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CAPÍTULO 1 - REFERENCIAL TEÓRICO  

 
 
1 INTRODUÇÃO 

 

Os fungos em determinadas condições ambientais podem produzir 

metabólitos secundários (SHWAB; KELLER, 2008). Esses compostos não 

são essenciais para o crescimento, desenvolvimento ou reprodução dessas 

espécies (KHALDI et al., 2010). Entretanto, podem ser utilizados como uma 

forma de defesa, aumentando a resistência desses microrganismos 

(ROHLFS; CHURCHILL, 2011). Dessa forma, essas substâncias podem 

apresentar propriedades antibióticas (RANČIĆ et al., 2006), fitotóxicas 

(PEDRAS et al., 2009) e, quando tóxicas para animais e humanos, são 

zootóxicas e denominadas de micotoxinas (MAGAN et al., 2011). 

As micotoxinas geralmente apresentam baixa massa molecular e são 

contaminantes naturais de produtos agrícolas (ZAIN, 2011). Além disso, 

geram prejuízos econômicos, pois podem deteriorar a qualidade dos produtos 

e, por isso, se apresentam como uma barreira na comercialização (LEUNG et 

al., 2006; DUARTE et al., 2010).   

O grupo das ocratoxinas é composto, principalmente, pela ocratoxina 

A, B e C. A ocratoxina A (OTA) apresenta maior propriedade tóxica e 

ocorrência em diversas matrizes alimentares (REMIRO et al., 2010). A 

contaminação de uvas e produtos processados por diferentes níveis dessa 

micotoxina desperta grande interesse, pois a cultura da uva apresenta 

elevada importância econômica, podendo ser comercializada em sua forma in 

natura ou processada (uvas passas, suco e vinho).  Uvas passas e suco de 

uva são exemplos de produtos com alta taxa de consumo por adultos e 

crianças que, por consequência, se apresentam como rota de entrada desta 

micotoxina na cadeia alimentar humana. 

As análises de OTA, em diferentes matrizes, envolvem etapas de 

extração, limpeza dos extratos e quantificação. Nesse sentido, os métodos 

tradicionais de extração demandam alto tempo de execução e gasto de 

solventes. Na limpeza dos extratos têm sido utilizadas as colunas de 
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imunoafinidade (GHALI et al., 2009), que apresentam custo elevado. A 

quantificação é realizada pela técnica de cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) acoplada a detectores de fluorescência (ARESTA et al., 

2006) ou espectrômetro de massas (LEITNER et al., 2002). Embora o uso 

desses detectores garanta boa sensibilidade, é pouco acessível devido ao 

elevado custo de obtenção e manutenção do equipamento. 

Dessa forma, no presente trabalho, foi desenvolvido um método 

alternativo de extração de OTA em uva e produtos processados (suco de 

uva, vinho e uvas passas). Esse método consistiu na otimização e validação 

da técnica de extração sólido-líquido com purificação em baixa temperatura 

(ESL-PBT) para análises de amostras sólidas e extração líquido-líquido com 

purificação em baixa temperatura (ELL-PBT) de amostras líquidas. A etapa 

de quantificação de OTA foi otimizada utilizando CLAE acoplada ao detector 

de ultravioleta.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Cultura da uva e micotoxinas 

 

O Brasil ocupa o 12º lugar no ranking mundial de produção de uvas 

(FAO, 2010). As uvas verdes e rosadas apresentam grande importância 

nutricional e são comercializadas como produtos frescos ou processados. A 

uva é composta por aproximadamente 88% de água, 10% de carboidratos e 

outros constituintes minoritários, dependendo do tipo de uva (USDA, 2010). A 

casca da uva apresenta-se revestida por uma cera denominada pruína, 

composta principalmente por ácido oleanoico, que a protege contra ataque de 

microrganismos (SHIN et al., 2009).  

Entretanto, a cultura da uva é susceptível a várias doenças que podem 

se manifestar nas raízes, troncos, ramos, folhas, brotos e cachos (NAVES et 

al., 2006). Entre as doenças fúngicas, destaca-se a podridão ácida que 

ocorre em condições de clima com altas temperaturas e umidade (CALDAS 

et al., 2008). Essa doença é causada pelo crescimento de fungos e bactérias 

de maneira simultânea nos frutos (LOUREIRO; MALFEITO-FERREIRA, 

2003).  

Um dos gêneros fúngicos responsáveis por esta doença é o Penicillium 

spp, estirpe fúngica que é potencialmente produtora de micotoxinas em uvas 

(CALDAS et al., 2008). As micotoxinas geram prejuízos econômicos, pois se 

apresentam como barreira na comercialização de produtos agrícolas. Além 

disso, pode oferecer risco à saúde humana (LEUNG et al., 2006). 

As micotoxinas são compostos produzidos durante o metabolismo 

secundário de algumas espécies fúngicas e que apresentam toxicidade para 

humanos e animais (BENNETT; KLICH, 2003; CAST, 2003; AYDOGDU; 

GUCER, 2009). Em alguns casos, causam graves problemas de saúde 

pública (BENNETT; KLICH, 2003).  
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Aproximadamente 400 micotoxinas já foram isoladas (ZINEDINE et al., 

2009). Contudo, as toxinas de maior risco e ocorrência em alimentos são as 

aflatoxinas, ocratoxinas, zearalenona, tricotocenos, fumonisinas, patulina, 

ácido ciclopiazônico e micotoxinas tremorgênicas (RODRÍGUEZ-AMAYA; 

SABINO, 2002). As micotoxinas são produzidas principalmente por quatro 

gêneros de fungos: Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Claviceps 

(PETZINGER; WEIDENBACH, 2002; RODRÍGUEZ-AMAYA; SABINO, 2002). 

 A contaminação de alimentos por micotoxinas pode ocorrer no 

campo, durante a colheita, no armazenamento, no transporte e no 

processamento (SERRA, 2005). Os níveis de micotoxinas podem variar a 

cada ano de acordo com as condições ambientais estabelecidas para o 

crescimento fúngico (DUARTE et al., 2010).  

As culturas que permanecem mais tempo no campo são mais 

susceptíveis ao ataque fúngico e, por isso, podem apresentar maiores níveis 

de micotoxinas (CAST, 2003; SERRA, 2005). Durante e após a colheita, 

procedimentos específicos de manuseio e processamento são adotados, a 

fim de reduzir a contaminação dos alimentos (CAST, 2003).  

A limpeza do material no qual o produto é armazenado, bem como o 

controle da umidade, reduzem as fontes de contaminação (SERRA, 2005). 

Normalmente, nessa etapa é feita a aplicação de fungicidas como medida 

complementar de controle (CAST, 2003). No caso das uvas, alguns 

fungicidas como ciprodinil e fludioxonil têm sido utilizados no controle de 

colonização e produção de micotoxinas como a ocratoxina A (OTA) por 

espécies ocratoxigênicas (VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006).  

 

2.2 Ocratoxina A  

 

As ocratoxinas compreendem um grupo de micotoxinas que 

compartilham semelhanças quanto à estrutura química (REMIRO et al., 

2010). Desse modo, apresentam uma β-fenilalanina ligada a uma 

isocumarina por ligação amida (STEYN, 1995). Dentro desse grupo a 

ocratoxina A (OTA) apresenta propriedades tóxicas acentuadas e ampla 

distribuição nos alimentos e na natureza (BELLÍ et al., 2002). A OTA possui 
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um átomo de cloro como grupo substituinte em sua estrutura química, 

contribuindo para a característica tóxica (SCUSSEL, 1998). A ocratoxina B é 

a menos tóxica e não ocorre de maneira natural. A ocratoxina C também não 

possui ocorrência natural e apesar de ter um átomo de cloro em sua estrutura 

é menos tóxica do que a OTA (JAY, 2005). As estruturas químicas das 

ocratoxinas (A, B e C) estão representadas na FIG. 1. 

 

Figura 1 – Representação das estruturas químicas das ocratoxinas. A: 

Ocratoxina A. B: Ocratoxina B. C: Ocratoxina C 

Fonte: ChemSpider (http://www.chemspider.com) 
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A OTA é um composto cristalino incolor que apresenta o nome IUPAC 

(R)-N-[(5-cloro-3,4-diidro-8-idroxi-3-metil-1-oxo-1(H)-2-benzopiran-7-il) 

carbonil] -L-fenilalanina e cuja estrutura química é representada na FIG. 1A. 

Devido a essa estrutura, a OTA apresenta solubilidade moderada em 

solventes orgânicos polares (VALENTA, 1998), como o metanol e a 

acetonitrila. Apresenta caráter de ácido fraco, com valores de pKa de 4,2 - 

4,4 para o grupo carboxila da fenilalanina e 7,0 - 7,3 para o grupo hidroxila da 

isocumarina (GONZÁLEZ-PEÑA et al., 2004).  

A OTA é uma micotoxina nefrotóxica, com potencial carcinogênico e 

que tem sido encontrada em vários alimentos (BATILLANI; PIETRI, 2002; 

ZAIN, 2011). Essa micotoxina tem sido relacionada à Nefropatia Endêmica 

dos Balcãs (Bulgária, Iugoslávia e Romênia), devido à frequência e o nível 

elevado de ocorrência nos alimentos daquela região (BATILLANI; PIETRI, 

2002).  

Além da nefrotoxicidade evidente, a OTA apresenta propriedades 

carcinogênicas, imunotóxicas e teratogênicas em diversas espécies 

estudadas (ABRUNHOSA et al., 2001;  VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006).  

A OTA é considerada um composto tóxico cumulativo de fácil absorção e 

lenta eliminação e, portanto, pode ser transmitida ao longo da cadeia 

alimentar (CLOUVEL et al., 2008; DUARTE et al., 2010). 
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2.2.1 Limites máximos permitidos de ocratoxina A em alimentos 

 

A OTA pode ocorrer em vários gêneros alimentícios como, por 

exemplo, cereais, frutos secos, café, cerveja, suco de uva e vinho (ZAIN, 

2011). No cenário mundial, os limites máximos para OTA em alimentos têm 

sido de 2 a 10 μg kg
-1

, e para alimentos de consumo infantil, esse limite é de 

0,5 μg kg
-1

 (EC 1881/2006). De um modo geral, os países europeus estão à 

frente nos estudos e regulamentações dos níveis de OTA em alimentos como 

café, vinho, uvas passas e, principalmente, dos alimentos consumidos por 

crianças (ABRUNHOSA et al., 2001). 

No Brasil, em 18 de fevereiro de 2011, foi publicada no Diário Oficial da 

União (DOU) por meio da Portaria nº 354 a Resolução ‐ RDC N° 7 da Anvisa 

os limites máximos toleráveis de várias micotoxinas, dentre estas a OTA, em 

alimentos prontos para oferta ao consumidor e em matérias-primas, conforme 

apresentado na TAB. 1 (ANVISA, 2011). 
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TABELA 1 

Limites máximos tolerados (LMT) para ocratoxina A em diversos produtos 

alimentares 

Micotoxina Alimento LMT (μg kg
-1

) 

Ocratoxina A 

Cereais e derivados, incluindo cevada 

malteada 
10,0 

Feijão 10,0 

Café torrado (moído ou em grão) e café 

solúvel 
10,0 

Vinho e seus derivados 2,00 

Suco de uva e polpa de uva 2,00 

Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, 

inteiro ou triturado, incluindo pimentas, 

pimenta em pó, pimenta de caiena e 

pimentão-doce); Piper spp. (o fruto, 

incluindo a pimenta branca e preta); 

Myristica fragrans (noz-moscada); Zingiber 

officinale (gengibre); Curcuma longa 

(curcuma). Misturas de especiarias que 

contenham uma ou mais das especiarias 

acima indicadas. 

30,0 

Alimentos a base de cereais para 

alimentação infantil (lactentes e crianças 

de primeira infância). 

2,00 

Produtos de cacau e chocolate 

Amêndoa de cacau 
5,00 

Frutas secas e desidratadas 10,0 

Fonte: ANVISA, 2011. 
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2.2.2 Ocorrência de ocratoxina A em uvas e produtos processados 

 

A OTA ocorre em produtos naturais e em produtos processados 

incluindo suco de uva, vinho e uvas passas (BATILLANI; PIETRI 2002). 

Estudos relacionados à produção de OTA em uvas apontam as espécies do 

gênero Aspergillus ochraceus e Aspergillus carbonarius como as principais 

produtoras dessa micotoxina (ABRUNHOSA et al., 2001; AMÉZQUETA et al., 

2009), principalmente, durante o amadurecimento de bagas danificadas 

(SERRA et al., 2006). 

Em relação aos produtos derivados da uva, a ocorrência dessas duas 

espécies fúngicas é comum em uvas passas escuras (TANIWAKIL et al., 

2004). Em virtude desta colonização, este produto apresenta elevados níveis 

de contaminação por OTA e, por ser um produto de alto consumo entre 

crianças e adultos constituem uma importante rota de entrada desta 

micotoxina na cadeia alimentar humana (BATILLANI et al., 2006). A 

contaminação com OTA em uvas passas é maior do que a contaminação em 

vinhos e suco de uva (VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006).  

Nos produtos processados, a contaminação por micotoxinas ocorre em 

virtude do crescimento fúngico e produção desses compostos na matéria-

prima, ainda no campo ou nas distintas fases do processamento (BATILLANI; 

PIETRI, 2002; SHUNDO et al., 2006). A OTA possui elevada estabilidade 

química às etapas de processamento dos alimentos (PRIETO-SIMÓN et al., 

2012). Desse modo, tem sido detectada em bebidas como vinho e suco de 

uva (SHUNDO et al., 2006).  

O vinho é a segunda maior fonte de OTA em alimentos e,  em virtude 

disso, o monitoramento da ocorrência de OTA em uvas representa uma 

preocupação mundial (FABIANI et al., 2010; PENA et al., 2010). A União 

Europeia - (CE) N. 123/2005, estabelece limites de OTA em 2,0 μg kg
-1

 para 

mostos de uvas e derivados. Nos vinhos europeus, pesquisas demonstram 

que os níveis detectáveis de OTA variam entre 0,01 e 3,4 mg L
-1 

(BATILLANI; 

PIETRI, 2002). As análises nessas amostras mostraram que há um gradiente 
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na concentração de OTA, que decresce do vinho tinto, para o rosê e, por fim, 

para o branco (BATILLANI et al., 2006).  

 

2.2.3 Métodos de detecção de ocratoxina A em uvas e produtos 

processados 

 

Para a determinação de OTA são necessárias etapas de extração com 

solvente, clean up (limpeza), identificação e quantificação por cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE). Os principais métodos de extração 

consistem na extração em fase sólida utilizando diversos adsorventes (sílica, 

florisil, C18) e a partição líquido-líquido usando solução aquosa de 

bicarbonato de sódio (VALENTA; 1998; BELLÍ et al., 2002; GHALI et al., 

2009).  

O rendimento e a eficiência da etapa de clean up variam de acordo 

com a complexidade das matrizes analisadas (FABIANI et al., 2010), além 

disso, os baixos níveis de OTA esperados nos diversos alimentos requer 

métodos rápidos e de alta sensibilidade para detecção desta toxina (REMIRO 

et al., 2010). Para o clean up dos extratos, normalmente, é utilizada a 

extração em fase sólida, entretanto essa técnica apresenta sensibilidade 

limitada e alto consumo de solventes. Como alternativa foi desenvolvida a 

metodologia de clean up em colunas de imunoafinidades (CIAs) (DALL’ASTA 

et al., 2004; GIRAUDI et al., 2007; FABIANI et al., 2010).  

Essa técnica posui alta sensibilidade e especificidade, na qual a OTA é 

adsorvida ao anticorpo e os interferentes da matriz podem ser removidos 

(BELLÍ et al., 2002). Além disso, as CIAs reduzem significativamente o uso 

de solventes tóxicos (VISCONTI, 1999; BELLÍ et al., 2002). Entretanto, as 

colunas de imunoafinidades apresentam elevados custos (SÁEZ et al., 2004; 

REINSH et al., 2005).  

A detecção de OTA tem sido realizada frequentemente pela 

combinação de CLAE com detector de massas (EM) (TIMPERIO et al., 2006). 

Contudo, CLAE acoplado ao detector de fluorescência (CLAE-FL) constitui o 

conjunto de técnicas de análises mais comumente utilizadas (VISCONTI et 

al., 1999; LEITNER et al., 2002; BLESA et al., 2004).  
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A TAB. 2 apresenta diferentes metodologias utilizadas na extração, detecção e quantificação de OTA em uvas e produtos 

derivados em alguns trabalhos. 

 

TABELA 2 

Compilação dos métodos usados para determinação de OTA em uva e produtos processados 

 

Extração Clean up Método de Análise Referência 

MgCl2 + tolueno EFS (sílica) 
CLAE-EM 

Água/ácido trifluoroacético 0,05 % + metanol 
BECKER et al., 1998 

5% NaHCO3 + 1 % PEG 8000 CIA 

CLAE-FL 

Acetonitrila/água/ácido acético (99:99:2, 

v/v/v) 

VISCONTI et al., 1999 

5% NaHCO3 + 1 % PEG 8000 CIA 

CLAE- FL 

Acetonitrila/água/ácido acético (99:99:2, 

v/v/v) 

SÁEZ et al., 2004 
ELL (clorofórmio) CIA 

CLAE- FL 

Acetonitrila/água/ácido acético (99:99:2, 

v/v/v) 

EFS (C18) - 

CLAE- FL 

Acetonitrila/água/ácido acético (99:99:2, 

v/v/v) 

EFS (fenilsilano) - CLAE- FL 
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Acetonitrila/água/ácido acético (99:99:2, 

v/v/v) 

Microextração em fase sólida - 

CLAE-FL 

Acetonitrila/água/ácido acético (111/87/2, 

v/v/v) 

ARESTA et al., 2006 

EFS (C18) - 

CLAE-FL 

Acetonitrila/água/ácido acético (49,5:49,5:1, 

v/v/v) 

HÉRNANDEZ et al., 

2006 

Clorofórmio - 
CLAE-FL 

Acetonitrila/água/ácido acético 0,05 % 
TIMPERIO et al., 2006 

Clorofórmio + PEG 1% + 

NaHCO3 
CIA 

CLAE-EM 

Acetonitrila/tampão de amônia (15:85, v/v) 

PEG = polietilenoglicol; EFS = extração em fase sólida; ELL = extração líquido-líquido; CIA = colunas de 

imunoafinidade; CLAE = cromatografia líquida de alta eficiência; FL = detector de fluorescência; EM = espectrômetro 

de massas 
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A extração líquido-líquido com purificação em baixa temperatura (ELL-

PBT) tem sido empregada com sucesso na análise de agrotóxicos em 

matrizes como mel (PINHO et al., 2010). A ELL-PBT consiste no contato 

efetivo entre solvente (fase orgânica) e amostra (fase aquosa), que em 

virtude da miscibilidade de modo característico forma-se um sistema de fase 

única com separação dessas fases apenas após o congelamento. Essa 

técnica combina extração e clean up, reduzindo o número de etapas. Além de 

ser uma técnica simples, apresenta menor gasto de solventes (GOULART et 

al., 2012). Considerando a escolha adequada do solvente essa técnica 

mostra-se promissora para extração de ocratoxina A em diferentes matrizes. 

Em diferentes trabalhos, que utilizam a CLAE acoplada a detectores 

“cegos” como o de fluorescência, a presença de OTA nos extratos tem sido 

confirmada por meio da derivatização do composto (SKAUG et al., 2000; 

JUAN et al., 2007; PENA et al., 2010). Nesse caso, a OTA é submetida a 

uma reação de esterificação, que se dá em meio ácido, entre o agente 

derivatizante (metanol) e o grupo carboxílico da ocratoxina A, com obtenção 

da ocratoxina A derivatizada (FIG. 2). Desta forma, o sinal de OTA é 

convertido no sinal ocratoxina A derivatizada, com maior tempo de retenção 

(SKAUG et al., 2000).  
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Figura 2 – Representação esquemática da reação de derivatização para obtenção da ocratoxina A derivatizada. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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De um modo geral, as reações de derivatização podem ser utilizadas 

para confirmar a presença do analito (JUAN et al., 2007), aumentar a 

sensibilidade do detector (LINO et al., 2006) e garantir a seletividade do 

método. Em nenhum dos trabalhos pesquisados na literatura foi verificado o 

uso dessa reação de derivatização como método de quantificação da OTA. 
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3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Diante do exposto, tanto a extração em fase sólida quanto a extração 

líquido-líquido são técnicas simples, no entanto, apresentam alto consumo de 

solventes, normalmente, tóxicos o que coloca em risco a saúde do analista 

bem como do meio ambiente com o descarte desses resíduos. Desse modo, 

estudos no sentido de propor metodologias alternativas para extração de 

OTA em uva e produtos processados são necessários.  

Nesse sentido, no presente trabalho, foram propostas a otimização e 

validação da extração sólido-líquido com purificação em baixa temperatura 

(ESL-PBT) e a extração líquido-líquido com purificação em baixa temperatura 

(ELL-PBT) de OTA em amostras de uva e produtos processados. Além disso, 

foi utilizado o sistema de CLAE acoplado ao detector de ultravioleta como 

método alternativo na detecção de OTA nessas matrizes. Para garantir a 

seletividade dos métodos otimizados, foi realizada a quantificação indireta da 

OTA na forma derivatizada.   
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

 Otimizar e validar um método analítico alternativo para análise de 

ocratoxina A em uvas e produtos processados. 

 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 Otimizar as condições de análise de ocratoxina A por cromatografia 

líquida de alta eficiência e detecção na região do ultravioleta (CLAE-

UV); 

 Otimizar e validar a extração líquido-líquido com purificação em baixa 

temperatura (ELL-PBT) de ocratoxina A em amostras de vinho e suco 

de uva; 

 Otimizar e validar a extração sólido-líquido com purificação em baixa 

temperatura (ESL-PBT) de ocratoxina A em amostras de uvas 

rosadas e uvas passas escura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 
 
CAPÍTULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE UM NOVO MÉTODO PARA 

DETERMINAÇÃO DE OCRATOXINA A EM UVA E 

PRODUTOS PROCESSADOS POR CROMATOGRAFIA 

LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA  

 

RESUMO 

 

A ocratoxina A é uma micotoxina encontrada em alimentos como uvas 

rosadas e produtos processados industrialmente. Neste trabalho foram 

otimizadas e validadas duas técnicas de extração (líquido-líquido com 

partição em baixa temperatura e sólido-líquido com purificação em baixa 

temperatura) para identificação e quantificação de ocratoxina A em amostras 

de suco de uva, vinho, uvas passas e rosada. Foram avaliadas a influência 

da força iônica, pH e do modo de homogeneização nas porcentagens de 

extração de ocratoxina A. As análises foram realizadas por cromatografia 

líquida de alta eficiência com detector de ultravioleta (CLAE-UV). As técnicas 

apresentaram porcentagens de extração superiores a 66%, e desvio padrão 

inferior a 10 %. A ocratoxina A foi quantificada na forma derivatizada com 

limites de detecção inferiores a 12,5 µg Kg
-1 

para as matrizes sólidas e de 

6,25 µg L
-1 

para as matrizes líquidas. Os limites de quantificação foram de 

41,63 µg Kg
-1 

e iguais a 20,88 µg L
-1

, respectivamente. A resposta 

cromatográfica foi linear para a ocratoxina A derivatizada, com coeficiente de 

determinação superior a 0,99 nas quatro matrizes analisadas. 

 

Palavras-chave: OTA. CLAE-UV. OTA derivatizada. 
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CAPÍTULO 2 - DEVELOPMENT OF A NEW METHOD FOR 

DETERMINATION OF OCHRATOXIN A IN GRAPE AND 

PROCESSED PRODUCTS BY HIGH PERFORMANCE 

LIQUID CHROMATOGRAPHY 

 

 

ABSTRACT 

 
Ochratoxin A is a mycotoxin found in food such as pink grapes and industrially 

processed products. In this work, two extraction techniques (liquid-liquid 

partition at low temperature and solid-liquid purification at low temperature) 

were optimized and validated for identification and quantification of ochratoxin 

A in samples of grape juice, wine, pink grapes and raisins. The influence of 

ionic strength, pH and mode of homogenization on the percentages of 

extraction of ochratoxin A was evaluated. The analyses were performed by 

high performance liquid chromatography coupled with ultraviolet detector 

(HPLC-UV). The techniques showed extraction percentages higher than 66%, 

and standard deviation of less than 10%. Ochratoxin A was quantified as 

derivatized with detection limits lower than 12.5 µg kg
-1
 for solid matrices and 

6.25 µg L
-1

 for liquid matrices. The limits of quantification were 41.63 µg kg
-1

 

and equal to 20.88 µg L
-1

, respectively. The chromatographic response was 

linear for ochratoxin A derivatized, with coefficient of determination higher 

than 0.99 in all four matrices analyzed. 

 
 
Keywords: OTA. HPLC-UV. OTA derivatized. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As micotoxinas são metabólitos fúngicos com propriedades tóxicas 

para o organismo humano (FERNÁNDEZ-CRUZ et al., 2010). A produção 

desses compostos está associada a fatores ambientais como temperatura e 

umidade (ARESTA et al, 2006; AMÉZQUETA et al., 2012) e às condições de 

plantio, colheita e armazenamento da cultura (DUARTE et al., 2010; 

FERNÁNDEZ-CRUZ et al., 2010).  

As ocratoxinas são micotoxinas produzidas por fungos do gênero 

Aspergillus (CABAÑES et al., 2002). Dentre essas, a ocratoxina A (OTA) é 

considerada a mais tóxica apresentando ações nefrotóxicas, teratogênica e 

imunotóxica (VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006). A OTA pode ser detectada em 

diversos alimentos (GIANCARLO et al., 2011) como cereais, café e uva 

(CORONEL et al., 2009). Essa micotoxina apresenta estabilidade moderada 

às etapas de processamento dos alimentos (ARAGUÁS et al., 2005; 

PRIETO-SIMÓN et al., 2012). Dessa forma, é comum sua ocorrência em 

produtos derivados como frutas secas, vinho, cerveja e suco de uva 

(ARAGUÁS et al., 2005).  

No intuito de controlar os limites aceitáveis de OTA, a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) estabeleceu em 2011 os limites 

máximos de ocratoxina A em vários alimentos. Em uva, esse limite é de 2,0 

μg kg
-1

 e, em frutas secas, como as uvas passas é de 10 μg kg
-1

. No âmbito 

internacional, a legislação europeia por meio do regulamento nº 1881 adota o 

limite de 2,0 μg L
-1

 para suco de uva e vinho (COMMISSION REGULATION, 

2006). 

A análise de OTA em alimentos pode ser feita por diferentes métodos 

de extração, purificação e quantificação (AMÉZQUETA et al., 2012). A 

extração líquido-líquido e clean up em fase sólida têm sido utilizadas (SÁEZ 

et al., 2004). Entretanto, apresenta maior tempo de execução e gasto de 

solventes tóxicos, como clorofórmio (AMÉZQUETA et al., 2012). As colunas 

de imunoafinidade (CIAs) também têm sido utilizadas frequentemente como 

método de clean up dos extratos contendo OTA (TIMPERIO et al., 2006; 
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FABIANI et al., 2010). Porém, essas colunas apresentam elevados custos e 

torna-se uma técnica de acesso mais limitado (SÁEZ et al., 2004). 

Uma variação da técnica de extração líquido-líquido que tem sido 

empregada para análise de agrotóxicos em água (VIEIRA et al., 2007) é a 

extração líquido-líquido com partição em baixa temperatura (ELL-PBT). A 

característica principal da ELL-PBT é a formação de fase única envolvendo a 

amostra e solvente orgânico, seguido pela partição apenas pelo abaixamento 

da temperatura (GOULART et al., 2012). A ELL-PBT é uma técnica simples, 

rápida e com baixo consumo de solventes, que promove relativa limpeza dos 

extratos sem a necessidade de instrumentos ou técnicas sofisticadas
 
(VIEIRA 

et al., 2007). Quando empregada em matrizes sólidas, essa técnica é 

denominada extração sólido-líquido com purificação em baixa temperatura 

(ESL-PBT). 

Em relação aos métodos de detecção de OTA, tem sido utilizada a 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao detector de fluorescência 

(VALENTA, 1998; ARESTA et al., 2006; AFSAH-HEJRI et al., 2012). Para 

confirmação de OTA, normalmente, é utilizado o sistema de cromatografia 

líquida com espectrômetro de massas (TIMPERIO et al., 2006). Raros 

trabalhos na literatura têm utilizado técnicas alternativas para detecção da 

ocratoxina A em amostras complexas, como por exemplo, detector por 

arranjo de fotodiodo ou ultravioleta (SOLEAS et al., 2001; ARESTA et al., 

2003). 

O objetivo deste trabalho foi otimizar e validar as técnicas de ELL-

PBT e ESL-PBT de ocratoxina A em amostras de suco de uva, vinho, uvas 

rosada e passa. Os extratos foram analisados por cromatografia líquida de 

alta eficiência com detector de ultravioleta (CLAE-UV). 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Reagentes 

 

Solução-padrão estoque de ocratoxina A (99,5% m/m) obtida da 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) foi preparada em acetonitrila na concentração 

de 200 mg L
-1

 e armazenada em frasco âmbar em temperatura de -18 °C. A 

partir da solução estoque foram preparadas diariamente soluções de trabalho 

na concentração de 10,0 mg L
-1 

em acetonitrila e 1,00 mg L
-1 

na fase móvel. 

Foram utilizados como solventes acetonitrila e metanol obtidos da Vetec (Rio 

de Janeiro, Brasil) grau CLAE. Cloreto de sódio da Vetec (Rio de Janeiro, 

Brasil) e diidrogenofosfato de sódio adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, 

USA) ambos com grau de pureza superiores a 99%. Ácidos clorídrico e 

fosfórico foram obtidos da Vetec e Sigma-Aldrich, respectivamente. 

 

2.2 Análises 

 

O comprimento de onda de absorbância máxima da ocratoxina A foi 

determinado a partir da leitura da solução padrão na concentração de 10,00 

mg L
-1

 em acetonitrila, utilizando espectrofotômetro (Cary 60) da Agilent 

Technologies (Mulgrave, Austrália) operando na região de 190 até 450 nm. 

  A ocratoxina A foi analisada por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) em aparelho Varian ProStar 325 LC, equipado com 

detector UV-VIS, operando em comprimento de onda  de 213 nm e injetor 

com alça de amostragem de 20 µL. Utilizou-se coluna analítica de fase 

reversa da Varian C-18 (15 cm x 4,60 mm, 5 μm) e fase móvel 

acetonitrila/tampão fosfato (diidrogenofosfato de sódio/ácido fosfórico) com 

força iônica de 50 mmol L
-1 

e pH 2,1, (60:40 v/v). A temperatura foi mantida a 

22 °C e o fluxo da fase móvel seguiu gradiente de 0,50 mL min
-1 

(0-6 

minutos), 1,40 mL min
-1 

(7,5-10 minutos) e 0,50 mL min
-1 

(12-15 minutos). 
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2.3 Amostras 

 

Para otimização das técnicas de extração foram utilizadas amostras 

de uva rosada, suco de uva integral sem adição de açúcares, uva passa sem 

sementes e vinho tinto seco com teor alcoólico de 10,4% (v/v). As amostras 

isentas de ocratoxina A foram adquiridas em supermercados de Montes 

Claros (Minas Gerais – Brasil). As amostras de uvas passas e rosada foram 

trituradas em liquidificador até obter uma pasta homogênea.  

 

2.4 Otimização da ELL-PBT e ESL-PBT 

 

Uma massa de 4,00 g de amostras de uva rosada e passa foram 

transferidas para frascos de vidro transparente com capacidade de 22,0 mL. 

Cada amostra foi fortificada com 100 µL de solução padrão de ocratoxina A 

10,0 mg L
-1

. As amostras fortificadas foram deixadas em repouso por três 

horas. O volume de 8,00 mL de fase extratora (acetonitrila) foi adicionado às 

amostras e, em seguida, 3,60 mL e 0,600 mL de água destilada foram 

adicionados às amostras de uva passa e rosada, respectivamente. 

Posteriormente, os sistemas obtidos foram homogeneizados e levados ao 

freezer a – 18 ºC por uma hora para congelamento da fase aquosa.  

Para as amostras líquidas, 4,00 mL de vinho e suco foram fortificadas 

com 100 µL de solução-padrão de ocratoxina A 10,0 mg L
-1

. Posteriormente, 

8,00 mL de acetonitrila foram adicionados em todas as amostras, as quais 

foram homogeneizadas e congeladas a -18 ºC por uma hora.  

Os extratos obtidos (7,00 mL) tanto na ESL-PBT ou ELL-PBT foram 

transferidos para balões de destilação de 250 mL e concentrados em 

evaporador rotatório com temperatura de 63-65 ºC sob vácuo reduzido à 

pressão de 400 mmHg até a secura. Os extratos foram ressuspendidos em 

0,500 mL de fase móvel. 

 Na otimização de ambas as técnicas, foi realizado estudo univariado 

da influência da força iônica, pH e do modo de homogeneização na 

porcentagem de recuperação da ocratoxina A nos extratos das quatro 

matrizes (TAB. 1). A concentração do analito nos extratos foi determinada 
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utilizando os dados da curva analítica obtida a partir das análises de soluções 

padrão de OTA preparadas no extrato branco das matrizes (200 a 1000        

µg L
-1

).   

 

TABELA 1 

Otimização univariada das técnicas de extração (ESL-PBT / ELL-PBT) de 

OTA em amostras de uva rosada, uva passa escura sem semente, suco de 

uva integral e vinho tinto seco 

 

Variáveis Níveis 

pH 1 e 3 

  

Força iônica Sem adição de NaCl 

Com adição de 0,0100 g NaCl 

  

Homogeneização  Banho ultrassônico (60 Hz / 10 min) 

 Mesa agitadora (28 ºC a 140 rpm / 30 min) 

 

 

Clean up 

Vórtex (60 s) 

 

C-18, carvão ativo, florisil e sílica 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

2.5 Limpeza dos extratos  

 

Extratos orgânicos obtidos pela ESL-PBT e ELL-PBT das quatro 

matrizes isentas de OTA (branco) foram submetidos à etapa de limpeza 

(clean up). Para isso, após o congelamento da fase aquosa, o sobrenadante 

foi transferido para uma coluna de vidro (20 cm de comprimento x 1,5 cm 

diâmetro interno) contendo 0,500 g de adsorvente (TAB. 1). Os componentes 

da matriz foram eluídos com acetonitrila e recolhidos em balão de 10,0 mL. 

Os eluentes obtidos foram analisados por espectrofotometria na região do 

UV-VIS.  
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Para avaliar a retenção da OTA nos adsorventes uma solução padrão 

a 5 mg L
-1

 também foi eluída pelos adsorventes com acetonitrila e analisados 

por espectrofotometria na região do UV-VIS. 

 

2.6 Derivatização da ocratoxina A 

 

Para obtenção da ocratoxina A derivatizada com metanol foi utilizado a 

reação de derivatização adaptada de SKAUG et al. (2000). Ao resíduo de 

ocratoxina A obtido no evaporador rotatório foi adicionado 100 µL de ácido 

clorídrico e 2,50 mL de metanol. O balão foi recoberto com papel alumínio e 

deixado sob agitação a 100 rpm em mesa agitadora a 28 ºC por 12 h.  

O volume de reação foi concentrado em evaporador rotatório e 

ressolubilizado em 0,500 mL da fase móvel. Esses extratos foram filtrados 

em membrana de nylon de 0,450 µm. O filtrado obtido foi analisado por 

CLAE-UV. A quantificação da OTA derivatizada foi realizada através das 

curvas analíticas preparadas em extratos das matrizes. 

 

2.7 Equipamentos  

 

 Foram utilizados os seguintes equipamentos: vórtex da Phoenix (São 

Paulo, Brasil); banho ultrassônico da Unique (São Paulo, Brasil), mesa 

agitadora da Nova Ética (São Paulo, Brasil), pHmetro micro processado da 

Quimis (São Paulo, Brasil) e evaporador rotatório da Quimis (São Paulo, 

Brasil). 
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2.8 Validação do método 

 

Os métodos de extração otimizados foram validados em relação às 

principais figuras de mérito: seletividade, limite de detecção (LD), limite de 

quantificação (LQ), linearidade, precisão e exatidão conforme sugerido pelo 

Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade (INMETRO, 

2010). Para avaliar o efeito das matrizes estudadas na análise do ocratoxina 

A derivatizada, extratos obtidos de cada matriz, após concentração em 

evaporador rotatório, foram fortificados na faixa de concentração especificada 

para cada matriz e, em seguida, derivatizados. Uma nova série de soluções 

(167 a 1665 µg L
-1

) foi preparada em acetonitrila e, em seguida, submetido à 

derivatização.  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Análise espectrofotométrica  

 

 Na FIG. 1 é apresentado o espectro de absorção da ocratoxina A na 

região do UV-VIS. Observam-se comprimentos de onda de máxima absorção 

em 213 e 333 nm. Análises cromatográficas de OTA em vinho e cerveja já 

foram realizadas no comprimento de onda de 333 nm por CLAE-DAD 

(SOLEAS et al., 2001). Essa escolha pode estar relacionada ao fato de que, 

nesse comprimento de onda, não é detectado nenhum interferente no tempo 

de retenção da OTA, tornando a análise cromatográfica mais seletiva, porém 

menos sensível. No presente trabalho foi adotado o comprimento de onda de 

213 nm nas análises por CLAE-UV da OTA, visando maior sensibilidade. 
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Figura 1 - Espectro de absorção da ocratoxina A na região do UV-VIS 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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3.1.1 Análise por CLAE-UV 

 

A OTA é um ácido fraco com dois hidrogênios ionizáveis (FIG. 2). 

Dessa forma, as análises por cromatografia líquida com fase reversa 

mostraram-se dependentes do pH e força iônica da fase móvel  
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Figura 2 – Representação das estruturas químicas da ocratoxina A em 

diferentes pH 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

No GRÁF. 1a é apresentado o cromatograma da ocratoxina A em pH 

2,1 e 3,0 da fase móvel. A faixa de pH estudada foi restrita, pois valores 

inferiores de pH degradam a coluna cromatográfica e, em valores superiores, 

a OTA não é eluída na coluna cromatográfica (pH  pKa1). Melhor resolução 

e intensidade do sinal foram obtidos em pH 2,1.  
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Gráfico 1 - Cromatogramas da solução padrão de ocratoxina A (1 mg L
-1

) 

em diferentes condições de fase móvel (acetonitrila:tampão 

fosfato, 70:30, v/v). a) eluição em pH 2,0  e 3,0; b) eluição em 

força iônica de 50 e 70 mmol L
-1
   

Fonte: Elaborado pela autora. 
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As análises utilizando força iônica de 10 mmol L
-1

,
 
na fase móvel, 

promoveram baixa repetitividade e resolução do sinal. No GRÁF. 1b, são 

apresentados os sinais da ocratoxina A eluída com fase móvel composta pelo 

tampão diidrogenofosfato de sódio/ácido fosfórico com força iônica de 50 e 

70 mmol L
-1

. Os resultados foram satisfatórios e não foram observadas 

diferenças no perfil de detecção de OTA. Para preservar o sistema 

cromatográfico, foi adotada a força iônica de 50 mmol L
-1

. Embora este valor 

seja cerca de 10 vezes maior do que o utilizado na literatura para análises de 

OTA (MURILLO et al., 2007), não interferiu no desenvolvimento do método e 

no sistema cromatográfico.  

 

3.2 Otimização das técnicas de extração (ESL-PBT e ELL-PBT) 

 

3.2.1 Força iônica 

 

Para avaliar o efeito da força iônica na extração da OTA, diferentes 

massas de NaCl foram adicionadas ao sistema visando obter fase única em 

condições ambientes. Somente quantidades inferiores a 0,010 g deste sal 

apresentaram sistemas homogêneos e não promoveram congelamento 

brusco da fase aquosa para as quatro matrizes.  

Os resultados do estudo de força iônica, apresentados no GRÁF. 2, 

foram submetidos à análise pelo teste de Duncan. Nesse teste, para todas as 

matrizes foram verificadas diferenças significativas (p < 0,05) nas 

porcentagens de recuperação de OTA, após a adição de sal. Nos extratos de 

suco de uva e uva passa, essa adição favoreceu o aumento na porcentagem 

de recuperação de OTA. Entretanto, nessas duas matrizes as porcentagens 

foram superiores a 100%, indicando a presença de interferência da matriz. 

Resultados semelhantes foram observados por CAMPONE et al. (2011).  
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Gráfico 2 - Comparação da influência da força iônica, pH e modo de 

homogeneização sobre a porcentagem de recuperação de 

ocratoxina A em quatro matrizes: uva passa, uva rosada, suco 

e vinho 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Para as matrizes uva rosada e vinho, o efeito foi inverso e a adição 

de sal promoveu redução significativa (p < 0,05) na porcentagem de 

recuperação de OTA. Nos extratos de uva rosada a redução foi de 96,9 para 

13,0 %, já nos extratos de vinho a redução foi de 57,33 para 40,10 %. Além 

disso, em todas as análises o desvio-padrão foi superior aos encontrados em 

experimentos sem alteração da força iônica do meio. 

 

3.2.2 pH 

 

A influência do pH da amostra na extração da OTA foi avaliada para 

os valores de pH 1 e 3, sendo este último o pH natural das amostras. Os 

resultados obtidos estão apresentados no GRÁF. 2. No teste de Duncan com 

5% de probabilidade, a alteração do pH não promoveu diferença significativa 

na porcentagem de recuperação de OTA em extratos de uva passa. Para as 

outras matrizes houve diferença significativa entre as duas condições de pH 

testadas, com melhor resultado para o pH 3 nos extratos de vinho e uva 
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rosada. Embora o pH 1 tenha melhorado a extração da ocratoxina A nos 

extratos de suco de uva, também favoreceu a extração do interferente que 

coeluiram no mesmo tempo de retenção da OTA. Dessa forma, as extrações 

em pH 3 apresentaram menos interferentes e a porcentagem de 

recuperação, bem como o desvio padrão, foram mais satisfatórios para as 

quatro matrizes. 

 

3.2.3 Modo de homogeneização 

 

Os resultados obtidos na homogeneização das amostras com a fase 

extratora utilizando vórtex, mesa agitadora e banho ultrassônico estão 

apresentados no GRÁF. 2. Pelo teste de Duncan, os três modos de 

homogeneização apresentaram diferenças significativas (p < 0,05) na 

extração de OTA. A homogeneização em vórtex por 1 minuto apresentou 

maiores porcentagens de recuperação (57,33 a 99,16 %) e os menores 

valores de desvio padrão para recuperação de OTA nas quatro matrizes 

estudadas (< 10 %). No entanto, a mesa agitadora e o banho ultrassônico, 

além de demandarem maior tempo para a homogeneização, não promovem 

contato efetivo entre a fase orgânica e aquosa (PINHO et al., 2010; 

GOULART et al., 2012). 

 

3.2.4 Limpeza dos extratos 

 

Em geral, as técnicas de ESL-PBT e ELL-PBT possibilitam a extração 

do analito e clean up dos extratos em uma única etapa. Entretanto, foi 

detectado um interferente no mesmo tempo de retenção da OTA e não foi 

possível separar durante a otimização das condições cromatográficas. Nesse 

sentido, foi necessário avaliar uma etapa adicional de clean up dos extratos 

com adsorventes sílica, florisil, C18 e carvão ativo, que são tradicionalmente 

utilizados em etapas de limpeza de extratos de matrizes complexas 

(HUWING et al., 2001). As análises espectrofotométricas dos extratos 

brancos (isentos de OTA), após a etapa de clean up, mostraram que o florisil 
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adsorve menor quantidade de componentes das matrizes. Em contrapartida, 

o florisil foi o adsorvente que apresentou maior adsorção de OTA ao eluir 

com acetonitrila. 

Neste sentido, quando extratos orgânicos obtidos pela ESL-PBT ou 

ELL-PBT fortificados com OTA foram submetidos à etapa clean up, os 

componentes da matriz foram eluidos com acetonitrila e a coluna foi lavada 

com água, conforme LEITNER et al. (2002). Entretanto, a dessorção da OTA 

do florisil não foi obtida com sucesso com fase móvel, tampão fosfato ou 

metanol com recuperação inferior a 10 % e não eliminou significativamente o 

interferente do mesmo tempo de retenção da OTA. Dessa forma, nenhuma 

etapa adicional de limpeza dos extratos foi utilizada.     

 

3.2.5 Derivatização da ocratoxina A 

 

Para eliminar problemas com interferentes, uma etapa de 

derivatização da OTA com metanol foi acoplada no método. Nas mesmas 

condições cromatográficas a OTA e a OTA derivatizada apresentaram tempo 

de retenção de 6,50 min e 10,5 min, respectivamente. A modificação química 

não promoveu alteração no comprimento de onda de absorção máxima da 

OTA.  

Essa derivatização foi realizada em trabalhos anteriores para 

confirmação da presença de OTA em amostras (DALL’ASTA et al., 2004; 

PENA et al., 2010). Porém, no presente trabalho, a formação do éster foi uma 

alternativa eficiente para quantificação indireta e seletiva da OTA em 

amostras de uvas e produtos processados.  
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3.3 Método otimizado 

 

Nas duas técnicas de extração, a condição otimizada combinou pH 

natural da amostra, sem alteração da força iônica e homogeneização em 

vórtex por 60 s. Após otimização, o método foi validado e, para isso, 4,00 mL 

(ELL-PBT) e 4,00 g (ESL-PBT) das amostras foram colocadas em contato 

com 8,00 mL da fase extratora e homogeneizadas em vórtex. O sistema 

obtido foi congelado a -18 ºC por uma hora e o extrato orgânico foi submetido 

à derivatização e análise por CLAE-UV.  

 

3.4 Validação do método 

 

3.4.1 Efeito de matriz  

 

Na comparação entre duas curvas analíticas, sendo uma preparada 

em fase móvel e a outra em extrato de matriz, quando somente o coeficiente 

angular varia os componentes da matriz contribuem para introduzir nos 

resultados um erro sistemático proporcional. Quando apenas o coeficiente 

linear varia, significa que existe um erro sistemático constante (GONZÁLEZ 

et al., 2002). Para as análises de OTA em uva rosada, uva passa e suco 

observou-se que as equações das retas (TAB. 2) se diferenciam 

predominantemente pelo coeficiente linear, uma vez que as curvas obtidas 

em fase móvel e extrato de matriz foram paralelas. Para os extratos de vinho 

as curvas analíticas diferenciaram tanto pelo coeficiente angular quanto linear 

e as curvas se cruzaram. 

No GRÁF. 3, é apresentada a porcentagem de variação da resposta 

cromatográfica [% = (Āmatriz – Āsolvente) / Āsolvente x100], na qual Ā corresponde 

à área do sinal detectado para a ocratoxina A derivatizada na fase móvel e 

nos extratos das matrizes estudadas. As análises indicaram a presença de 

gradiente no efeito de matriz, que decresce da uva rosada, para uva passa, 

suco e vinho, de acordo com o maior número de etapas de processamento 

industrial. Para os extratos de suco, uvas passas e rosada foram observados 

efeitos de matriz negativo com redução da resposta cromatográfica. O extrato 
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de vinho apresentou comportamento diferenciado, com efeito de matriz 

negativo de 350 a 750 µg L
-1
 e positivo de 900 a 1200 µg L

-1.
 

 Além disso, em baixas concentrações, próximo ao limite de 

quantificação, observou-se maior influência dos componentes da matriz na 

resposta cromatográfica. Das matrizes analisadas, os constituintes químicos 

da uva rosada exercem o maior efeito sobre a detecção da ocratoxina A 

derivatizada.  

 

 

Gráfico 3 - Representação da porcentagem de variação da resposta 

cromatográfica da ocratoxina A derivatizada preparada em 

extratos (suco, vinho, uva passa e rosada) em relação às 

preparadas em fase móvel nas concentrações de 350 a 1200 

μg L
-1 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

A confirmação do efeito de matriz foi realizada pelo teste Duncan (5 

% probabilidade). As médias foram consideradas estatisticamente diferentes 

(p < 0,05), confirmando que a matriz possui efeito significativo sobre a 

exatidão dos métodos na faixa de concentração estabelecida, por isso as 

curvas obtidas nos extratos das matrizes foram utilizadas para quantificação. 
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3.4.2 Seletividade  

 

No GRÁF. 4 é apresentado o cromatograma da solução padrão da 

ocratoxina A derivatizada (1 mg L
-1

) preparada na fase móvel e em extratos 

brancos das quatro matrizes analisadas. Verificou-se que o método foi 

seletivo, pois os cromatogramas dos extratos branco não apresentaram 

interferentes com mesmo tempo de retenção da OTA derivatizada (10,83 

min).  

 

 

Gráfico 4 - Cromatograma comparativo entre a solução padrão de ocratoxina 

A derivatizada (1 mg L
-1

) preparada na fase móvel e os extratos 

brancos obtidos a partir da ESL-PBT e ELL-PBT das quatro 

matrizes analisadas 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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3.4.3 Limite de detecção, limite de quantificação e linearidade 

 

O limite de detecção (LD) foi determinado utilizando branco das 

amostras com adição da menor concentração aceitável de OTA, quantificada 

na forma esterificada. Os valores de LD foram obtidos considerando o valor 

cerca de três vezes a altura do sinal da linha de base (ruído) obtido para 

amostras das matrizes isentas de OTA (branco) e analisadas por CLAE-UV. 

Os resultados encontrados foram inferiores a 12,5 µg kg
-1 

para as matrizes 

sólidas e de 6,25 µg L
-1 

para as matrizes líquidas (TAB. 2). 

O limite de quantificação (LQ) da OTA na forma derivatizada para as 

quatro matrizes analisadas foi determinado considerando cerca de 10 vezes 

a altura do sinal da linha de base (ruído) obtido para o extrato branco 

analisado por CLAE-UV. Nesse caso, para as matrizes sólidas foram obtidos 

valores inferiores a 41,63 µg kg
-1 

e, para as matrizes líquidas, esse valor foi 

de 20,88 µg L
-1

.  
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Na TAB. 2, estão apresentados os dados das equações de regressão. O método mostrou-se linear com coeficiente de 

determinação (r
2
) superior a 0,99.  

 

TABELA 2 

Limite de detecção (LD), Limite de quantificação (LQ) e linearidade do método para OTA quantificada indiretamente na forma de 

ocratoxina A derivatizada nas quatro matrizes 

 

 
Dados da calibração 

  

Matrizes 
Concentração 

Equações r
2
 LD LQ 

Uva passa 29,13 – 156,3
(a)

 y = 0,00835x - 0,12198 0,9975 8,750
(a)

 29,13
(a)

 

Uva rosada 41,63 – 208,1
(a)

 y = 0,00661x - 0,14372 0,9973 12,50
(a)

 41,63
(a)

 

Suco 20,88 – 150,0
(b)

 y = 0,00787x - 0,05767 0,9955 6,250
(b)

 20,88
(b)

 

Vinho tinto 20,88 – 150,0
(b)

 y = 0,00902x - 0,03829 0,9934 6,250
(b)

 20,88
(b)

 

(a)
 µg Kg

-1  (b)
 µg L

-1 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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3.4.4 Exatidão e precisão do método 

 

A exatidão do método foi avaliada pela fortificação das quatro 

matrizes em concentrações correspondentes a três níveis: baixo (LQ), médio 

(2 x LQ) e alto (5 x LQ), conforme recomendações do INMETRO (2010). A 

taxa de recuperação obtida variou de 66,45 a 94,84 %, com desvio padrão 

relativo inferior a 6,53%. Esses resultados foram satisfatórios quando 

comparados com os encontrados por FABIANI et al. (2010) ao utilizarem a 

técnica tradicional de extração líquido-líquido de OTA em vinho. A precisão 

do método foi avaliada em termos de repetitividade, determinando o desvio 

padrão relativo (DPR) para sete extrações idênticas de amostras fortificadas 

nas concentrações de duas vezes o limite de quantificação e analisadas por 

CLAE-UV. Os resultados apresentados na TAB. 3 foram satisfatórios, pois 

para matrizes complexas, como uvas e produtos processados, é aceito 

desvio padrão de até 30 % (European Comission, 2011).   

 

TABELA 3 

Porcentagem de recuperação da OTA, quantificada na 

forma de ocratoxina A derivatizada, após extração das 

amostras de suco, uva passa, rosada e vinho tinto 

fortificadas em três concentrações diferentes 

 

 Recuperação (%) (média ± DPR) 

Concentração  Suco Uva passa Uva rosada Vinho tinto 

1 x LQ
(1) 

92,73±5,51 94,84±0,84 91,18±3,13 67,57±6,33 

2 x LQ
(2) 

90,40±4,08 94,10±6,23 92,62±5,06 66,45±6,53 

5 x LQ
(1) 

92,15±3,76 93,88±3,85 93,37±0,72 66,86±1,56 

(1) 
Média de três repetições. 

(2) 
Média de sete repetições. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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4 CONCLUSÃO 

 

Baseado nos resultados obtidos de extração, derivatização, 

quantificação e análises estatísticas observou-se que as técnicas otimizadas 

(ESL-PBT/ELL-PBT) resultaram em dois métodos inéditos para análise de 

ocratoxina A em uva e produtos processados. Esses métodos têm como 

principal vantagem o baixo consumo de solvente e uma eficiente recuperação 

de ocratoxina A, com porcentagens entre 66,4 % e 94,8 % e desvio padrão 

de 6,53 % para as quatro matrizes analisadas. 

 A etapa de derivatização da ocratoxina A garantiu a seletividade dos 

métodos, sem a necessidade de uma etapa adicional de clean up utilizando 

adsorventes. Além disso, a derivatização foi utilizada como método 

confirmatório e possibilitou a quantificação indireta de ocratoxina A nas 

amostras. 

Os métodos propostos têm aplicação para análise de ocratoxina A 

acima de 29,13 µg Kg
-1 

em uva passa, de 41,63 µg Kg
-1 

para uva rosada e 

20,88 µg L
-1 

em amostras de suco e vinho. 
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