicado
Pureza do padrdo de dicromato: u, =— > MO0, —certfead 45)
p X mKZCr207 ) X VP(I) k

.:412 x 1000 x mmol x Vb(z) Ucertiﬁcada

Volume do baldo 1 (Vby): uV,,, = X (46)
V,x M,cro, 0y % P k
:42 x1000x mmol x VU priticado 47)
X

Volume do baldo 2 (Vby): uV,,, = k

V% Mi,cr,0, ) * P
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1000 X mmol X A2>< Vh(l) X Vh(Z) y Ucertiﬁc‘ado (48)

k

Volume da pipeta 1 (Vpy): uV,, =—

Xm xV 2
p KCr0y ) 7 p ()

A>x1000x mmol x Vy, x V) U
— X

certificado ( 49)

2
p x Vpl x mK2C1‘207 o) k

Massa de dicromato pesada: u(m )=

K2Cr207 1)

Desta forma, devido a defini¢do da incerteza padrdo combinada ser a soma
quadratica de todas as devidas contribui¢des para €, tem-se a seguinte equagao.

(50)
o )2 + (”V;;(]))Z + (”V,,m )2 + (”Vb(z)) + (”p )2

M grcrmoq

u(e)= [ )’ +(u

Determinacio da incerteza de &3

O coeficiente de absortividade molar (g3) determinado para a Solucdo (3) de
dicromato de potassio foi obtida através da equacdo a seguir. A incerteza foi determinada
combinando-se as derivadas parciais (coeficientes de sensibilidade) de cada grandeza de
entrada.

A3x1000 x mmol x V% Vy 0, x Vs 1)
&y =

Vpl X sz XMy cro, a xp

;13 = média das absorvancias medidas para a Solugdo 3;

M, cr,0, 1, = massa de dicromato de potassio pesada;

Vb (1) = volume do baldo com 1000 mL de capacidade;

Vb (2)= volume do baldo com 50 mL de capacidade utilizado no preparo da solugdo 2;
Vb 3)= volume do baldo com 50 mL de capacidade utilizada no preparo da solugdo 3;
V) ) = volume da pipeta com 25 ml de capacidade utilizada no preparo da solugao 2;
V) 2) = volume da pipeta com 25 ml de capacidade utilizada no preparo da solugao 3;
p = pureza do dicromato de potassio.

1000 X mmol X Vb(]) X Vb(Z) X Vb(3) % S (52)

Repetitividade das absorvancias: Y43 =
VXV, xmg e, o <P \/;

A3x1000 x mmol x Vb(l) X Vh(z) X me y Ucer,wmdo (53)

2
Vpl X sz X M, cr0, 0y < P k

Pureza do padrdo de dicromato: u, = —

;13>< 1000 x mmol x Vh(z) X Vb(3) U
x

certificado

Volume do baldo 1 (Vby): u(Vy)) = (54)

VXV, XMy c0, % P k
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A3x1000 x mmol x I/b(l) x V;(S) « Ucertificado (55)

Volume do baldo 2 (Vby): uV,,, =

VoxV,,x M, cr,0, gy % P k
A3x1000x mmol xV, . xV, . U 56
Volume do baldo 3(Vb3): uV,, = UORC N (56)
Vi XV, X Mg cr,0, ) * P k
;13><1000><mmol><V xV, . xV U... (37)
Volume da pipeta 1 (Vpy): uV ;) =— 5 PO PR T PO)  — certficado
V)" XV, xmy 0 <P k

A3x1000 x mmol x Vb(l) X Vb(z) X Vb(s) y Ucertiﬂcado (58)

Volume da pipeta 2 (Vpo): uV, =—

Vpl x (sz )2 XMy cro, W xp k
) 59)
Asx1000x mmol xV,yy xVyy xVyy U
Massa de dicromato: u(m __ ~ )=-— s 1;(2) bO)  — cortficad
201207 (1) Vpl X sz X (mKZCr207 (1)) Xp k
Incerteza combinada para ¢ 3. (60)

u(eg;) = \/(“;13)2 +(u ))2 + (qu(l))z + (va(z))2 + (qu(l))2 + (qu(Z))Z + (qu(3))2 + (“,;)2

m KyCry07

A incerteza combinada dos coeficientes de absortividade molar medidos foi
calculada através da média da soma quadratica dos € obtidos para as trés (3) equagdes das
solucdes, combinando os resultados obtidos para determinagdo das incertezas de €;, € € &3
conforme equacdo a seguir.

u (e (61)

medido )

_ \/mmz +u,(8,)" +u,(8)’
3

Posteriormente, o resultado da incerteza combinada foi divido pelo valor médio
medido a fim de relativizar e obter a incerteza adimensional conforme a equacao a seguir.

[ Jz
A incerteza da absortividade molar tabelada (U €pomina)) do dicromato de potassio

obtida através da leitura de solucdo de dicromato de potassio realizada por um
espectrofotometro foi considerada 0,3 % (RAND, 1969).

(62)

u., (gmedido )

ur (gmedido ) =

& medido
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A incerteza de medi¢do da fonte fator de correcdo, u (FC), foi obtida através da
combinagdo das incertezas relativas como demonstrado na equagio a seguir.

U(FC) = (1, (&ryminat )’ + W, (& peaas)) (63)

d) Massa Molecular

Considerando o numero de atomos de todos os elementos dispostos na foérmula
quimica do mensurando em questdo, OTA (Cy H;3sCINOg), pode-se estimar o calculo de
incerteza para a Massa Molecular de acordo com WIESER (2006), considerando uma
distribuicdo retangular. A incerteza combinada do Massa Molecular da OTA sera a raiz da
soma quadratica da incerteza de cada elemento.

As fontes de incerteza foram identificadas como os atomos presentes da formula
quimica da ocratoxina A, como o Carbono (C), Hidrogénio (H), Cloro (Cl), Nitrogénio (N) e
Oxigénio (O). A Figura 8 apresenta o diagrama de causa e efeito (diagrama de Ishikawa).

Carbono Hidrogénio

MM

v

Cloro Nitrogénio Oxigénio

Figura 8. Diagrama de causa e efeito (Diagrama de Ishikawa) referente a massa molecular
da ocratoxina A.

A incerteza padrdo combinada da concentragdo da solugao padrio da OTA foi
calculada a partir da raiz da soma quadratica de cada termo: incerteza da repetitividade da
absor¢do da ocratoxina (A), do fator de corre¢do (uc(FC)) e da Massa Molecular (uc(MM)).

Uc (C Ocratoxina A) = \/uC(A)Z + uc(FC)2 + uC(MM)2 (64)

Para a avaliacdo da incerteza de medigdo da solucdo padrao de ocratoxina A, outro
método alternativo também pode ser utilizado. Este método é baseado no maximo de
precisdo e exatidao esperados na calibracdo do espectrofotometro na regido do Ultravioleta,
utilizando solugdes de dicromato de potassio, com a repetitividade da absorvancia esperada
por esta técnica, em termos de coeficiente de variacdo (CV %), sendo inferior a 3 % (0,03),
de acordo com RAND (1969). Além disto, segundo a AOAC (2005), o fator de corregao
(FC) deve ter valor compreendido entre a faixa de 0,95 e 1,05; ou seja, 1,00 £ 0,05. A fim de
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abranger um melhor resultado frente a estimativa desta incerteza, assumiu-se uma
distribuigdo retangular ao invés de distribuigdo triangular.

Desta forma, a equagdo alternativa, que define a incerteza de medi¢do da
concentragdo da solugdo padrio de ocratoxina A é:

2
0,05 65
U (C Ocratoxina A) =C Ocratoxina A (0,03)2 + (f) ( )

A incerteza expandida sera expressa multiplicando a incerteza padrdo combinada
pelo fator de abrangéncia (k=2) obtendo o nivel de confianca de 95,0 %.

3.7.6.3.9. Incerteza da dilui¢@o da solugdo padrdo de ocratoxina A

O processo de diluicdo ocorre através da obtencdo de uma concentracdo final (cf) em
concentragdo inferior a concentragdo inicial (ci), solugdo concentrada. Retira-se uma massa
inicial (m;) da solu¢do concentrada e adiciona-se uma massa de solvente (m adicionada) a
fim de obter uma massa final, referente a solugdo diluida pretendida. Desta forma, a massa
final (my) ¢ a massa inicial (m;) adicionada de uma massa (M adicionado), dependendo da
concentracdo final da solucdo almejada, conforme a equagao:

m; X¢; =M, Xc; (66)

m, =m; +m

adicionado

(67)

Substituindo a massa final na equagao referente a diluicdo da solucao padrao, tem-se:

m; X C; =m; + M ygicionado X Cf (68)

Evidenciando a concentracdo final (Cy), tem-se a seguinte equacdo que define o
mensurando nesta etapa:

C. = (69
! (mi + M qdicionado )

As fontes de incerteza foram identificadas como a massa inicial (m;), concentragao
inicial (ci) e massa adicionada (Magicionado)- A Figura 9 apresenta o diagrama de causa ¢ efeito
(diagrama de Ishikawa) para esta etapa de diluicao da solugdo padrao de Ocratoxina.
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madicionado

Cf

v

Figura 9. Diagrama de causa e efeito (Diagrama de Ishikawa) referente a diluicdo da
solucdo padrao de ocratoxina A.

Derivando a equacdo referente a concentragao final em fun¢ao da massa inicial (my),
em funcdo da massa adicionada (m ,q;) € em funcdo da concentracdo inicial (c;), tem-se as
seguintes equacdes:

6(.} m; X C;
amﬂ.dc B (mi + mﬂ.dc)z (70)
36} . m;
aC; (M + Maec) h
aCf Modc X C;
= (72)

om; (M + megc)?

As incertezas destas fontes sao do tipo B estando relacionada as incertezas expandida
dos certificados de calibragdo da balanca e a um fator de abrangéncia (k) expresso no
certificado de calibragdo da balanca.

A incerteza combinada da dilui¢do da solugao padrao de trabalho sera a raiz da soma
quadratica referente aos termos da equacdo do mensurando de concentragcdo final, que
atribui concentragdo inicial, massa adicionada e massa inicial, conforme equagdo a seguir.

U Cp = \’ uZc; + uZmyg, + uim; (73)
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Cada termo desta equagdo atribuiu o seu respectivo coeficiente de sensibilidade
(derivada parcial), multiplicando pela incerteza da fonte de cada uma das variaveis em
questdo. Para a incerteza em fungdo da concentracdo da solucdo inicial, atribuiu-se a
incerteza do preparo da solu¢ao (Usemae)- As demais incertezas, como estiveram relacionadas
com procedimentos de pesagem, considerou-se a U/k, conforme as equagdes a seguir:

2 2 2
u — mi XU +| = mi X ci x g + madicionado X ci X g
of + solmae ( )2 k ( )2 k (74)
mi madicionado mi + madicionado mi + madicionado

3.7.6.4. Incerteza Padrao Combinada

Com as grandezas de entrada definidas no diagrama de causa e efeito, define-se a
equagdo da incerteza padrao combinada (u,) conforme a equagdo a seguir:
(75)

u.[OTA=[OTAful A0y, +tlmyon)’ +ulme ) +udm . +ulm, P+l )+l +ud, f +ul P,

Esta equacdo considera as grandezas de entradas relacionadas a equagdo do
mensurando, como o fator de recuperacdo (Frec), a massa de solvente de extracao
(mMeOH), a massa de reconstituido (mg), a massa real de café (m.), a massa de aliquota
extraida (m,); e as que ndo estdo contempladas na equagdo de determinacao do mensurando,
que devem ser combinadas relativamente, transformando cada termo em adimensional,
como ¢ o caso da incerteza da curva de calibracdo, do preparo e dilui¢do da solugdo padrao
de OTA.

Com o célculo da incerteza padrdo combinada e do fator de abrangéncia, realiza-se a
etapa final, que ¢ a expressdo da incerteza expandida.

A incerteza expandida desta analise foi expressa da seguinte forma:

U= xk
U (76)

u, = incerteza padrdo combinada

k = fator de abrangéncia

Desta forma, a incerteza expandida da concentragdo de ocratoxina A no café verde e

café torrado foi expressa de acordo com a equagao:
)

U =[0TAx ([l Ay +tlm 0" +udm, ] 1, +udlm,f +ul )+l )+l +ul o)) <k

rec
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O fator de abrangéncia (k) deve ser estabelecido em dependéncia do tipo de
incerteza que predomina. Para a predominancia de incertezas do tipo A, o k deve ser

calculado, considerando-se o grau de liberdade efetivo ftivo €O contribuicdo de 95,0 %

conforme a equagdo a seguir. No denominador desta equagdo, consideram-se apenas as
grandezas de entrada tipo A e os seus respectivos graus de liberdade.

v (u,)* 78
o ZGE(tipoA)4 (78)

gl

No entanto, para predominancia das incertezas do tipo B, o k deve ser considerado
igual a 2.

3.8 Estabilidade

A diretiva 2002/657/EC estabelece que a estabilidade do padrio em solugdo ¢
importante, uma vez que a instabilidade da substancia a ser analisada pode dar origem a
desvios significativos no resultado de andlise, sendo a monitorizagdo das condigdes de
armazenamento parte do sistema de acreditacdo do laboratorio.

Para verificacdo da estabilidade de ocratoxina A em solu¢do padrio foram
preparadas solugdes frescas em metanol grau pesticida, na concentragdo de 100,0 ng/kg.
Esta foi dividida em 30 aliquotas que foram armazenadas em vial ambar sob diferentes
condi¢des de temperaturas: -20 °C £+ 0,3 (freezer), 4 °C + 0,3 (geladeira) e 20 °C + 0,3
(armario), respectivamente, permanecendo 10 aliquotas em cada temperatura.

As amostras de café verde e torrado foram fortificados na concentragdo de 13,0
ng/kg e 5,0 ng/kg, extraidas e armazenadas a temperatura de -20 °C + 0,3 (freezer), 4 °C +
0,3 (geladeira), permanecendo 10 amostras em cada temperatura.

As solugdes padrdo e os extratos das amostras de café verde e café torrado foram
analisadas por 30 dias, sendo o tempo inicial (Ty) no dia em que foram preparadas ¢ T7, T4 €
T30, sendo sete, quatorze e trinta dias apds o preparo, respectivamente.

A estabilidade foi determinada quando o primeiro fenomeno de degradagao ocorreu.
O critério estabelecido foi quando o resultado obtido das determinagdes ao longo do tempo
comegou a apresentar variagdo superior a 10 % em relagdo a determinacao realizada no
tempo inicial do estudo (To).

Para as andlises que utilizam a técnica CLAE-EM", ha uma maior variagdo de
resultados do dia-a-dia quando comparado com a técnica CLAE-UV. Desta forma, houve
necessidade de preparo de uma solugao controle em todos os dias de analise para que esta
variagdo fosse minimizada e as areas pudessem ser comparadas em relagdo as amostras
estocadas (CROUBELS et al., 2003).

3.9 Analise de Amostras de Café Torrado

Atualmente duas mil e quinhentas (2500) marcas de café estdo registradas pela ABIC
e disponiveis no comércio varejista brasileiro. No entanto, apenas 105 amostras sdo
comercializadas no Estado do Rio de Janeiro, o que representa 4,2 % do total de amostras no
territorio nacional.

Para comprovacdo da eficiéncia do método desenvolvido, 40 diferentes marcas de
café torrado e moido obtidas no comércio do Rio de Janeiro foram analisadas, o que
representa aproximadamente 38,0 % do total de amostras no Estado do Rio de Janeiro.
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3.10 Teor de Umidade da Matriz de Café Verde e Café Torrado

Para determinag¢do do teor de umidade foi realizada uma adaptagdo do método de
perda por dessecacdo em estufa do Instituto Adolfo Lutz (ZENEBON, 2008), pesando se 2,0
g de café, em frasco de vidro previamente seco e tarado. Os frascos foram deixados em
estufa a 105 °C por cinco horas. Este tempo foi pré-determinado por experimentos
anteriores, que avaliaram que cinco horas seriam suficientes para atingir o peso constante.
Em seguida, os frascos foram resfriados em dessecador e pesados.

A analise foi realizada em quintuplicata.

O percentual de umidade (% umidade) foi determinado através da diferenca da massa
final correspondente ao frasco e amostra seca diminuido da massa do frasco vazio, dividido
pela massa de amostra pesada conforme equacdo a seguir:

M —m)

Yeumidade =100 — {( x 100} (79)

Ma

M = Massa final (massa frasco + massa de café apos secagem);
m = Massa do frasco vazio;
Ma = Massa inicial de café pesada.

3.11 Pureza da Solucdo Padrdo de Ocratoxina A

Os padrdes de substancias organicas comercialmente disponiveis normalmente sdo
acompanhados de um certificado com um valor declarado da pureza da substancia principal.
No entanto, esses resultados podem ser considerados apenas como uma estimativa, que
normalmente estd baseada na razdo de areas obtidas por técnicas cromatograficas. O uso
desses valores de pureza nos calculos sdo necessarios para determinagdo de um valor de
propriedade de um MR, a fim de fornecer rastreabilidade metroldgica a este valor. Portanto,
torna-se necessaria a adogao do procedimento de determinacao da pureza dos padroes.

Na avaliacdo da pureza de uma substancia organica, as fontes principais de impureza
devem ser investigadas. Dentre as principais fontes estdo os materiais de partida, produtos
intermediarios e subprodutos de sintese, produtos de degradacdo, solventes, agua e
compostos inorganicos (WIBERG et al., 2004).

Os métodos empregados para avaliagdo da pureza (BIPM, 2003), podem ser
classificados como métodos diretos ou indiretos. Os primeiros quantificam diretamente o
componente de interesse, através das técnicas como a CDV — Calorimetria diferencial de
varredura (Differencial Full Scanning Calorimetry, DSC), e a RMN — Ressonancia
Magnética Nuclear (Nuclear Magnetic Ressonance, NMR). No método indireto, as fragdes
massicas individuais de cada impureza podem ser quantificadas, como: CG-DIC, CG-EM,
CLAE-UV, CLAE-EM e Karl-Fischer.

A determinacdo da pureza dos padrdes comerciais possui grande importancia, pois €
indispensavel para assegurar a confiabilidade metrologica e prover rastreabilidade
internacional as medi¢des quimicas realizadas.

Para confirmar o resultado da pureza de OTA descrita no certificado fornecido pelo
fabricante (98,0%), a analise de pureza do padriao foi realizada utilizando o equipamento
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD)
e duas colunas cromatograficas com polaridades ligeiramente diferentes, Coluna de
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octailsilica - Pursuit Cg (150 mm x 2,0 mm i.d., 5 um), e Coluna de octadesilsilano - Pursuit
Ci5 (150 mm x 2,0 mm i.d., 5 um ), ambas da empresa Varian (Walnut Creek, CA, E.U.A.).

A fase movel utilizada no sistema CLAE-DAD consiste em uma mistura de agua
Tipo 1: acetonitrila: acido fosforico (60: 40: 1).

As solugdes padrdes de trabalho da ocratoxina A na fase movel na concentracdo de
40 pg/mL foram analisadas em 9 (nove) replicatas, bem como as solu¢des puras de fase
movel. (isentas de ocratoxina A)

A pureza ( p ) foi calculada em func¢do de trés variaveis: area cromatografica do pico
do analito (X;), area cromatografica total (X3), area cromatografica dos picos do solvente
(X3) e coluna cromatografica (Ci), que foram usadas na formula geral para determinacgao de
pureza.

X
X, X,,X;,)=100 ———— (80)
pci( X5 X5) (X, - X,)

A pureza foi calculada usando os valores médios encontrados para area
cromatografica do pico do analito com relacdo a area total das substancias detectadas,
subtraindo o valor médio da area cromatografica dos picos do solvente, no qual estava
dissolvido o analito de interesse, avaliando somente as impurezas do padrao.

O resultado final deve levar em consideragdo os valores obtidos através das colunas
cromatograficas, se ndo houver diferenca significativa entre elas, calculando-se a pureza
média, conforme a equagdo a seguir:

n Ci
Pro2y (81)

n = numero de colunas.

No entanto, se os resultados de pureza para as colunas cromatograficas forem
significativamente diferentes, a pureza final serd o resultado obtido pela coluna que detectou
maior nimero de impureza, sem considerar as areas obtidas dos picos cromatograficos do
solvente no qual o padrdo esta dissolvido (fase movel).

3.12 Comparagao dos resultados obtidos através das técnicas CLAE-FLD e CLAE-EM/EM

Como a determinacdo de ocratoxina A no café ja estava estabelecida utilizando a
técnica cromatografia liquida acoplada ao detector de fluorescéncia (CLAE-FLD), houve
necessidade de comparar com o método proposto através da técnica CLAE-EM/EM.

Desta forma, foram preparadas duas curvas de calibragdo, uma em café verde e
outra em caf¢ torrado, e seus respectivos pontos de recuperacao, conforme estabelecido nos
itens faixa de trabalho e recuperacao de cada método proposto, para café¢ verde e torrado,
respectivamente.

Apos isto foi realizado o teste F seguido do teste t para a comparacao das variancias
médias entre os métodos, a fim de se verificar a compatibilidade com os resultados frente a
um método ja reconhecido e validado para este analito.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Solugoes Padrao de Ocratoxina A ¢ Ocratoxina B

As absorvacias médias obtidas referente as trés solu¢des de dicromato de potassio no
comprimento de onda de absor¢do méaxima de 350 nm foram de 0,8188; 0,4038 e 0,1985
para as concentragdes de 0,25 mM, 0,125 mM e 0,625 mM, respectivamente.

Os espectros de UV obtidos para as solugdes padrao estdo no anexo B e C.

A partir dessas absorvancias, obtidas pelo espectrofotdometro, e da concentragdo de
cada solugdo de dicromato de potassio, calculou-se os valores da absortividade molar (g) de
3073,37; 3031,33 ¢ 2980,28. Desta forma, o valor médio obtido para absortividade molar foi
de 3028,33, obtendo um fator de corregdo de 1,04. Este valor apresentou-se na faixa de 0,95
e 1,05; conforme estabelecido pela AOAC (TRUCKNESS, 2005).

Através do fator de correcdo obtido da solugdo de dicromato de potassio e das
leituras de absorvancias das solugdes padrao de ocratoxina A e ocratoxina B, obteve-se o
resultado de concentracao final destes padrdes.

A Tabela 6 apresenta os valores obtidos de absorvancia em triplicata ¢ os valores
médios encontrados das solug¢des padrao de OTA ¢ OTB.

Tabela 6. Média das absorvancias para solugdes padrao de OTA e OTB.

Analito Valores obtidos Absorvancia Média
OTA 0,7462 0,7459
0,7458
0,7458
OTB 0,9459 0,9495
0,9481
0,9546

A média das medicoes de absorvancia foi utilizada para o calculo das concentragdes
das solucgdes padrdo, que foram de 57,4256 pg/mL e 59, 1879 pg/mL para ocratoxina A e
ocratoxina B, respectivamente.

4.2 Massa Especifica para as Solugdes Padrao de Ocratoxina A e Ocratoxina B

Foi realizada a verificagdo da massa especifica das misturas de solventes tolueno:
acido acético e benzeno: acido acético, em que se encontravam cada solu¢do de ocratoxina
A e ocratoxina B, a fim de se obter uma concentragdo m/m.

As massas especificas média obtidas através do densimetro digital para os padrdes
de OTA e OTB foram de 0,86974 e 0,88156, respectivamente sdo apresentadas nas Tabelas
7 e 8. Com estes valores encontrados pode-se converter a concentragdo das solugdes padrao
de m/v para m/m.
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Tabela 7. Massa especifica da mistura tolueno: acido acético (99:1) para a solugdo padréo

de ocratoxina A.

Massa especifica (g/mL)

tolueno: acido acético
tolueno: acido acético
tolueno: acido acético
Média
Desvio Padrao

0,86974
0,86974
0,86973
0,86974
0,0000058

Tabela 8. Massa especifica da mistura benzeno: 4cido acético (99:1) para solugdo padrao de

ocratoxina B.

Massa especifica (g/mL)

benzeno: acido acético
benzeno: acido acético
benzeno: acido acético
Média
Desvio Padrao

0,88156
0,88156
0,88156
0,88156
0,00000

As concentragoes das solugdes padrdo foram recalculadas a partir do valor médio de
massa especifica encontrada em m/m obtendo 66,033 pg/g e 67,136 pg/g para OTA e OTB,
respectivamente. Dilui¢des sucessivas foram realizadas para as etapas de desenvolvimento e

validagdo do método proposto.

Com a defini¢do da fase moével, agua 4cido trifluoroacético 0,05 %: metanol &cido
trifluoroacético 0,05 % (20:80) foi realizada a analise da massa especifica em densimetro
digital. O resultado da massa especifica foi necessario para os calculos posteriores referentes
a concentragao real das solugdes e dos extratos, utilizados no preparo do ponto da curva de

calibracdo em solucdo e na contaminagao de café, apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Massa especifica da fase movel agua éacido trifluoroacético 0,05 %: metanol acido

trifluoroacético 0,05 % (20:80).

Replicatas
1
2
3
Média

Desvio Padrao

Massa especifica (g/mL)
0,86013
0,86013
0,86013
0,86013
0,00000
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4.3 Analise Cromatografica para Determinacdo de Ocratoxina A no Café¢ Verde e Café
Torrado

4.3.1 CLAE-EM/EM
Para o desenvolvimento da metodologia de analise de ocratoxina A no café verde e

torrado, primeiramente foram testadas cinco diferentes fases méveis utilizando a técnica de
CLAE-EM/EM (Tabela 10).

Tabela 10. Fases moveis utilizadas na analise de ocratoxina A por CLAE-EM.

Equipamento Fase movel Referéncia

CLAE-EM/EM acetonitrila: metanol: dgua (1:1:1) LAU et al., 2000
acido formico 0,1 %

CLAE-EM/EM  4gua: metanol (20:80) acido BECKER et. al.,1998.,
trifluoroacético 0,05 % LINDENMEIER et al., 2004.
CLAE-EM/EM  agua: Acetonitrila (80:20) acido VENTURA et.al., 2003.

féormico 0,1 %

CLAE-EM/EM  4cido acético: metanol: acetonitrila ZOLLNER; MAYER-HELM, 2006.
(30:20: 50) acido acético 0,5 %

CLAE-EM/EM  4gua: metanol (80:20) acido ZOLLNER; MAYER-HELM, 2006
féormico 0,1 %

A solucdo padrao estoque de OTA preparada foi devidamente diluida a fim de obter
uma solucdo padrdo de 20 pg/mL. Apos isto, foi evaporada sob nitrogénio, reconstituida nas
fases moveis testes (Tabela 11) e introduzidas através de bomba infusora diretamente no
espectrometro de massas para verificagdo das intensidades dos sinais produzidos pelo ion
pseudo-molecular da OTA m/z 404.

Tabela 11. Intensidades dos sinais do fon pseudo-molecular da ocratoxina A (m/z 404).

Fase Movel Intensidade (mV)
agua acido trifluoroacético 0,05 %: metanol acido trifluoroacético 569,31
0,05 % (20:80)
agua acido formico 0,1 %: acetonitrila acido férmico 0,1 % (80:20) 166,18
agua acido formico 0,1 %: metanol acido formico 0,1 % (80:20) 121,46
agua pura: acetonitrila pura: metanol &cido féormico 0,1 % (1:1:1) 273,02
acido acético 0,5 %: metanol: acetonitrila (30:20:50) 200,00
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Apos testar as 5 (cinco) fases moveis descritas anteriormente, observou-se que a
agua: metanol 0,05 % acido trifluoroacético, na proporcao 20:80, v/v, foi a fase movel que
proporcionou a maior intensidade de sinal para a solu¢do de ocratoxina A com 569,31 mV.
Desta forma, esta fase movel foi escolhida para as metodologias propostas. Todos os pontos
da curva foram reconstituidos com esta fase mével também.

A técnica de ionizagdo por eletronebulizacdo (IEN) foi utilizada para esta analise por
ser considerada um método de ionizag@o branda, produzindo ions pseudo-molecular, devido
a pouca fragmentacdo. Estes resultados concordam com a detec¢do obtida através de
detectores de fluorescéncia em matrizes complexas (LAU et al., 2000).

Para muitas aplicagdes relacionada as andlises por CLAE-EM/EM, os parametros
experimentais devem ser otimizados variando um pardmetro por vez (MOBERG et al.,
2000). O procedimento de otimizagdo destes parametros foi realizado introduzindo com
auxilio de bomba infusora, solugdes padrao na concentracdo de 20,0 pg/mL em separado
para OTA e OTB, ambas evaporadas e reconstituidas na fase movel selecionada para este
método. Como resultado, as condi¢des otimizadas obtidas foram as seguintes: temperatura e
pressao do gas de secagem (340 °C, 21 psi), da camara da interface (housing, 40 °C), do gas
de nebulizagao (40 psi), posicao e as voltagens da agulha de ionizagdo (needle, 5000 V), do
escudo (shield, 600 V), do capilar (50 V) e do detector (1600 V). A posicdo da agulha da
interface IEN foi de 7 mm para Probe, 3 mm horizontal e 6 mm vertical.

Ap6s a otimizagdo dos parametros do EM para OTA, otimizou-se para o padrdao
interno a ser utilizado (OTB) os seguintes parametros: voltagens da agulha, do escudo e do
capilar. No entanto, os parametros de ionizacdo se mantiveram os mesmos para ambas as
ocratoxinas (Figura 10).

Dryving Gas

340°C, 21 psi
MNeadle Capillary o0
5000V 50V -0_9Wv

40 psi Shield
600V 4 L] 8.9e-6 Torr
Housing: 40 °C m 42°C
3 7
1600 V On .:D
FPositive

-5 Kwv

Figura 10. ParAmetros otimizados do EM para ocratoxina A e ocratoxina B.

Os gases nitrogénio e argonio foram utilizados como gases de nebulizagdo e colisdo,
respectivamente, com pressdes de 40 psi e 2,0 m Torr.
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4.3.1.1 Varredura total de ions (Full Scan) ¢ monitoramento seletivo de ions (MSI)

Ap0s a otimizacdo dos parametros do EM foi realizada a varredura total de ions na
faixa de razdo massa carga m/z 50 a 460 para ocratoxina A e ocratoxina B (Figura 11 e
Figura 12). Para tal preparou-se uma solucio de concentragdo 1000 pg/kg em fase movel de
cada ocratoxina. Esta concentragdo eclevada deve-se ao fato deste método ter pouca
sensibilidade, uma vez que, monitora uma faixa extensa de ions por vez.

100%|
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Figura 11. Varredura total de ions para ocratoxina A.
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Figura 12. Varredura total de ions para ocratoxina B.

Acquired Range  miz

Os principais fragmentos encontrados da varredura total (Full Scan) foram m/z 239,
241 e 404 para Ocratoxina A (OTA) e m/z 205 e 370 para Ocratoxina B (OTB). Estes ions
foram selecionados para realizagio do Monitoramento Seletivo de fons (MSI), sendo os ions
de m/z 239 e 205 foram os ions mais intensos para OTA e para OTB, ions, respectivamente.
A partir do cromatograma obtido no modo Full Scan para OTA e OTB foram selecionados
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os fons de maior intensidade para a realizagio do Monitoramento Seletivo de fons (MSI),
conforme descrito na Tabela 12.

Tabela 12. fons monitorados no método MSI para OTA e OTB.

Analito Tons (m/z)
239
OTA 241
404
OTB 205
370

Inicialmente, foi testado o Monitoramento Seletivo de fons (MSI) em concentragdes
superiores a faixa de trabalho estimada para café¢ verde e café torrado e os resultados
apresentados foram satisfatorios. No entanto, a medida que a concentragdo foi se
aproximando da faixa de trabalho estabelecida para os métodos café verde e café torrado, a
sensibilidade foi decrescendo e os ions monitorados ndo foram bem observados,
apresentando cromatograma com muito ruido e tempo de retencdo alterado. Desta forma,
ndo foi possivel identificar e quantificar o analito de interesse através de MSI, devido a
pouca sensibilidade apresentada, conforme observado os cromatogramas das solugdes
padrdo de ocratoxina A e ocratoxina B na concentragdo de 5,0 pg/kg (Figura 13).
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Figura 13. Cromatogramas da soluc¢do padrao de OTA (a) e OTB (b) na concentragdo de 5,0
ng/kg no Método MSI.

Devido aos resultados obtidos, 0 método MSI ndo foi utilizado para desenvolvimento
da determinacdo de ocratoxina A no café verde e no café torrado.
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4.3.1.2 Monitoramento Seletivo de Reagdo (MSR)

Ap6s a otimizagao dos parametros de CLAE-EM/EM, através da introdugdo direta da
solucdo padrdo de ocratoxina A e ocratoxina B na concentra¢do de 20 pg/g, foi realizada a
curva de quebra dos analitos obtendo as energias de colisdo para cada transi¢do, ions
precursor (pseudo-molecular), ions produtos, para cada ocratoxina, obtendo-se assim o
método de Monitoramento Seletivo de Reagdo (MSR), no modo de eletronebulizacdo
positiva (IEN+).

Os ions precursores de cada uma das ocratoxinas foram selecionados no primeiro
quadrupolo (Q1) ajustando-se o valor da corrente aplicada no capilar de entrada e
posteriormente realizando a fragmentacdo do ion precursor utilizando argoénio ultrapuro
como gés de colisdo no segundo quadrupolo (Q2), sendo as massas resultantes analisadas no
terceiro quadrupolo (Q3).

Através das curvas de quebra, foram obtidas as energias de transicdo do ion
precursor e produto, para cada ocratoxina, obtendo o monitoramento seletivo de reacdo
(MSR), em modo positivo.

A Tabela 13 apresenta as energias de colisdo (V) obtidas através das transi¢des
monitoradas nas curvas de quebra do método MSR para OTA e OTB, como demonstrado na
Figura 14 e Figura 15.

Absolute breakdown of mass 404.2 at 2.1 mTorr vs. Collision energy
404.3-=404.0 (19856711)
)
-4.0V GE
Mass 404.0
Mass 258.0
404.2-=258.0 (10482266)
Mass 221.0
e
Mass 52.0 05V CE 404.3-221.0 (8857007)
T
-32.46V CE
404.2-=52.0 (2651)
[ —,

Figura 14. Curva de quebra da ocratoxina A.
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Figura 15. Curva de quebra da ocratoxina B.

Foram monitoradas duas transi¢des de ion precursor > ion produto para OTA, de
acordo com a diretiva da Unido Européia 2002/657/EC que preconiza quatro (4) pontos de
identificacdo necessarios para confirmacdo de substancias organicas utilizando a técnica
CLAE-EM/EM. As transi¢oes selecionadas de acordo com a maior intensidade e maior
voltagem das suas energias de colisdo foram: m/z 404>358 (-10,5 V) e m/z 404>239 (-20,5
V) e m/z 370>324 (-9,5 V) e m/z 370>205 (-18,5 V) para OTA e OTB, respectivamente. A
transi¢do de maior intensidade na energia de colisdo foi utilizada para a quantificagcdo, sendo
m/z 239 e m/z 205 para OTA e OTB, respectivamente, correspondendo a perda da
fenilalanina. O ion m/z 358 corresponde a perda de uma molécula de 4dgua e uma de
monoxido de carbono (BECKER et. al.,1998; LAU et.al, 2000).

Tabela 13. Energias de colisdo (V) das transigdes monitoradas no método MSR para OTA e

OTB.

fon precursor> fon produto (m/z)  Energia de colisdo (V)
404>239 - 20,5
OTA 404>404 -4,0
404>358 - 10,5
370>205 - 18,5
OTB 370>370 -4,0
370>324 -9,5
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Foram testadas duas colunas cromatograficas a Pursuit C;g (100 mm x 2,0 mm, 5
um, Varian, Walnut Creek, CA, E.U.A.) e Synergi Hydro Cig (75 mm x 2,0 mm, 4 pum,
Phenomenex, Torrance, C.A., E.U.A.), injetando solucdo padrdo de OTA 5,0 ng/mL. Foi
verificada a simetria do pico e a repetitividade do tempo de retencdo. A coluna Synergi
Hydro C,g com pré-coluna apresentou maior simetria no pico gerado, melhor resolugdo com
repetitividade no tempo de retencdo, sendo esta escolhida para desenvolvimento e validacdo
do método proposto.

Ap6s a escolha da coluna foram realizados testes com a solucdo padrdo de 5,0 pg/kg
variando o fluxo, 0,2 e 0,3 mL/min; percentual das fases modveis, 70:30 e 80:20 4gua acido
trifluoroacético 0,05 %: metanol acido trifluoroacético 0,05 %; volumes de inje¢do de 10,
20, 30, 40 e 50 pL. Os melhores resultados encontrados em relagdo a maior intensidade,
resolucdo do pico, pouco ruido produzido foram fluxo de 0,3 mL/min e percentual de 80:20
agua ac. trifluoroacético 0,05 %: metanol ac. trifluoroacético 0,05 %, volume de injegdo de
50 pL, com o modo de injecdo Full loop, no qual todo loop do auto-injetor & preenchido
com amostra.

Para melhorar a sensibilidade deste método foi testado o método MSR com
segmento, onde a cada intervalo de tempo € possivel monitorar ions diferentes. Assim o
método de analise foi dividido em dois segmentos de tempo, um de 0 - 1,90 minutos,
monitorando apenas as transi¢des de OTB e outro de 1,91- 5,0 minutos para as transi¢cdes de
OTA. O tempo de retencdo foi de 1,6 minutos e¢ 2,0 minutos para OTB e OTA,
respectivamente.

A Figura 16 apresenta a transi¢cdo 370>205 e 404>239 de uma solu¢do padrdo na
concentragao de 5,0 ng /g contendo OTA e OTB no método de MSR com segmento.
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Figura 16. Solugao padrao 5,0 ug/kg (OTA e OTB) no Método MSR com segmento.
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Scans

Foi realizada a extragdo de uma amostra de café, fortificado na concentracdo de 5,0
ug/kg de ocratoxina A, sendo a ocratoxina B somente adicionada ao final do processo de
extracdo na mesma concentracdo de 5,0 pg/kg, sendo o extrato injetado no método MSR
com segmento (Figura 17).
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Figura 17. Extrato de café comercial fortificado com 5,0 pg/kg de OTA e OTB no método
MSR com segmento.

Apesar do método de MSR com segmento aumentar a sensibilidade ja que monitora
menos ions por vez em determinado espaco de tempo, este método nao foi considerado o
mais adequado, pois quando testado para o extrato de café na faixa de trabalho estabelecida,
o tempo de retencdo dos picos variou, cortando os picos e inviabilizando a quantificagdo dos
mesmos.

Desta forma, o método de MSR sem segmento foi utilizado durante a etapa de
validagdo dos métodos para analise de café verde e de café torrado.

Durante os testes de extracdo realizados com café fortificado com solugdo padrdo de
OTA e OTB foi observado que a OTB estava sendo perdida, ou seja, ndo estava sendo
detectada no CLAE-EM/EM (Figura 18).

Na Figura 15 encontra-se um cromatograma extrato de café fortificado com 3,0
ng/kg de solugdo padrao de OTA e 1,570 pg/kg de solucao padrio de OTB utilizando o
MSR sem segmento.
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Figura 18. Extrato de café fortificado com OTA e OTB no método MSR sem segmento.
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Foram realizados testes durante todas as etapas de extragdo, retirando-se pequenas
aliquotas em diferentes etapas para verificar onde a OTB estaria se perdendo (apds etapa de
extracdo no blender, na etapa de filtragdo e na etapa de limpeza em coluna de [A). Nao foi
possivel identificar a etapa onde ocorreu perda da OTB. Acredita-se que de alguma forma a
coluna de imunoafinidade esteja retendo a OTB. Desta forma a quantificacdo possivel foi
através da padronizacdo externa, devido a impossibilidade de quantificagdo por
padronizacdo interna (OTB).

As condicdes cromatograficas otimizadas e conseqiientemente utilizadas no método
proposto para café verde e torrado foram: temperatura do forno da coluna cromatografica 25
€, fluxo da fase mével de 0,3 mL/min, volume de inje¢do 50 pL, tempo total de anélise de 8
minutos, eluigdo em modo isocratico com fase movel agua ac. trifluoroacético 0,05 %:
metanol 4c. trifluoroacético 0,05 % (20:80) e coluna cromatografica Synergi Hydro Cig (75
mm x 2,0 mm x 4 um, Phenomenex, Torrance, C.A., E.U.A.).

4.4 Validacao do Método

Antes do processo de validacdo, em cada triplicata de resultado, foi verificada a
existéncia de valores aberrantes, ponto a ponto, através do teste de Grubbs. Como todos os
resultados de G calculado foram menores que o valor de G tabelado (G tab = 1,155), o valor
suspeito nao foi considerado aberrante.

4.4.1 Faixa de trabalho

Adotou-se a faixa de trabalho de 3,0 - 23,0 png/kg, com os pontos eqiiidistantes 3,0;
8,0; 13,0; 18,0 e 23,0 pg/kg (niveis 1, 2, 3, 4 e 5), para o café verde e 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; ¢ 7,0
pg/kg (niveis 1, 2, 3, 4 e 5) para o café torrado.

Esta faixa de trabalho foi escolhida contemplando os limites maximos para
Ocratoxina A no meio da faixa de trabalho estabelecida para cada curva de calibragdo. Os
limites méximos de tolerancia para OTA variam de 5,0 a 20,0 pg/kg e 5,0 pg/kg, para café
verde e torrado, respectivamente (CODEX, 2007; FAO, 2009; EC, 2005).

4.4.2 Seletividade

Para realizagdo dos ensaios de seletividade, inicialmente foi realizada uma extragao
do café verde e do café torrado sem adi¢do da ocratoxina A, para verificagdo da auséncia do
analito, branco de amostra. Posteriormente essas matrizes foram fortificadas na concentracao
de 3,0 ng/kg de Ocratoxina A e analisadas utilizando o método MSR.

Foi observada a auséncia de picos interferentes no tempo de retengao da Ocratoxina
A na matriz café verde e torrado nas transi¢des monitoradas para esse método. Desta forma
os cafés analisados foram utilizados durante o processo de validagdo, como branco de
matriz.

Para a obtencdo de cada ponto da curva de calibragdo, os cafés foram fortificados
com massa de solugdo de Ocratoxina A para obtencdo de concentragdo final desejada,
conforme descrito anteriormente.
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A Figura 19 apresenta o cromatograma de extrato de uma amostra de café verde
branco ¢ uma amostra de café verde fortificado na concentracao de 3,0 pug/kg de ocratoxina
A analisadas utilizando o método MSR.
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Figura 19. Cromatograma de extrato de café¢ verde (a) branco e (b) fortificado com 3,0
pg/kg de ocratoxina A no Método MSR.

A Figura 20 apresenta o cromatograma do branco de café torrado, bem como o
extrato de café torrado fortificado na concentracdo de 3,0 pg/kg de Ocratoxina A, analisados
utilizando o método MSR.
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Figura 20. Cromatograma de extrato de café torrado (a) branco e (b) fortificado 3,0 pg/kg
(b) no Método MSR.

Os métodos propostos foram considerados seletivos para esta analise ja que monitora
ions selecionados para o analito em questao.
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Para confirmacao da identidade da OTA e verificacdo da presenga de interferentes da
matriz café na OTA, foi realizada inje¢do de solugdo padrdo de OTA em fase movel e de um
extrato de café, ambos na concentragdo de 3,0 pg/kg de OTA. Nio foram observadas
variagdes entre os tempos de retengdo dos pontos de identificacdo da OTA (transigdes ion
precursor> ion produto), no método de Monitoramento Seletivo de Reacdo (MSR).

Com estes resultados foram preparadas duas curvas de calibragdo para cada método
proposto, café verde e café torrado, sendo uma em fase movel (solucdo) e outra em matriz,
na faixa de trabalho estipulada para cada método, de modo a avaliar a existéncia ou ndo de
efeito matriz.

Na Tabela 14 encontram-se os parametros de regressdo das curvas como coeficientes
angulares e lineares para os métodos do café verde e café torrado.

Tabela 14. Parametros de regressdo das curvas de calibracdo em solu¢do e em matriz do
café verde e café torrado.

Curva de calibracdo

Coeficientes Café Verde (C. V) Café Torrado (C. T)
Solucdio Matriz Solucdo Matriz

Angular (b) 160247,75 69817,90 1167577,23 239065,85

Linear (a) -50487,21 27272,15 763032,98 626970,47

Nas Figuras 21 e 22, pode-se observar que as curvas de calibracdo em fase movel
(solugao) e em matriz para café verde e café torrado, apresentaram inclinagdes da reta
diferentes (coeficientes angulares), indicando presenca de efeito de matriz na resposta linear
de cada método.

Curva de Calibragao em Solugao e Matriz Café Verde
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2000000  Matriz

Area

1500000

10200000 y=69818x+ 27272
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o]

00 30 60 90 120 150 150 210 240 27.0
Concentracao (3.0 - 23.0 pg'kg)

Figura 21. Curva de calibragao em fase movel (solucdo) e matriz na faixa de trabalho de 3,0
a 23,0 pg/kg no café verde.
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Curva de Calibragéo em Solucio e Matriz Café Tarrado
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Concentracao {3.0-7.0 pg/kg}

Figura 22. Curva de calibracdo em fase movel (solucdo) e matriz na faixa de trabalho de 3,0
a 7,0 pg/kg no café torrado.

Para confirmagdo do efeito matriz foi realizado também o teste F para comparagao
das variancias das curvas, os resultados encontrados foram que o Fcaculado tanto para o
método café verde (7,7857) quanto para o café torrado (25,2342), apresentaram valores
maiores que O Fipendo (1,9837). Desta forma, as variancias foram consideradas
estatisticamente diferentes, indicando que a matriz tem efeito importante sobre a exatidao
dos métodos na faixa de concentragao estabelecida.

Ap0s isto foi realizado o teste t, considerando a hipotese de médias estatisticamente
diferentes. O valor typelago foi obtido através da distribui¢do de t de Student com n-2 graus de
liberdade e confianca de 95,0 %. Os resultados obtidos foram que 0 t cajculado , tanto para o
café verde (5,0214) quanto para o café torrado (10,1997), apresentaram valores superiores
a0 tubelado (2,0422). Desta forma, as médias foram consideradas estatisticamente diferentes,
confirmando que a matriz possui efeito significativo sobre o resultado do ensaio. O teste t
Student comprovou estatisticamente a existéncia de efeito matriz. Este efeito ja tinha sido
observado visualmente através da diferenca entre os coeficientes angulares da equacdo da
reta sem matriz (em solu¢do) e com matriz, tanto no café verde como no café torrado (Figura
18 e Figura 19). Estes resultados estdo disponiveis nos anexos D e E, para café¢ verde e
torrado, respectivamente.

Desta forma, para os experimentos de validacdo subseqlientes deste analito nestas
matrizes, as curvas de calibragdo foram preparadas em matriz de café verde e torrado,
respectivamente, para cada método.

Para minimizar o efeito matriz na linearidade de um método pode-se utilizar padroes
marcados isotopicamente. O uso destas substancias ¢ eficaz para corre¢do do desvio obtido,
pois estes padroes possuem as caracteristicas quimicas e fisicas semelhantes as substancias
de interesse, obtendo muitas vezes o mesmo tempo de retengdo. No entanto, padrdes
marcados isotopicamente ainda t€m sido pouco utilizados em paises em desenvolvimento
como o Brasil, devido as dificuldades relacionadas tanto na sintese destes como aos altos
custos atrelados a importagdo dos mesmos. Neste trabalho ndo foi utilizado este tipo de
padrdo.

66



4.4.3 Linearidade

Os procedimentos analiticos foram considerados lineares em toda a faixa de trabalho
da curva de calibragdo com os valores de 0,98188 ¢ 0,91754, em matriz café verde e café
torrado, respectivamente.

Para avaliagdo da homocedasticidade dos resultados foi realizado o teste de Cochran,
onde foram comparados os valores de Ceaculado €OM Ciapelado. Observou-se que o Ceaiculado
(0,54280) e Cearculado (0,58818) foram menores que o valor de Cepelago (0,68380) para os
cinco niveis de concentra¢do em triplicata da curva de calibragdo preparada nas matrizes de
café verde e café torrado, respectivamente, com nivel de confianga de 95,0 %. Desta forma,
a distribuicdo para os dois métodos, café verde e torrado, foi considerada homocedastica,
indicando a variagdo de pontos homogénea (variancia semelhante) durante toda a faixa de
trabalho.

Os residuos da curva de calibragdo em café verde e torrado apresentaram valores
distribuidos de forma aleatoria em torno do zero, durante toda a faixa de trabalho, indicando
que o sistema ¢ livre de tendéncias, que o modelo matematico para obtengdo da equacdo da
reta ¢ adequado, confirmando também a linearidade dos métodos (Figura 23 e Figura 24).
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Figura 23. Distribui¢do dos residuos na faixa de trabalho de 3,0 a 23,0 pg/kg para café
verde.
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Figura 24. Distribuicdo dos residuos na faixa de trabalho de 3,0 a 7,0 pug/kg para café
torrado.
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4.4.4 Sensibilidade

A sensibilidade ¢ expressa pela inclinagdo da reta de regressdo de calibracdo
(coeficiente angular) que foi de 69817,90 e de 239065,85 para café verde e para o café
torrado respectivamente.

Este resultado indica a mudanga que se tem na resposta de um equipamento, area
obtida, referente a variacdo na concentracdo. O método ¢ mais sensivel quando pequenas
variagdes de concentracdo resultam em uma maior variacdo da resposta. Este pardmetro de
sensibilidade ¢ muito utilizado para determinacdo de uma mesma substancia em
equipamentos diferentes. A maior inclinacdo da reta, ou seja, o maior coeficiente angular
corresponde a uma maior sensibilidade.

4.4.5 Limite de quantificacdo (LQ)/Limite de detec¢do (LD)

Os limites de quantificacdo para os métodos propostos foram de 1,2 pg/kg e 3,0
ng/kg e os limites de deteccdo foram 0,36 pg/kg e 1,0 pg/kg, para café verde e para café
torrado, respectivamente.

Para café¢ verde, o LQ encontrado foi abaixo do primeiro ponto da curva de
calibragdo deste método. Estes valores quando comparados aos dados disponiveis na
literatura referente a detecg¢@o por Fluorescéncia, estdo acima do valor descrito por DIAZ et
al. (2004) (0,3 pg/kg) e VENTURA et al. (2003) (0,5 png/kg). No entanto, tais dados
apresentaram valores abaixo de VATINNO et al. (2008) (2,0 pg/kg). Para o LD, o valor
encontrado no método proposto foi abaixo do reportado por LEONI ef al. (2001) (0,7 pg/kg)
e por FURLANI ef al. (1998) (0,7 ng/kg); e superior ao determinado por VENTURA et al.
(2003) (0,1 pg/kg) e PITTET et al. (1996) (0,2 pg/kg) utilizando a técnica de CLAE-FLD.

Para café torrado, os resultados obtidos foram mais elevados quando comparados
com outros métodos na literatura, que utilizam detector de fluorescéncia (VENTURA et al.,
2003). Entretanto, problemas atribuidos a coeluicdo de possiveis compostos interferentes
usando detector de fluorescéncia foram superados através da elucidagdo estrutural obtida
pelo espectrometro de massas. Além disto, a técnica CLAE-EM/EM contribui para a
confirmagdo da presenca de OTA, evitando os falsos positivo que podem ocorrer pelo
CLAE-FLD.

4.4.6 Exatidao
Os valores de recuperagdo média (%), Repetitividade (DPR; %) e Precisdo

Intermediaria (DPRg %) para amostras de café verde e café torrado fortificadas nos seus
respectivos pontos baixo, médio e alto estao apresentados nas Tabelas 15 e 16.

Tabela 15. Valores de recuperagao, repetitividade (DPR;) e precisdo intermediaria (DPRR)
para amostras de café verde utilizando CLAE-EM/EM.

Concentragdo (ug/kg) Recuperagao (%) DPR ; (%) DPR g (%)
5,0 90,45 9,94 14,34
13,0 108,81 6,27 2,75
20,0 99,45 5,39 2,20
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Tabela 16. Valores de recuperagdo, repetitividade (DPR;) e precisdo intermediaria (DPRR)
para amostras de café torrado utilizando CLAE-EM/EM.

Concentragdo (ug/kg) Recuperacao (%) DPR ; (%) DPR (%)
3,5 108, 85 13,73 17, 84
5,0 90, 74 9,55 12, 57
6,5 89, 02 2,43 16, 54

Para o café verde os valores das recuperagoes médias, DPR, e DPRy variaram na
faixa de 90,45 - 108,81 %, de 5,39 - 9,94 % e 2,20 - 14,34 %, respectivamente, nos trés
niveis de contaminagao (baixo, médio e alto). Todos os resultados obtidos de DPR; ¢ DPRy
para esta matriz encontram-se dentro dos limites comumente aceitdveis nas trés
concentragdes fortificadas; indicando que o método possui precisdo adequada, apresentando
boa repetitividade e precisdo intermediaria, conforme estabelecido pela Comissao do Codex
Alimentarius (CODEX, 2007),

Os resultados de recuperagdo quando comparados a métodos que utilizaram o
detector de fluorescéncia, foram melhores que os resultados relatados por SUGITA-
KONISHI et al., (2006) (59,0 %), DIAZ et al. (2004) (68,7 a 84,5 %), GILBERT;
ANKLAM (2002) (60,0 a 86,0 %) ¢ VENTURA et al. (2003) (82,4 %) e similares aos
obtidos por PITTET et al. (1999) (80,0 a 108,0%) e VARGAS et al. (2005) (92,8 %).

Os valores de DPR; % foram menores que os valores reportados por DIAZ et al.
(2004) (14,3 a 15,5 %), GILBERT; ANKLAM (2002) (21,0 a 32,0 %) ¢ VARGAS et al.
(2005) (7,42 a 20,94 %) e maiores que os valores reportados por VENTURA et al. (2003)
(4,0 %).

Os valores de DPRr % apresentaram-se menores que os valores reportados por
VARGAS et al. (2005) (16,34 a 29,17 %), SUGITA-KONISHI et al. (2006) (24,6 %) e
GILBERT; ANKLAM (2002) (16,0 a 25,0 %) sendo similares ao valor reportado por
VENTURA et al. (2003) (4,9 %).

Em relagdo a matriz café torrado, os valores das recuperagdes médias, DPR; ¢ DPRy
variaram na faixa de 89,02 - 108,85 %, 2,43 — 13,73 % ¢ 12,57 — 17,84 %, respectivamente
nos trés niveis de contaminacao(baixo, médio e alto). Os resultados obtidos para o pardmetro
exatidao encontram-se dentro dos critérios estabelecidos nas trés concentragoes fortificadas
indicando que o método possui precisdo adequada, apresentando boa repetitividade e
precisdo intermedidria do método, conforme estabelecido pela Comissdo do Codex
Alimentarius (CODEX, 2007),

Os resultados referentes a recuperacdo foram similares aos obtidos utilizando
detectores de fluorescéncia, método correntemente em uso na literatura como ENTERWISE
et al. (2001) (65,0 - 97,0 %) e PITTET et al. (1996) (89,0 - 100,0 %). No entanto, o0 método
apresentou maior recuperacao que encontrado por AHMED et al. (2007) (73,0 - 86,0 %), por
VENTURA et al. (2003) (82,4%), SIBANDA et al. (2002), (72,0 — 84,0 %) ¢ GILBERT;
ANKLAM (2002) (85,0%).

Os valores obtidos de DPR; e DPRy do presente método foram melhores quando
comparados a GILBERT; ANKLAM (2002) (21,0 - 32,0 %; 16,0 - 25,0 %) e
ENTERWILSE et al., (2001) (2,0 — 22,0 %; 14,0 - 26,0 %).
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De acordo com os célculos obtidos através dos testes t e teste F baseado nos valores
das analises realizadas entre dois analistas, 0 F cajcutado (1,33175) € (6,98644) foram menores
que o valor de F gperago (19,000) para café verde e para café torrado, respectivamente. Estes
resultados comprovam que nao houve diferenca estatistica entre as variancias para os dois
analistas. Assim foi determinado o teste t, considerando a hipotese de médias
estatisticamente equivalentes. Os resultados obtidos foram inferiores para o t cajcylado, tanto
para o café verde (0,0214) quanto para o café torrado (0,91407), quando comparado ao
ttabelado (2,7764), confirmando que a troca de analista ndo possui efeito significativo sobre os
resultados dos ensaios, pois as médias dos resultados obtidos foram consideradas
estatisticamente equivalentes. Como ndo houve variacdo dos resultados obtidos em relagdo a
troca entre as analistas, todas as andlises foram realizadas por estes analistas para
determinagdo de Ocratoxina A no café verde e no café torrado, utilizando o método de
extracdo proposto e a técnica de CLAE-EM/EM promoverdo a obtengdo de resultados
concordantes. Os resultados dos testes estatisticos aplicados estdo disponiveis nos anexos F
e G, para café verde e para café torrado, respectivamente.

Todos os resultados relacionados aos pardmetros de validacdo avaliados foram
satisfatorios para os métodos propostos para andlise de ocratoxina A em café verde e café
torrado.

Por ndo haver na literatura dados de validagdo referentes a determinacdo de
Ocratoxina A no café utilizando a técnica CLAE-EM/EM, toda a discussdo foi realizada
comparando dados obtidos através do detector de fluorescéncia.

Os métodos desenvolvidos e validados utilizaram técnica de elevada sensibilidade,
permitindo a deteccdo, confirmacdo e a quantificacdo de Ocratoxina A no café¢ verde e no
café torrado, podendo auxiliar futuramente na superacdo das barreiras técnicas para
exportacdo do café brasileiro.

4.4.7. Incerteza de Medigao

Para calcular a incerteza do mensurando baseou-se na concentragcdo do ponto central
da curva de calibracdo de cada método, 13,0 pg/kg para café verde e 5,0 pg/kg para café
torrado.

Os dados utilizados como massa real de café (g), massa de aliquota (g), massa de
solvente para extragdo (g), massa de reconstituido (g), areas obtidas e média da injecdo, das
amostras de café verde e de café torrado, estdo descritas na Tabela 17.

Tabela 17. Massa de café (g), massa de aliquota (g), massa de solvente para extragdo (g),
massa de reconstituido (g), areas obtidas e média da injecdo, para amostra de café verde e
café torrado.

Massa (g) café verde café torrado
Café (mc) 25,006 25,082
Aliquota para extrair (ma) 4,81925 4,76364
Solvente de Extracdo (mMeOH) 190,104 190,039
Reconstituido (mr) 1,00158 1,00506
Area de injecdo - Replicata 1 993012 1518000
Replicata 2 885487 1577000
Replicata 3 876877 1588000
Replicata 4 947727 1758000
Replicata 5 925776 1763000
Média das Areas de injecio 925776 1640800
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A Tabela 18 apresenta a classificacdo quanto ao tipo das fontes de incerteza area do
analito (A ora); solvente de extracdo (myeon), massa reconstituida (mg), massa de café
(m.), massa de aliquota para extrair (m,), fator de recuperagdo (Fy.), curva de calibracdo
(cc) e dilui¢do da solugdo padrao de ocratoxina (cg), consideradas para a quantificacdo da
concentracdo de OTA no café verde e café torrado.

Tabela 18. Fontes e tipos de incerteza definidos para a estimativa do céalculo de incerteza
para café verde e café torrado.

Fonte Tipo
uAota
UMMeOH
umg
umg
um,
uF e
ucc
U.Cf

oolie-gie SilveliovBlve Bllvolile

Apoés a definicdo da equacdo do mensurando, a identificagdo dos componentes de
incerteza, a classificagdo de cada tipo de incerteza (tipo A ou B), foi realizada a
quantificagdo de cada componente.

Com a aplicagdo do método classico, os resultados obtidos para as derivadas da
equacdo do mensurando (OTA) em fun¢do de cada grandeza de entrada como area do
analito (Aora); massa de solvente de extracdo (mmeon), massa de reconstituido (mg), massa
real de café (m.), massa de aliquota extraida (m,) e fator de recuperacao (Fy.), para café
verde e café torrado estdo disponiveis na Tabela 19.
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Tabela 19. Resultados das derivadas da equagdo do mensurando (OTA) em funcdo das
grandezas de entrada para café verde e café torrado.

Resultados
Derivadas Café verde Café torrado
O[OTA] 1,31542E-05 3,93234E-06
aAOTA
o[oT4] 0,060497669 0,024375083
OM 011
11,48270622 4,608895298
o[OTA] ’ ’
omy,
o[oTA] -0,459923574 -0,184682892
om,
O[OTA] -2,38643957 -0,972410807
om,
o[oT4] 12,51450818 4,105689634
oF

rec

Os resultados obtidos destas derivadas em fun¢@o de cada grandeza de entrada foram
multiplicadas pela sua incerteza imediata a fim de obter a incerteza de cada fonte
relacionada a equacdo do mensurando (OTA) conforme descrito a seguir.

4.4.7.1 Incerteza da area do analito (u Aanaiito)

Foi considerado para a incerteza area do analito (u Aanaiite) as seguintes fontes: fator
de recuperagdo (F..), massa solvente de extracdo (mmeon), massa reconstituida (mg), massa
de café (m.), massa de aliquota para extrair (m,) e o coeficiente angular (a), todas estas
relacionadas a derivada obtida da equagdo do mensurando (OTA), no qual o resultado foi de
1,31542E-05 e 3,93234E-06 para café verde e café torrado conforme descrito na Tabela 19.

Para o calculo da incerteza imediata da fonte area do analito (Aota), classificada como
tipo A, considerou-se as areas obtidas das inje¢des dos extratos de amostra, a média (X ), o
desvio padrao (s) e o numero de replicatas (n) para café verde e café torrado, conforme
descrito na Tabela 20.
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Tabela 20. Areas, média (X ), desvio padrio (s), replicatas (n) e uaora para café verde e café
torrado.

Café verde Café torrado
Area
993012 1518000
885487 1577000
876877 1588000
947727 1758000
925776 1763000
X 925775 1640800
s 47478 112479
n 5 5
s 21233 50302

Uaora — ﬁ

Desta forma, a incerteza da fonte area do analito foram calculadas multiplicando o
valor da derivada (Tabela 19) com a incerteza imediata (Tabela 20). Os valores encontrados
referentes as incertezas combinadas da fonte 4rea de ocratoxina A (ucAota) foram de
0,279304107 ng/kg e 0,197806532 ng/kg para café verde e café torrado, respectivamente.
Estes valores obtidos de incerteza foram divididos pelos valores de concentragdo do ponto
central das curvas de calibragdo 11,50084890 pg/kg e 4,63221631 pg/kg, para café verde e
café torrado, respectivamente. As incertezas relativas da fonte area de ocratoxina (urAota)
foram de 0,024285521 e 0,042702352 para café verde e café torrado, respectivamente.

A incerteza da area do analito estd atrelada a incerteza da repetitividade do
equipamento uma vez que para a estimativa da incerteza imediata considerou-se o desvio
padrao das replicatas de analise.

4.4.7.2 Incerteza do Solvente de extra¢do (mmgpon)

Para a incerteza solvente de extragdo (mmeon) foram consideradas as seguintes
fontes: fator de recuperacao (Fy..), area de OTA (Aora), coeficiente angular (a), coeficiente
linear (b), massa reconstituida (mg), massa de café (m.), massa de aliquota para extrair (m,),
todas estas relacionadas a derivada obtida da equacdo do mensurando (OTA), no qual o
resultado foi de 0,060497669 e 0,024375083 para café verde e café torrado conforme
descrito na Tabela 19.

Para o calculo da incerteza imediata da fonte solvente de extracdo (mmgon),
classificada como tipo B, considerou-se a incerteza expandida (U) e o fator de abrangéncia
(k) obtidos através dos resultados de calibracdo apresentados nos certificados das balangas
utilizadas. O fator de abrangéncia (k=2) corresponde a probabilidade de abrangéncia de
aproximadamente 95 %. Cada carga (massa) possui um U e um k respectivo. Desta forma, a
Tabela 21 apresenta os modelos de balanga utilizadas nas pesagens (PT-001 ¢ PT-006), os
valores de carga, U, k, e o valor de u calculado através da razdo de U/k.
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Tabela 21. Carga, incerteza expandida (U), fator de abrangéncia (k) e incerteza imediata (u)
obtidas através da balanga PT-001 e PT-006.

Balanca Carga (g) U k u

PT-001 25,0-100 0,001 2 0,00050
PT-006 5,0 0,00009 2 0,000045
PT-006 1,0 0,00004 2 0,000020

O valor obtido para a incerteza imediata da fonte solvente de extracdo (mygon) foi de
0,0005 para o caf¢ verde e para o café torrado.

Desta forma, a incerteza da fonte solvente de extracdo (mmgon) foram calculadas
multiplicando o valor da derivada (Tabela 19) com a incerteza imediata (Tabela 21). Os
valores encontrados referentes as incertezas combinadas da fonte solvente de extragdo (uc
myeon) foram de 0,00003025 pg/kg e 0,00001219 pg/kg para café verde e café torrado,
respectivamente. Estes valores obtidos de incerteza foram divididos pelos valores de
concentracdo do ponto central das curvas de calibracdo 11,50084890 ng/kg e 4,63221631
ng/kg, para café verde e café torrado, respectivamente. Os resultados obtidos das incertezas
relativas referente a fonte solvente de extracdo (urmpeon) foram de 0,00000263 ¢
0,00000263 para café verde e café torrado, respectivamente.

4.4.7.3. Incerteza da Massa reconstituida (mg)

Para a incerteza da massa reconstituida (mg) foram consideradas as seguintes fontes:
fator de recuperacdo (Fr), area de OTA (Aora), coeficiente angular (a), coeficiente linear
(b), massa solvente de extracdo (mmeon), massa de café (m.) e massa de aliquota para extrair
(m,), todas estas relacionadas a derivada obtida da equagdo do mensurando (OTA), no qual
o resultado foi de 11,48270622 e 4,608895298 para café verde e café¢ torrado conforme
descrito na Tabela 19.

Para o calculo da incerteza imediata da fonte massa reconstituida (mg), classificada
como tipo B, considerou-se a incerteza expandida (U) e o fator de abrangéncia (k) de acordo
com dados da Tabela 21. O valor obtido para a incerteza imediata da fonte massa
reconstituida (mg) foi de 0,00002 para o café verde e o café torrado.

Desta forma, a incerteza da fonte massa reconstituida (mg) foram calculadas
multiplicando o valor da derivada (Tabela 19) com a incerteza imediata (Tabela 21). Os
valores encontrados referentes as incertezas combinadas da fonte massa reconstituida (ucmr)
foram de 0,00022965 ug/kg e 0,00009218 ug/kg para café verde e café torrado,
respectivamente. Estes valores obtidos de incerteza foram divididos pelos valores de
concentragcdo do ponto central das curvas de calibragdo 11,50084890 ng/kg e 4,63221631
ug/kg, para café verde e torrado, respectivamente. Os resultados obtidos das incertezas
relativas referente a fonte Massa reconstituida (urmr) foram de 0,00001997 ¢ 0,00001990
para café verde e café torrado, respectivamente.

4.4.7.4. Incerteza da massa de café (m,)

Para a incerteza massa de café (m.) foram consideradas as seguintes fontes: fator de
recuperagdo (Fr..), area de OTA (Aora), coeficiente angular (a), coeficiente linear (b), massa
solvente de extragdo (mmgon), Massa reconstituida (mg), massa de café (m;) e massa de
aliquota para extrair (m,), todas estas relacionadas a derivada obtida da equacdo do
mensurando (OTA), no qual o resultado foi de -0,459923574 e -0,184682892 para café
verde e café torrado conforme descrito na Tabela 19.
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Para o calculo da incerteza imediata da fonte massa de café (m.), classificada como
tipo B, considerou-se a incerteza expandida (U) e o fator de abrangéncia (k) de acordo com
dados da Tabela 21. O valor obtido para a incerteza imediata da fonte massa de café (m.) foi
de 0,0005 para ambos os cafés verde e café torrado.

Desta forma, a incerteza da fonte massa de café (m.) foram calculadas multiplicando
o valor da derivada (Tabela 19) com a incerteza imediata (Tabela 21). Os valores
encontrados referentes as incertezas combinadas da fonte massa de café (ucmc) foram de -
0,00022996 pg/kg e -0,00009234 pg/kg para café verde e café torrado, respectivamente.
Estes valores obtidos de incerteza foram divididos pelos valores de concentragdo do ponto
central das curvas de calibracdo 11,50084890 pg/kg e 4,63221631 pg/kg, para café verde e
torrado, respectivamente. Os resultados obtidos das incertezas relativas referente a fonte
massa de café (urmc) foram de 0,000019995 e 0,00001993 para café verde e café torrado,
respectivamente.

4.4.7.5. Incerteza da massa de aliquota para extrair (m,)

Para a incerteza massa de aliquota para extrair (m,) foram consideradas as seguintes
fontes: fator de recuperacdo (Fr..), area de OTA (Aora), coeficiente angular (a), coeficiente
linear (b), massa solvente de extragdo (mmgon), massa reconstituida (mg), massa de café
(m.) e massa de aliquota para extrair (m,), todas estas relacionadas a derivada obtida da
equacdo do mensurando (OTA), no qual o resultado foi de -2,38643957 e -0,972410807 para
café verde e café torrado conforme descrito na Tabela 19.

Para o célculo da incerteza imediata da fonte massa de aliquota para extrair (m,),
classificada como tipo B, considerou-se a incerteza expandida (U) e o fator de abrangéncia
(k) de acordo com dados da Tabela 21. O valor obtido para a incerteza imediata da fonte
massa de aliquota para extrair (m,) foi de 0,000045 para ambos os cafés verde e café
torrado.

Desta forma, a incerteza da fonte massa de aliquota para extrair (m,) foram
calculadas multiplicando o valor da derivada (Tabela 19) com a incerteza imediata (Tabela
21). Os valores encontrados referentes as incertezas combinadas da fonte massa de aliquota
para extrair (ucma) foram de -0,00010739 pg/kg e -0,00004376 png/kg para café verde e café
torrado, respectivamente. Estes valores obtidos de incerteza foram divididos pelos valores de
concentragdo do ponto central das curvas de calibragao 11,50084890 ng/kg e 4,63221631
ug/kg, para café verde e torrado, respectivamente. Os resultados obtidos das incertezas
relativas referente a fonte massa de aliquota para extrair (urma) foram de 0,0000093376 ¢
0,0000094466 para café verde e café torrado, respectivamente.

4.4.7.6. Incerteza do Fator de recuperacao (Fec)

Para a incerteza do Fator de recuperagdo (F..) foram consideradas as seguintes
fontes: area de OTA (Aota), coeficiente angular (a), coeficiente linear (b), massa solvente de
extracao (mygon), Massa reconstituida (mg), massa de café (m.) e massa de aliquota para
extrair (m,). Desta forma, os resultados obtidos dos coeficientes de sensibilidade (derivadas
da equacdo do mensurando (OTA) em fungdo do fator de recuperacdo) foram de
12,51450818 e 4,105689634 para café verde e café torrado conforme Tabela 19.

Para o calculo da incerteza imediata da fonte Fator de recuperagdo (uc,..) considerou-
se a soma quadratica da incerteza combinada do valor experimental (ucVexp) e da incerteza
combinada do valor teérico (ucVteo). Cada termo da equacdo que define o mensurando
(fator de recuperacdo) foi derivado em fung@o do valor experimental (Vexp) e valor tedrico
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(Vteo) obtendo assim os devidos coeficientes de sensibilidade, conforme dados da Tabela
22.

Tabela 22. Resultados das derivadas da equagdo do mensurando (recuperagdo) em fungdo
das grandezas de entrada para café verde e café torrado.

Matriz
Derivadas Café verde Café torrado
0,086950108 0,210015155
ORec
8Vexp
dRec -0,0946137 -0,18614352
o,

Para o calculo da incerteza imediata da fonte valor experimental (uVexp), classificada
como tipo A, considerou-se as concentragdes obtidas das inje¢des dos extratos de amostra, a
média (X ), o desvio padrao (s) e o numero de replicatas (n) para café verde e café torrado,
conforme descrito na Tabela 23.

Tabela 23. Concentracdo, média (X ), desvio padrio (s), replicatas (n) para café verde e café
torrado.

Café verde Café torrado
Concentracio
13,47690049 3,780378211
11,93783027 3,991756811
11,81459014 4,031166381
12,82870895 4,640223366
12,51450746 4,658136807
X 12,51450746 4,220332315
S 0,679589 0,40298
n 5 5
S 0,303921 0,180218
Jn

Para o calculo da incerteza imediata da fonte valor teérico (uV,), classificada como
tipo B considerou-se o valor de 0,000020, dado obtido da Tabela 21, para café verde e café
torrado.

Os resultados obtidos da multiplicagdo de cada derivada da fonte fator de
recuperagao (Fr.c) (Tabela 22) e sua incerteza imediata (Tabela 21 e Tabela 23) promoveu a
obteng¢do da incerteza combinada para valor experimental (ucVexp) e valor tedrico (ucVteo)
para o café verde e café torrado, respectivamente (Tabela 24).
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Tabela 24. Resultados das incertezas combinadas para o valor experimental (ucVexp) e o
valor teorico (ucVteo) para café verde e café torrado.

Matriz
Incerteza combinada Café verde Café torrado
(0,086950108) x (0,303921) 0,03784854
ucVexp =0,02642599
(-0,0946137) x (0,000020) -0,0000037
ucVteo =0,0000019

Para a obteng¢ao da incerteza combinada da recuperagao (u.Rec) os resultados obtidos
de incerteza combinada para valor experimental (ucVexp) e valor teorico (ucVteo) foram
combinados, obtendo a incerteza combinada para a fonte de recuperagdo (ucRec) de
0,026425994 ¢ 0,037848536 para café verde e café torrado, respectivamente. Estes valores
foram considerados a incerteza imediata para a fonte de recuperagdo (u Frec).

A Tabela 25 apresenta de modo resumido todos os dados obtidos para as fontes que

estdo contempladas na equacgdo que define o mensurando (concentracdo de ocratoxina) para
café verde e café torrado.
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Tabela 25. Matriz, derivadas, incertezas imediata, combinada (uc) e relativa (ur) para as
grandezas de entrada definidas para determinacdo de OTA no café verde e no café torrado.

Fontes Matriz Derivadas Incertezas Incerteza Incerteza
Imediata Combinada Relativa
(uc) (ur)
ugkg
Café verde 1,31542E-05 21233,042 0,279304107 0,024285521
Aora
Caf¢ torrado 3,93234E-06 50302,485 0,197806532 0,042702352
Café verde 0,060497669 0,0005 0,00003025 0,00000263
MMeOH
Caf¢ torrado 0,024375083 0,0005 0,00001219  0,00000263
Café verde 11,48270622 0,00002 0,00022965  0,00001997
mg
Caf¢ torrado 4,608895298 0,00002 0,00009218  0,00001990
me
Café verde -0,459923574 0,0005 -0,00022996  0,00002000
-0,184682892 0,0005 -0,00009234  0,00001993
Café torrado
m,
Café verde -2,38643957 0,000045 -0,00010739  0,00000934
-0,972410807 0,000045 -0,00004376  0,00000945
Café torrado
Frec
Café¢ verde 12,51450818 0,026426 0,33070832  0,02875512
Caf¢ torrado 4,105689634 0,0378485 0,15539434  0,03354643
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4.4.7.7. Incerteza da curva de calibragdo (u )

Os dados e calculos auxiliares para a determinagdo da incerteza da curva de calibragéo
do café verde e café torrado estio disponiveis no ANEXO J e ANEXO H.

Os resultados para os coeficientes angular (a) e linear (b), coeficiente de correlagdo
entre a e b (r a,b), incerteza do coeficiente angular (ua), incerteza do coeficiente linear (ub),
coeficientes de sensibilidade (Ca e Cb), estdo descritos na Tabela 26 para café verde e café
torrado, respectivamente.

Tabela 26. Coeficientes angular (a), linear (b), de correlag@o entre a e b (r a,b), incerteza do
coeficiente angular (ua), incerteza do coeficiente linear (ub), coeficientes de sensibilidade
(Ca e Cb) para café verde e café torrado.

Matrizes

Café verde Café Torrado

a, inclinagdo
b, intercepto
rab

ua

ub

Ca

Cb

110383,5183
51467,09422
-0,895146707
5608,81364
42055,6852
-7,17557E-05

-9,05932E-06

458653,8398
462820,7445
-0,967310922
55068,07278
166229,8777
-5,59974E-06

-2,18029E-06

Os valores encontrados referentes as incertezas combinadas da curva de calibragao
(ue.) foram de 0,180601018 e 0,1011414 para café verde e café torrado, respectivamente.
Estes valores obtidos de incerteza foram divididos pelos valores de concentragdo do ponto
central das curvas de calibragdao 11,50084890 pg/kg e 4,63221631 pg/kg, para café verde e
café torrado, respectivamente. Os resultados obtidos das incertezas relativas referente a fonte
curva de calibracdo (ugrcc) foram de 0,01570328 e 0,02183434 para café¢ verde e café
torrado, respectivamente.

4.4.7.8 Incerteza do preparo da solu¢do mae padrao (u C ora)

Para estimar o calculo de incerteza para o preparo da solucdo mae padrio de
ocratoxina A, considerou-se como as fontes de incerteza para o Massa Molecular (u MM),
repetitividade da absor¢@o da Ocratoxina A (uA) e fator de corregdo (uFC).

a) Incerteza do Massa Molecular (uUMM)

Para o calculo da incerteza do Massa Molecular (uMM), levou-se em consideragdo a

formula molecular da ocratoxina A (C,H;sCINOg), considerando a incerteza de cada
elemento (C, H, Cl, N e O) bem como a incerteza referente ao nimero atémico de cada
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elemento na formula da Ocratoxina A atribuindo a este uma distribuicdo retangular,
conforme estabelecido por Wieser (2006).

A Tabela 27 apresenta as incertezas da massa atOomica, obtida através de Tabela
periddica; a incerteza por unidade de cada atomo ¢ referente ao nimero de atomos de cada
elemento na molécula de Ocratoxina A.

Tabela 27. Incerteza da massa atomica, unidade de atomo e numero de atomos de cada
elemento da formula molecular da ocratoxina A.

Incertezas
Elemento Massa Atomica Massa Atomica Unidade de Numero de
(u) atomo atomos

Carbono 12,0107 (8) 0,0008 0,00046188 0,0092376
Hidrogénio 1,00794 (7) 0,00007 4,04145E-05 0,0007274
Cloro 35,453 (2) 0,002 0,001154701 0,0011547
Nitrogénio 14,0067 (2) 0,0002 0,00011547 0,0001154
Oxigénio 15,9994 (3) 0,0003 0,000173205 0,0010392

u = incerteza referente a cada massa atomica obtida através de tabela periodica.

Inicialmente, procurou-se a incerteza de cada unidade de 4tomo em separado (C, H,
Cl, N, 0), obtida de cada massa atdmica. Para o carbono, por exemplo, a incerteza foi de
0,0008. Este valor foi dividido por raiz de 3, assumindo uma distribuicdo retangular e
multiplicados pelo nimero de atomos deste elemento na molécula estrutural, no caso do
carbono, por vinte (20). Os valores encontrados de incerteza para a unidade de atomo e para
o numero de atomos referente ao elemento carbono na molécula ocratoxina A foram de
0,00046188 e 0,0092376, respectivamente (Tabela 27). Esses calculos foram efetuados
também para os elementos e, posteriormente, para o nimero de atomos de hidrogénio, cloro,
nitrogénio e oxigénio correspondente para a formula da ocratoxina A, sendo dezoito (18)
atomos de hidrogénio, um (1) atomo de cloro, um (1) atomo de nitrogénio e seis (6) atomos
de oxigénio. Desta forma, a incerteza final de cada elemento considerando o nimero de
atomos da formula da ocratoxina A foi de 0,0092376; 0,0007274; 0,0011547; 0,0001154 ¢
0,0010392, respectivamente.

A raiz da soma quadratica destes valores, originou na incerteza referente a massa
molecular da ocratoxina A (u MM) no valor de 0,009396233.
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b) Incerteza da repetitividade da absor¢ao da Ocratoxina A (u A)

Considerando os valores obtidos de absortividade para a solucdo padrio de
ocratoxina A na leitura em triplicata por espectrofotdmetro na regido do UV, a Massa
Molecular de ocratoxina A, o coeficiente de absortividade molar especifico para esta
substancia bem como o fator de corre¢do, pode-se obter o valor da incerteza de
repetitividade da absor¢do de ocratoxina A que foi de 0,009986.

c) Incerteza do fator de corregdo (u FC)

A incerteza do fator de correcdo para as solugdes de dicromato foi de 0,003448.

A Figura 25 apresenta as incertezas que contribuiram para o calculo da concentracdo
da Solu¢@o mae padrao (ucora). Pode-se observar que a incerteza de maior contribuicdo no

preparo da Solucdo Mae de OTA foi a incerteza referente a fonte de absortividade, seguida
da incerteza de massa molecular ¢ do fator de correcéo.

Contribuig6es das Incertezas para preparo da Solugdao Mae de
OTA

uFC
[
2
S uA
('S

u MM

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
Incertezas

Figura 25. Contribuigdes de fontes de incerteza para preparo de solucdo padrio de
ocratoxina A.

Através da raiz da soma quadratica de cada uma destas contribuigdes (U rc, U A, U Mm)
obteve-se a incerteza combinada do preparo da Solugdo Mae de ocratoxina A no valor de
0,0141309.

O valor encontrado para a estimativa da incerteza através do método alternativo no
preparo da Solugdo Mae de Ocratoxina A foi de 2,887479. Este valor elevado ja era

esperado, pois ha uma super estimacdo do valor quando se considera distribuicao retangular.
Este valor nao foi utilizado para célculo da incerteza combinada da OTA.

4.4.7.9 Incerteza da diluigao da solugdo mae (u .¢)

Para calcular a incerteza de u s, considerou-se a massa inicial (m;), a massa final
(mf), a concentracdo inicial (c;) e a concentracdo final (cy), que se pretende obter.
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Os dados obtidos de massa inicial (mi), massa adicionada (madc), concentracdo
inicial (ci) e concentragdo final (Cf) para diluicdo da solug¢do padrdo de ocratoxina estdo
descritos na Tabela 28.

Tabela 28. Massa inicial (mi), massa adicionada (madc), concentragdo inicial (ci) e
concentracgdo final (Cf) para dilui¢do da solug@o padrdo de ocratoxina.

Valor Unidade
Massa Inicial (mi) 0,15063 g
Massa de Adicionada (madc) 100,102 g
¥ madc + mi 100,25263 g
Concentragdo Inicial (ci) 66,03345166 pg/g
Concentragdo Final (cf) 0,09921554 ng/g

Com a aplicacdo do método classico, os resultados obtidos para as derivadas da
equagdo do mensurando (concentragdo final) em funcdo de cada grandeza de entrada como
massa inicial (mi), concentragao inicial (ci) e massa adicionada (madic) para café verde e
café torrado estdo disponiveis na Tabela 29.

Tabela 29. Resultados das derivadas da equa¢do do mensurando (concentragdo final) em
funcdo das grandezas de entrada para café verde e café torrado.

Resultados
Derivadas Café verde Café torrado
aCf _ 0,657680862 0,657680862
om,
0
Cf = -0,000989655 -0,000989655
amudc
oC, 0,001502504 0,001502504

oC,

Os resultados obtidos destas derivadas em funcao de cada grandeza de entrada foram
multiplicadas pela sua incerteza imediata a fim de obter a incerteza de cada fonte
relacionada a equagao do mensurando (OTA) conforme descrito a seguir.

Para o calculo da incerteza imediata da fonte massa inicial (umi) ¢ massa adicionada
(umadc), classificadas como tipo B, considerou-se o valor de 0,0005 (Tabela 21), para café
verde e café torrado.

Para o calculo da incerteza imediata da fonte concentragdo inicial (uci), classificada
como tipo A, considerou-se a incerteza combinada do preparo da solugdo padrdo no valor de
0,014139.
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Os resultados obtidos da multiplicagdo de cada derivada da fonte concentragdo final
(Cf) (Tabela 29) e sua incerteza imediata, promoveu a obtenc¢ao da incerteza combinada para
massa inicial (ucmi), concentracdo inicial (ucci) e massa adicionada (ucmadic) para o café
verde e torrado, respectivamente (Tabela 30).

Tabela 30. Resultados das incertezas combinadas para massa inicial (ucmi), concentragdo
inicial (ucci) e massa adicionada (ucmadic) para o café verde e café torrado.

Matriz

Incerteza combinada Café verde Café torrado

(0,657680862 x 0,0005) =

ucmi 0,00032884
0,00032884
(-0,000989655 x 0,0005) =
ucci -0,00000049
-0,00000049
(0,001502504 x0,014139) =
ucmadic 0,00002266
0,00002266

Estes valores obtidos de incerteza combinada foram divididos pelo valor de
concentragao final da solugdo padrdo 0,09921554 pg/g (Tabela 28).

Desta forma os resultados obtidos das incertezas relativas referente as fontes massa
inicial (urmi), concentracdo inicial (urci) e massa adicionada (urmadic) 0,0033144;
0,00000499; 0,00022841 para o café verde e café torrado (Tabela 31).

Tabela 31. Resultados das incertezas relativas para massa inicial (urmi), concentragdo
inicial (urci) e massa adicionada (urmadic) para o café verde e café torrado.

Matriz

Incerteza combinada Café verde Café torrado

(0,00032884/0,09921554 ) =

urmi 0,0033144
0,0033144
(-0,00000049/0,09921554) =
urci 0,00000499
-0,00000499
(0,00002266/0,09921554)
urmadic = 0,00022841
0,00022841
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O valor obtido para a incerteza combinada da concentragdo final (ucCf) foi de
0,000329621 pg/g. Este valor foi divido pela concentracdo final da solugdo padrio
0,09921554 pg/g (Tabela 28) para obtencdo da incerteza relativa (urcf) 0,00332227.

A Tabela 32 apresenta todas as contribuicdes individuais das grandezas relativas
calculadas. Os valores obtidos para as incertezas relativa da concentracdo de OTA foram
0,0432917688 e 0,0603036765, para café verde e café torrado.

Tabela 32. Incertezas relativas das grandezas de entrada definidas para café verde e café

torrado.

Fonte Café verde Café Torrado
ur Aota 0,0242855210 0,0427023522
ur mMeOH 0,0000026301 0,0000026310
ur mr 0,0000199684 0,0000198993
ur me 0,0000199952 0,0000199346
ur ma 0,0000093376 0,0000094466
ur Frec 0,0287551229 0,0335464347
ur cc 0,0157032772 0,0218343432
ur cf 0,0033222691 0,0033222691
ur P OTA 0,0141386824 0,0141386824
ur [OTA] 0,0432917688 0,0603036765

A Figura 26 e a Figura 27 apresentam os graficos que contemplam as contribui¢des
de cada fonte de incerteza no célculo da incerteza para as concentragdes de 13,0 pg/kg e 5,0
ng/kg para café verde e torrado, respectivamente.

Pode-se observar que as incertezas que apresentaram maior contribuicdo foram o
fator de recuperacao (Frec), a area de OTA (Aora), a curva de calibragdo (cc), o preparo de
solucdo de OTA (Pora) € a diluigdo da concentracdo de OTA (Cy) para café verde.

Para o café torrado pode-se observar que as incertezas que apresentaram maior
contribuicdo foram area de OTA (Aora), fator de recuperagdo (Frec), curva de calibragdo
(cc), a o preparo de solu¢do de OTA (Pora) € a diluicdo da concentragdo de OTA (Cy).
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Contruicdes de Fontes de Incerteza para o Café Verde (13,0 pg/kg)

ur [OTA]

ur P OTA

ur cf

urcc

uc Frec

urma

Fontes

ur mc

urmr

ur mMeOH

'
'
'
'
ur Aota —

Incertezas Relativas

Figura 26. Contribuigdes de cada fonte de incerteza para o calculo da incerteza no café

verde (13,0 pg/kg).

Contribuigdes de Fontes de Incerteza para o Café Torrado (5,0 pg/kg)

ur [OTA]

ur P OTA

ur cf

urcc

ur Frec

urma

Fontes

urmc

urmr

ur mMeOH

'
|
'
|
ur Aota —

Incertezas Relativas

Figura 27. Contribui¢des de cada fonte de incerteza para o calculo da incerteza no café

torrado (5,0 ng/kg).
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Dentre as incertezas das grandezas de entrada, aquela proveniente do modo
gravimétrico, como massa de solvente de extracdo (mmeon), massa reconstituida (mg),
massa de café (m.) e massa de aliquota para extrair (m,) apresentaram os menores valores
tanto para café verde quanto para café torrado. Este resultado deve-se ao fato da resolugdo
da balanca ser a unica fonte de incerteza considerada.

Os valores elevados para a incerteza relacionada a fonte area do analito podem
demonstrar possiveis problemas na repetitividade do equipamento.

4.4.7.10. Incerteza padrao combinada (u,)

A incerteza padrdo combinada para a determinacdo de ocratoxina A foi obtida através
da raiz da soma quadratica de todas as incertezas relativas obtidas para cada grandeza de
entrada conforme (Tabela 32), multiplicada pela fragdo massica média de ocratoxina A
obtida no ponto central para cada determinagdo, 11,50 pg/kg e 4,63 pg/kg no café verde e no
café torrado, respectivamente.

Os valores obtidos para incerteza padrdo combinada (u.) foram de 0,49 pg/kg e 0,27
ng/kg para café verde e café torrado, respectivamente.

4.4.7.11 Incerteza expandida (U)
Para finalizar os resultados dos calculos de incerteza, obteve-se a incerteza expandida
(U), no qual multiplicou-se a u. obtida para café verde e café torrado com seu & respectivo.

Como as contribuigdes das fontes de incerteza predominantes, que apresentaram
maior valor, foram do tipo A, ou seja, obtidas experimentalmente tanto para café verde e
como para o café torrado, houve necessidade de se calcular o fator de abrangéncia k& a partir

do calculo do grau de liberdade efetivo (Veff) considerando o valor de cada fonte de

incerteza relativa tipo A e o numero de replicatas de analise, atribuindo uma contribuicao de
95,0 % (Tabela 33).

Tabela 33. Valor de Grau de liberdade efetivo (), ff) e fator de abrangéncia (k) para café

verde e café torrado, respectivamente.

café verde café torrado
Vv eff 12 11
k 2,23 2,25

As incertezas expendidas (U) foram de 1,11 e 0,63; que correspondem a contribui¢do
percentual de 9,7 % e 13,6 % em relacdo ao valor medido para o fator de abrangéncia
calculado de 2,23 e 2,25 para café verde e café torrado, respectivamente

Desta forma, como resultado final da analise tem-se, para fragdo massica de
ocratoxina A o resultado de w = (11,50 = 1,11) ug/kg e w = (4,63 = 0,63) pg/kg para a
incerteza expandida para café verde e café torrado na concentragdo do ponto central da curva
de calibragao.
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4.5 Estabilidade

A solugdo padrao da solugdo de OTA permaneceu estavel por 30 dias nas
temperaturas de geladeira e camara fria, 4 °C e - 20 °C, respectivamente No entanto, a
temperatura ambiente (20 °C) a solu¢do de OTA permaneceu estavel apenas por 7 dias,
apresentando ap0s este tempo variacdo superior a 10 %.

A partir deste resultado, foi testada a estabilidade dos extratos de café verde e café
torrado na temperatura de 4 °C e - 20 °C, e constatou-se a variagao de 10 % das 4reas obtidas
no periodo superior a 15 dias para ambos os cafés.

4.6 Analise de Amostras de Café Torrado

O resultado mostrou que das 40 amostras de café torrado e moido analisadas, 13
amostras apresentaram niveis detectaveis entre 3,07221 a 9,61161 pg/kg de OTA,
representado 32,5 % do total de amostras. Duas amostras apresentaram niveis abaixo de 5,0
ng/kg, limite permitido para presenca de OTA no café torrado, representando 5,0 % do total.
No entanto, 25 amostras, representando 62,5 %, ndo apresentaram OTA.

4.7 Teor de Umidade da Matriz de Café Verde e Café Torrado

Os resultados encontrados ndo foram considerados valores aberrantes, quando
aplicado o teste de Grubbs, ndo sendo excluido nenhum resultado nos célculos posteriores.

Os resultados encontrados para o teor de umidade do café verde e no café torrado,
variaram de 5,34-5,49 % e 1,56-1,59 % , respectivamente, estando em concordancia com os
limites estabelecidos na literatura (CLARKE, 1985).

A Tabela 34 apresenta a média, o desvio padrdo e o coeficiente de variagdo para as
replicatas obtidas através dos resultados obtidos para teror de umidade (%) pelo método de
secagem em estufa a 105 °C para café verde e torrado.

Tabela 34. Média, desvio padriao e coeficiente de variagao (CV) do teor de umidade para
amostra de café verde e café torrado.

Teor de Umidade (%)

Replicatas Verde Torrado

1 5,34751 1,57599

2 5,41973 1,59473

3 5,49363 1,56131

4 5,34847 1,58660

Média 5,40234 1,57966
Desvio Padrao 0,06030 0,01251
CvV 1,11618 0,79170

4.8 Pureza da Solugdo Padrao de Ocratoxina A

O presente método foi considerado preciso por assumir que os analitos ¢ as
impurezas foram eluidos, detectados e tiveram a mesma resposta, ou seja, 0 mesmo
coeficiente de absor¢dao molar no UV (SCHUMACHER, 2007)
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As condi¢des cromatograficas foram adquiridas através do certificado de andlise da
LGC de acordo com JOSEPHS et al (2006) e adaptadas conforme descrito na Tabela 35.

Tabela 35. Condi¢des cromatograficas do método para determinacdo de pureza.

Fase movel agua: acetonitrila: acido fosforico (60:40:1)
Bomba Isocratico

Fluxo 0,4 mL/min

Volume de injecdo 10 uL

Numero de injecoes 9

Tempo de andlise 20 min

Os parametros de integragdo foram otimizados para analise de OTA por CLAE-DAD
para cada coluna cromatografica, sendo monitorada a banda espectral na faixa de 190 a 350
nm para OTA, encontrando o comprimento de onda maximo de 215 nm e 216 nm para as
coluna Cg e Cys, respectivamente (Tabela 36).

Tabela 36. Parametros de integragdo CLAE-DAD utilizando as colunas cromatograficas
Pursuit Cg e Cys.

Coluna Cromatogrdfica

CS C18
Comprimento de onda 215 nm 216 nm
Largura 10 25
Inclinagao 100 100
Desvio 5000 500
T.DBL 10 100
Min Area/Altura 100 100

As areas dos picos obtidos na integracao da OTA e da fase movel foram inseridas em
uma planilha do Microsoft Excel, onde foram calculadas as areas totais dos analitos e dos
interferentes. A partir dessas areas foi calculado o valor da pureza e a incerteza padrdo da
solucdo padrao de OTA.

A Figura 28 apresenta os cromatogramas da solu¢do padrdo de OTA nas colunas
Pursuit Cg e Cis. A diferenga de polaridade das colunas foi adequada para a separacao
cromatografica dos componentes de impureza presentes em solugdo padrao do componente
priméario (OTA) usado para determinacdo da pureza. Os picos cromatograficos do analito em
questdo (OTA) apresentaram boa resolugcdo cromatografica para as duas colunas e picos
minoritarios de impureza também puderam ser detectados.
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Figura 28. Cromatogramas da solugdo padrdo de ocratoxina A nas colunas Pursuit Cg (a) €
Pursuit Cig (b) na analise de determinacdo na pureza cromatografica.

O resultado final deve levar em considera¢do os valores obtidos através das colunas
cromatograficas, se nao houver diferenca significativa entre elas, calculando-se a pureza
média. No entanto, como os resultados de pureza para as colunas cromatograficas foram
significativamente diferentes com valores de 97,993 % e 98,819 % para Cg e Cig,
respectivamente. O resultado de pureza final foi obtido através da coluna que detectou maior
numero de impurezas, a Cs. Este resultado encontrado referente ao valor de pureza foi
concordante com o mencionado pelo fabricante no valor de 98,0 %.
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4.9 Comparacgdo dos resultados obtidos através das técnicas CLAE-FLD e CLAE-EM/EM

Para a técnica de cromatografia liquida com detector de fluorescéncia (CLAE-FLD),
os procedimentos analiticos foram considerados lineares em toda a faixa de trabalho da
curva de calibragdo com valores 0,99483 e 0,97709 para matriz café verde e café torrado,
respectivamente. Para avaliacdo da homocedasticidade dos resultados foi realizado o teste de
Cochran, onde foram comparados os valores de Ceaiculado €OM Ciabelado. Observou-se que o
Cealeutado (0,5352) € Ceatcutado (0,2460) foram menores que o valor de Ciapelado (0,68380) para
os cinco niveis de concentra¢do em triplicata da curva de calibracdo preparada nas matrizes
de café verde e café torrado, respectivamente. Desta forma, a distribuicdo para os dois
métodos, café verde e torrado, foi considerada homocedastica, indicando a variacdo de
pontos homogénea durante toda a faixa de trabalho.

A Tabela 37 apresenta os resultados obtidos nos parametros linearidade, recuperacao,
desvio padrio relativo para repetitividade (DPR;), desvio padrdo relativo para
reprodutibilidade (DPRR) e o tempo de retengdo (TR), utilizados para comparacdo entre as
duas técnicas de CLAE-FLD e CLAE-EM/EM.

Tabela 37. Parametros de comparacdo entre a técnica CLAE-FLD ¢ CLAE-EM/EM no café
verde e café torrado.

CLAE - FLD CLAE - EM/EM
Café Café Café Café
Verde Torrado Verde Torrado
Coeficiente 0,99483 0,97709 0,98188 0,91754
determinagdo
Linearidade (1)
Coeficiente 12592 6355,2 69817.,9 239065.9
angular
Teste Cochran 0,5352 0,2460 0,5428 0,5882
Recuperacio 77,82- 79,54- 90,45- 89,02-108,85
115,67 99,51 108,81
DPR, 0,30-3,19 0,49-12,82 5,39-9,94 2,43-13,73
DPRp. e e 2,20-14,34 12,57-17,84
TR (minutos) 7,543 ¢ 7,614 1,40

A sensibilidade do método CLAE-FLD expressa através da inclinagdo da reta que foi
12592 e 6355,2 para café verde e café torrado, respectivamente. Estes resultados
apresentaram valores menores do que os comparados para as curvas de calibragdo do
método CLAE-EM/EM, 69817,90 e¢ de 239065,85 para café verde e café torrado,
respectivamente. Como uma maior inclinag@o da reta, ou seja, um maior coeficiente angular
corresponde a uma maior sensibilidade, pode-se concluir que o método CLAE-EM/EM se
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mostrou mais sensivel do que o CLAE-FLD para determinacdo de ocratoxina A, pois
pequenas variagdes de concentragdo resultaram em uma maior varia¢ao da resposta.

Os cromatogramas obtidos para os extratos de café¢ verde e torrado nas concentragdes
13,0 pg/kg e 5,0 ng/kg através da técnica CLAE-FLD estdo descritos na Figura 29 e Figura
30, respectivamente. A ocratoxina A eluiu nos tempos de retengdo de 7,543 e 7,614 minutos
no café verde e café torrado, respectivamente.
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Figura 29. Cromatograma de extrato de café verde fortificado com ocratoxina A na
concentragdo de 13,0 ng/kg através da técnica CLAE-FLD.
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Figura 30. Cromatograma de extrato de café torrado fortificado com ocratoxina A na
concentragdo de 5,0 ug/kg através da técnica CLAE-FLD.

Através destes cromatogramas, pode-se observar a presenga de inimeros picos,
diferentes da ocratoxina A demonstrando a pouca seletividade dessa técnica para
determinagdo de ocratoxina A no café verde e torrado. Desta forma, a quantificacdo dessa
substancia por essa técnica pode gerar resultados erroneos de falso positivo, uma vez que
outras substancias podem estar coeluindo no mesmo tempo de retengdo da ocratoxina A.

Os cromatogramas obtidos para os extratos de café verde e torrado nas concentragdes
de 13,0 pg/kg e 5,0 pg/kg através da técnica de cromatografia liquida acoplada ao detector
de espectrometria de massas (CLAE-EM/EM) estdo descritos nas Figura 31 e Figura 32,
respectivamente. A ocratoxina A eluiu no tempo de retencdo de 1,40 minutos para ambas as
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matrizes, café verde e torrado. Desta forma, a técnica CLAE-EM/EM se mostrou mais
rapida do que a CLAE-FLD e observou-se que os cromatogramas obtidos pela técnica de
CLAE-EM/EM s@o seletivos ¢ a possibilidade de interferéncia de outros picos no mesmo
tempo de reten¢do ndo ocorre, devido ao monitoramento dos ions especificos, como a razéo
massa carga 239 para ocratoxina A.
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Figura 31. Cromatograma de extrato de café verde fortificado com ocratoxina A na
concentracdo de 13,0 pg/kg através da técnica CLAE-EM/EM.
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Figura 32. Cromatograma de extrato de café torrado fortificado com ocratoxina A na
concentragdo de 5,0 pug/kg através da técnica CLAE-EM/EM.

Os valores de Recuperagdo média e Repetitividade (DPR;) encontrados na
determinag@o de ocratoxina A por CLAE-FLD para amostras de café verde e café torrado
fortificadas nos pontos baixo, médio e alto, estdo apresentados nas Tabela 38 e Tabela 39.
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Tabela 38. Valores de recuperacdo e repetitividade (DPR;) para amostras de café verde
utilizando CLAE-FLD.

Concentragdo (ug/kg) Recuperacdo (%) DPR ; (%)
5,0 77,82 1,22
13,0 115,67 3,19
20,0 91,64 0,30

Para o café verde os valores das recuperagdes médias e DPR; (%) variaram na faixa
de 77,82 — 115,67 % e de 0,30 — 3,19 %, respectivamente nos trés niveis de contaminacao.
Os resultados de recuperacdo nas concentragoes baixa (5,0 pg/kg) e alta (20,0 pg/kg)
encontram-se dentro dos limites comumente aceitaveis pela Comissdo do Codex
Alimentarius (70-110 %). No entanto, o ponto médio (13,0 pg/kg ) apresentou valor superior
a faixa estabelecida. Este resultado pode ter ocorrido devido a presenca de interferente, que
pode ter coeluido no mesmo tempo de retengdo da ocratoxina A.

Os resultados de recuperacao obtidos foram melhores que os relatados por SUGITA-
KONISHI et al. (2006) (59,0%). Os valores de DPR; % foram menores que os reportados
por DIAZ et al. (2004) (14,3 a 15,5 %), GILBERT; ANKLAM (2002) (21,0 a 32,0 %),
VARGAS et al. (2005) (7,42 a 20,94 %) e que os valores reportados por VENTURA et al.
(2003) (4,0 %). Desta forma, os resultados apresentaram pouca varia¢do e boa repetitividade
nos resultados.

Tabela 39. Valores de recuperagdo e repetitividade (DPR,) para amostras de café torrado
utilizando CLAE-FLD.

Concentragdao (pg/kg) Recuperacao (%) DPR ; (%)
3,5 99,51 12,24
5,0 79,54 12,82
6,5 80,09 0,49

Para café torrado os valores das recuperacdes médias e DPR; (%) variaram na faixa
de 79,54 — 99,51 % e de 0,49 — 12,82 %, respectivamente, nos trés niveis de contaminagao
baixo (3,5 ng/kg), médio (5,0 pg/kg) e alto (6,5 pg/kg). Todos os resultados de recuperacio
dos pontos de concentragdo encontram-se dentro dos limites comumente aceitaveis pela
Comissdo do Codex Alimentarius (70-110 %) e foram similares aos obtidos na literatura
como ENTERWISE et al. (2001) (65,0 - 97,0 %). Os valores obtidos de DPR; do presente
método foram melhores quando comparados a GILBERT; ANKLAM (2002) (21,0 - 32,0
%). Os desvios padrdes relativos para café verde (DPR; %) foram inferiores aos encontrados
para café¢ torrado para toda faixa estudada, isto provavelmente estd relacionado a
complexidade da matriz uma vez que com o processo de torrefacdo, muitos compostos sdo
formados.

Para comparagdo entre os métodos propostos foi realizado também o teste F para
comparacdo das variancias das curvas. Os resultados encontrados foram que 0 Fcajculado tanto
para o método café verde (1,01611) quanto para o café torrado (1,31712), apresentaram
valores menores que 0 Fipelado (19,000), as variancias foram consideradas estatisticamente
semelhantes. Foi realizado também o teste t considerando a hipotese de médias
estatisticamente equivalentes, onde 0 t caicutado, tanto para o café verde (0,07066) quanto para
o café torrado (1,11216) apresentaram valores inferiores ao tipelado (2,77644), indicando a
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equivaléncia entre os resultados obtidos para ambas as técnicas, de CLAE-FLD e de CLAE-
EM/EM. Estes resultados estdo disponiveis nos anexos H e I, para café verde e café torrado,
respectivamente.
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5 CONCLUSOES

A técnica CLAE-IEN-EM/EM em combinacdo com MSR se mostrou sensivel para
determinac¢ao de OTA no café verde e no café torrado.

Os resultados obtidos da validagdo dos métodos propostos encontram-se dentro dos
limites comumente aceitaveis na literatura

O Fealculado para os métodos café verde (25,2152) e café torrado (104,0353) foram
superiores a0 Fipelado (4,0426). O tearcuiado para o café verde (5,0214) e café torrado (10,1997)
apresentaram valores maiores que 0 tipelado (2,0106). Estes resultados comprovaram o efeito
matriz para café verde e café torrado.

Os métodos foram considerados lineares em toda a faixa de trabalho da curva de
calibracdo com os coeficientes de determinacdo linear (r) de 0,98188 e 0,91754 para matriz
café verde e café torrado, respectivamente.

O limite de quantificagdo e detecgdo para os métodos propostos foram de 1,2 pg/kg e
3,0 pg/kg para café verde e 0,36 pg/kg e 1,0 ng/kg para café torrado.

Os valores das recuperacdes médias, DPR; e DPRy variaram na faixa de 90,45 -
108,81 %, 5,39 - 9,94 % e 2,20 - 14,34 % para café verde; e de 89,02 - 108,85 %, de 2,43 -
13,73 % e 12,57 -17,84 %, para café torrado.

A técnica CLAE-EM/EM se mostrou adequada para determinag@o de ocratoxina A
no café verde e café torrado por ser seletiva e mais radpida do que a técnica CLAE-FLD
comumente utilizada para determinagdo desta substancia nestas matrizes.

Os resultados de medicdo e as incertezas expandidas (U) para ocratoxina A foram as
fragdes massicas W= (11,50 + 1,11) pg’kg e W= (4,63 £ 0,63) png/kg para café verde e café
torrado, respectivamente. Este trabalho € pioneiro na criagdo de métodos validados para
determinagdo de ocratoxina A nas matrizes café verde e café torrado utilizando a técnica de
CLAE-IEN-EM/EM e estimando a incerteza de medigao.

Este trabalho de tese foi de grande valia para a metrologia quimica no Brasil, pois
permitiu promover ensaios com confiabilidade metrologica, contribuindo para a melhoria da
capacidade técnica na realizagdo de andlises de residuos de ocratoxina A no café verde e
café torrado.

Este trabalho € o primeiro passo para a futura produg¢do e certificagdo de material de
referéncia certificado (MRC) para OTA no café¢ verde e café torrado no INMETRO,
comercialmente inexistente no mundo.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Produzir, Caracterizar, Homogeneizar ¢ Estudar a estabilidade para produgio de
Materiais de Referéncia Certificados (MRC) para OTA no café verde e café torrado, ainda
comercialmente inexistentes no mundo.

Contribuir disponibilizando amostras para realizacdo de Ensaios de Proficiéncia (EP)
a fim de auxiliar laboratorios em analise de OTA no Brasil.

Desenvolver e validar metodologias utilizando padrdes marcados isotopicamente
(OTA C13), método primario de medicao.

Contribuir para a melhoria do desempenho de laboratorios nacionais na realizagdo de
analises de residuos de ocratoxina A em café verde e torrado, disponibilizando os métodos
desenvolvidos.

Aplicar esta metodologia em outros alimentos, como cereais (trigo, aveia, cevada,
milho) e produtos de cereais; bebidas (vinho, suco de uva, cerveja); frutas secas (passas);
graos (soja, cacau), cha, temperos e produtos de origem animal.
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8 ANEXOS

ANEXO A. FLUXOGRAMA DA EXTRACAO DE OCRATOXINA A PARA O CAFE
VERDE E TORRADO.

Amostra de Café
25g+0,1g <= Fortificagdo

Extracao
Liquido-Liquido
(Blender)

Filtracdo sob
vacuo

Evaporagao CLAE- EM/EM

para secagem/
Reconstituicio
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ANEXO B. ESPECTROS NA REGIAO DO VISiVE~L (UV) PARA SOLUCAO DE
DICROMATO DE POTASSIO NAS CONCENTRACOES DE 0,250 mM, 0,125 mM E
0,0625 mM, EM TRIPLICATA, RESPECTIVAMENTE.

File Name: SOL 0,250 mM

No.  Wavelength (nm.) Abs.
1 350,10 0,8185

1.000

0,000 L L
32000 330.0 340

L
.0 350.0 3600 3700
' avelength [nm.]

File Name: SOL 0,250 mM_2

No.  Wavelength (nm.) Abs.
1 350,00 0,8190

1.000,

L=

0000l L L
3200 3300 340

L
.0 3600 3700
W avelength [nim.]
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File Name: SOL 0,250 mM_3
3% Leitura:
No.  Wavelength (nm.) Abs.
1 349,70 0,8190

1.000, T T T T

w oI

0.oool L L L L
3200 330.0 3400 350.0 3600 370.0
“wavelength [hm.]

File Name: SOL 0, 125 mM

No.  Wavelength (nm.) Abs.
1 349,60 0,4039
1.000, T T T T
X . i
R 1
0.000 L L 1 |
3200 3300 240 0.0 3E0.0 3700

L0 35
“wavelength [hm.]
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File Name: SOL 0, 125 mM_2

No.  Wavelength (nm.) Abs.
1 349,30 0,4038
1.000 T T T T
. L |
b
s 1
0.000 L L 1 L
3200 3300 3400 3500 3600 3700
wfAavelennth (nm 1
File Name: SOL 0, 125 mM _3
No.  Wavelength (nm.) Abs.
1 349,70 0,4038
1.000 T T T T
. L 4
b
0,000 L L L L
3200 3300 3400 50.0 3E0.0 3700

. 3
Wavelength [hm.]
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File Name: SOL 0, 0625 mM

No.  Wavelength (nm.)

Abs.

0,1986

1 349,60
1.000
) L
b
0000

File Name: SOL 0, 0625 mM_2

No.  Wavelength (nm.)

Abs.

0,1985

340

3700

1 348,60
1,000,
. L
0,000

3200

34

3700
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File Name: SOL 0, 0625 mM_3

No.  Wavelength (nm.) Abs.
1 348,50 0,1985
1.000, T T T T
) L _
b
1
0,000 L L 1 L
320.0 3300 340, 3600 370.0
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ANEXO C. ESPECTROS NA REGIAO DO VISIiVEL (UV) PARA

DETERMINACA

O DE SOLUCAO DE OCRATOXINA A.

Sol 0209
No.  Wavelength (nm.) Abs.
1 333,00 0,7462
1.000,
S
b
0.000 1 1 1
320.0 330.0 2400 3500 3600 370.0
“Wavelength [nim.]
Sol 0209(2)
No.  Wavelength (nm.) Abs.
1 333,10 0,7458
1.000,
A
b

0,000

L L
3200 3300 340

L
L0 350.0 360.0 3700
“wavelength [nim.]
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S010209(3)

No.  Wavelength (nm.)

1 332,90
1.000,
5
0,000

3200

330.0

340

.0 3500
“Wavelength [nm.]

3600

3700
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ANEXO D. COMPROVACAO DO EFEITO DE MATRIZ PARA A MATRIZ CAFE

VERDE ATRAVES DO TESTE F E TESTE T STUDENT.

Teste-F: duas amostras para variancias

Variavel 1 Variavel 2
Média 2046941,08 815629,24
Variancia 1,33209E+12 1,71094E+11
Observagdes 25 25
gl 24 24
F 7,785730282
P(F<=f) uni-caudal 1,89416E-06
F critico uni-caudal 1,983759568
Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Variavel 1 Variavel 2
Média 2046941,08 815629,24
Variancia 1,33209E+12 1,71094E+11
Observagdes 25 25
Hipdtese da diferenga de média 0
gl 30
Stat t 5,021477077
P(T<=t) uni-caudal 1,09629E-05
t critico uni-caudal 1,697260851
P(T<=t) bi-caudal 2,19259E-05

t critico bi-caudal 2,042272449
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ANEXO E. COMPROVACAO DO EFEITO DE MATRIZ PARA A MATRIZ CAFE

TORRADO ATRAVES DO TESTE F E TESTE T STUDENT.

Teste-F: duas amostras para variancias

Variavel 1 Variavel 2
Média 5077880 1702080
Variancia 2,63411E+12 1,04386E+11
Observagdes 25 25
gl 24 24
F 25,23424291
P(F<=f) uni-caudal 8,58323E-12
F critico uni-caudal 1,983759568
Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Variavel 1 Variavel 2
Média 5077880 1702080
Variancia 2,63411E+12 1,04386E+11
Observagdes 25 25
Hipdtese da diferenga de média 0
gl 26
Stat t 10,19977201
P(T<=t) uni-caudal 7,01042E-11
t critico uni-caudal 1,705617901
P(T<=t) bi-caudal 1,40208E-10

t critico bi-caudal 2,055529418
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ANEXO F. COMPARACAO ENTRE ANALISTAS NA ANALISE DE

OCRATOXINA A NO CAFE VERDE POR CLAE-EM/EM

Teste-F: duas amostras para

variancias

Variavel 1 Variavel 2
Média 11,01849676 11,13650445
Variancia 52,04232453 39,07805387
Observagdes 3 3
gl 2 2
F 1,331753232
P(F<=f) uni-caudal 0,428861848
F critico uni-caudal 19
Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Variavel 1 Variavel 2

Média 11,13650445 11,01849676
Variancia 39,07805387 52,04232453
Observagdes 3 3
Variancia agrupada 45,5601892
Hipotese da diferenga de média 0
gl 4
Stat t 0,021412293
P(T<=t) uni-caudal 0,491971157
t critico uni-caudal 2,131846782
P(T<=t) bi-caudal 0,983942314

t critico bi-caudal 2,776445105
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ANEXO G. COMPARACAO ENTRE ANALISTAS NA ANALISE DE

OCRATOXINA A NO CAFE TORRADO POR CLAE-EM/EM

Teste-F: duas amostras para variancias

Variavel 1 Variavel 2

Média 4,65877005 4,276198551
Variancia 0,45971609 0,065801118
Observagdes 3 3
gl 2 2
F 6,986448007
P(F<=f) uni-caudal 0,125212109
F critico uni-caudal 19
Teste-t: duas amostras presumindo varidncias equivalentes

Variavel 1 Variavel 2
Média 4,65877005 4,276198551
Variancia 0,45971609 0,065801118
Observagdes 3 3
Variancia agrupada 0,262758604
Hipotese da diferenga de média 0
gl 4
Stat t 0,91407066
P(T<=t) uni-caudal 0,206197026
t critico uni-caudal 2,131846782
P(T<=t) bi-caudal 0,412394052

t critico bi-caudal 2,776445105
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ANEXO H. COMPARA~CAO ENTRE AS TECNICAS CLAE-FLD E CLAE-EM/EM
PARA DETERMINACAO DE OCRATOXINA A NA MATRIZ CAFE VERDE.

Teste-F: duas amostras para variancias

Variavel 1 Variavel 2

Média 11,13650445 10,77723344
Variancia 39,07805387 38,4582447
Observagdes 3 3
gl 2 2
F 1,016116419

P(F<=f) uni-caudal 0,496003103

F critico uni-caudal 19

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Variavel 1 Variavel 2

Média 11,13650445 10,77723344
Variancia 39,07805387 38,4582447
Observagdes 3 3
Variancia agrupada 38,76814929

Hipdtese da diferenga de média 0

gl 4

Stat t 0,070669215

P(T<=t) uni-caudal 0,473526581

t critico uni-caudal 2,131846782

P(T<=t) bi-caudal 0,947053162

t critico bi-caudal 2,776445105
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ANEXO I. COMPARA(;AO ENTRE AS TECNICAS CLAE-FLD E CLAE-EM/EM
PARA DETERMINACAO DE OCRATOXINA A NA MATRIZ CAFE TORRADO.

Variavel 1 Variavel 2
Média 3,996056 4,65877
Variancia 0,605502 0,459716
Observagdes 3 3
gl 2 2
F 1,317121
P(F<=f) uni-caudal 0,43157
F critico uni-caudal 19
Variavel 1 Variavel 2
Média 4,65877 3,996056
Variancia 0,459716 0,605502
Observagdes 3 3
Variancia agrupada 0,532609
Hipdtese da diferenga de média 0
al 4
Stat t 1,112162
P(T<=t) uni-caudal 0,164201
t critico uni-caudal 2,131847
P(T<=t) bi-caudal 0,328403
t critico bi-caudal 2,776445
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ANEXO J. DADOS

CALIBRACAO (EM TRIPLICATA) NO CAFE VERDE.

OBTIDOS PARA OS CINCOS PONTOS DA CURVA DE

Curva de X y Y cale Ay (4y)"2 x"2 Xi-xm (xi-xm)"2

calibragdo
1-1 1,764463275 219139 246234,7584 27095,75835 734180121 3,113331 -4,94747 24,4775
1-2 1,764463275 215108 246234,7584 31126,75835 968875086 3,113331 -4,94747 24,4775
1-3 1,764463275 218619 246234,7584 27615,75835 762630109 3,113331 -4,94747 24,4775
2-1 4,626943508 530319 562205,3975 31886,39747 1016742344 21,40861 -2,08499 4,347201
2-2 4,626943508 616630 562205,3975 54424,60253 2962037360 21,40861 -2,08499 4,347201
2-3 4,626943508 576730  562205,3975 14524,60253 210964079 21,40861 -2,08499 4347201
3-1 6,678228453 784284  788633,4466 4349,446645 18917686,1 44,59874 -0,03371 0,001136
3-2 6,678228453 784176 788633,4466 4457,446645 19868830,6 44,59874 -0,03371 0,001136
33 6,678228453 775311 788633,4466 13322,44665 177487585 44,59874 -0,03371 0,001136
4-1 9,22794747 1225000 1070080,402 154919,5976 2,4E+10 85,15501  2,51601 6,330305
4-2 9,22794747 1162000 1070080,402 91919,59762 8449212427 85,15501  2,51601 6,330305
4-3 9,22794747 1153000 1070080,402 82919,59762 6875659670 85,15501  2,51601 6,330305
5-1 11,26210616 1207000 1294617,995 87617,99515 7676913074 126,835 4,550168 20,70403
5-2 11,26210616 1209000 1294617,995 85617,99515 7330441094 126,835 4,550168 20,70403
5-3 11,26210616 1209000 1294617,995 85617,99515 7330441094 126,835 4,550168 20,70403
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ANEXO H. DADOS OBTIDOS PARA OS CINCOS PONTOS DA CURVA DE
CALIBRACAO (EM TRIPLICATA) NO CAFE TORRADO.

Curva de X y Y calc Ay (Ay)"2 x"2 Xi-xm (xi-xm)"2

calibragdo
1-1 1,796429083 1391000 1286759,841 104240,1588 1,0866E+10 3,227157 -1,12352 1,262298
1-2 1,796429083 1280000 1286759,841 6759,841222 45695453,3 3,227157 -1,12352 1,262298
1-3 1,796429083 1518000 1286759,841 231240,1588 5,3472E+10 3,227157 -1,12352 1,262298
2-1 2,413068598 1433000 1569583,922 136583,9225 1,8655E+10 5,8229 -0,50688 0,256928
2-2 2,413068598 1446000 1569583,922 123583,9225 1,5273E+10 5,8229 -0,50688 0,256928
2-3 2,413068598 1453000 1569583,922 116583,9225 1,3592E+10 5,8229  -0,50688 0,256928
3-1 2,927569131 1667000 1805561,568 138561,5675 1,9199E+10 8,570661  0,00762 5,81E-05
3-2 2,927569131 1882000 1805561,568 76438,43247 5842833959 8,570661  0,00762 5,81E-05
33 2,927569131 1778000 1805561,568 27561,56753 759640005 8,570661  0,00762 5,81E-05
4-1 3,514563416 2129000 2074788,751 54211,24949 2938859571 12,35216 0,594614 0,353566
4-2 3,514563416 2261000 2074788,751 186211,2495 3,4675E+10 12,35216 0,594614 0,353566
4-3 3,514563416 1748000 2074788,751 326788,7505 1,0679E+11 12,35216 0,594614 0,353566
5-1 3,948115878 2314000 2273639,252 40360,74839 1628990010 15,58762 1,028167 1,057127
5-2 3,948115878 2517000 2273639,252 243360,7484 5,9224E+10 15,58762 1,028167 1,057127
5-3 3,948115878 2214000 2273639,252 59639,25161 3556840333 15,58762 1,028167 1,057127
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