108

Daniela Radavelli

Desenvolvimento de metodologia analitica
por LC-MS/MS para determinar ocratoxina A
em vinhos e sucos de uva

Vinicola Salton
95710-000 Bento Gongalves, RS

Autor correspondente:
maria.delagustin@salton.com.br

Maria Gabriele Delagustin?
Kelen Cristofolit

Bruno Cidade Neves!
Placidina Aparecida Martins?
Graciela de Oliveira Obes?

Carine Pedrottit

Gregorio Bircke Salton?

Rev. Bras. Vitic. Enol., n.15, p.108-118, 2023



- Resumo

ocratoxina A é uma toxina produzida por algumas espécies de fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium. Essa micotoxina tem a capacidade de acumulacdo em
diversos orgaos, o que pode levar a ocorréncia de efeitos toxicos. A ocratoxina
A é a principal micotoxina presente no vinho, e o limite maximo permitido pela legislacdo
brasileira é de 2 ug.L'. Devido a importancia da ocratoxina A, um novo método de
identificacdo e quantificacdo, por cromatografia liquida acoplado a espectrometria de
massas, foi desenvolvido e validado. Ainda, foram avaliadas 140 amostras de diferentes
vinhos, espumantes e suco de uva integral produzidos na serra e campanha galdcha. A
validacdo foi realizada para as matrizes vinho tinto seco, espumante moscatel branco,
espumante brut branco, vinho branco suave e suco de uvaintegral. O método desenvolvido
foi seletivo para a identificacido de ocratoxina A, com faixa de trabalho de 0,1 a
3,0 pg.Lt. Foi identificado efeito matriz para as matrizes vinho tinto seco, espumante
moscatel branco e suco de uva integral. Nao foi identificado efeito matriz entre espumante
moscatel branco, espumante brut branco e vinho branco suave. Os limites de deteccédo
e quantificacdo calculados foram de 0,02 pg.L! e 0,08 ug.L?, respectivamente. Todos
os paramentos validados estdo de acordo com os valores estipulados pelos guias de
validacao analitica. Das 140 amostras analisadas, 131 apresentaram resultado inferior
ao limite de deteccado e nove amostras inferiores ao limite de quantificagdo. O método
desenvolvido vem como uma forma de contribuir com a qualidade de vinhos, espumantes
e sucos.

Palavras-chave: cromatografia liquida; espectrometria de massas; micotoxinas; seguranca
alimentar.

Abstract

Development of an LC-MS/MS analytical method to
determine ochratoxin A in wines and grape juices

Ochratoxin A is a toxin produced by some fungi species of the genus Aspergillus and
Penicillium. This mycotoxin has a cumulative effect in several organs, which can lead to
toxic effects. Ochratoxin A is the main mycotoxin found in wine and the maximum limit
allowed by the Brazilian legislation is 2 pug.L*. Due to the importance of ochratoxin A, a new
method of identification and quantification using liquid chromatography coupled with mass
spectrometry was developed and validated. In addition, 140 samples of different wines,
sparkling wines and whole grape juices, from Serra and Campanha Gaticha were analyzed.
Validation was established for dry red wine, white moscatel sparkling wine, brut white
sparkling wine, sweet white wine, and whole grape juice matrices. The developed method
was selective to ochratoxin A identification, with a working range of 0,1 to 3,0 pg.L.
Matrix effect was identified for the matrices of dry red wine, white moscatel sparkling wine
and whole grape juice. No matrix effect was detected between white moscatel sparkling
wine, brut white sparkling wine and sweet white wine. The detection and quantification
limits calculated were 0,02 ug.L'* and 0,08 pg.L?, respectively. All validated parameters
were in accordance with the values established by analytical validation guidelines. Out of
the 140 samples analyzed, 131 presented results below to the detection limit and nine
samples below the quantification limit. The method developed is a way to contribute to
the quality of wines, sparkling wines and juices.

Keywords: liquid chromatography; mass spectrometry; mycotoxins; food safety.
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Introducao

A micotoxina ocratoxina A (OTA) € um metabdlito
secundario produzido por algumas espécies de
fungos pertencentes aos géneros Aspergillus e
Penicillium. As espécies Aspergillus carbonarius e
Aspergillus niger, sdo as principais responsaveis
pela producdo da micotoxina em vinhos. A
espécie A. carbonarius tem grande importancia
em uvas devido a prevaléncia e alta capacidade de
producido de OTA (quase todas as linhagens sdo
capazes de produzir a toxina em diferentes niveis)
(Gil-Serna et al., 2018; Ortiz-Villeda et al., 2021).

A contaminacao por OTA pode ocorrer tanto nas
uvas que estdo na videira quanto no transporte,
manuseio e armazenamento. Quando as uvas
contém OTA (na sua polpa e/ou pelicula), a toxina
podera ser transferida para o mosto. Desse modo,
o tipo de processo de vinificacdo pode influenciar
no teor de OTA do produto. Ainda, sdo relatadas
maiores concentracdes de OTA em vinhos tintos
do que nos vinhos rosés e brancos (Gil-Serna et
al., 2018; Mateo et al., 2007; Ortiz-Villeda et al.,
2021).

Os principais alimentos contaminados por OTA
sdo os cereais, alimentos ricos em amido, café,
temperos, frutas secas, cerveja e vinho. Os cereais
representam a principal fonte de ingestao de OTA
e, em segundo lugar, esta o vinho (Gil-Serna et al.,
2018; Ortiz-Villeda et al., 2021).

Entre as principais caracteristicas da ingestao de
OTA esta o efeito cumulativo em diversos 6rgaos,
podendo levar & ocorréncia de doencas cronicas.
Sao relatadas complicacées como, por exemplo, a
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, citotoxicidade,
imunotoxicidade, teratogénese, genotoxicidade e
mutagenicidade. A OTA foi classificada como um
possivel carcinégeno humano (grupo 2B) pela
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC) (Gil-Serna et al., 2018; Ortiz-Villeda et al.,
2021; Ostry et al., 2017).

Devido a toxicidade da OTA, a prevaléncia em
vinhos, e levando em consideracido as politicas
de seguranca alimentar, este trabalho tem como
objetivo desenvolver e validar uma metodologia
analitica de identificacido e quantificacdo de
OTA em vinhos, espumantes e sucos de uva,
além verificar a ocorréncia de OTA em bebidas

derivadas da uva produzidas na Serra e Campanha
Gaucha.

Material e Métodos

Cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas
(CLAE MS/MS)

As andlises foram realizadas em um Cromatdgrafo
liguido Nexera XR Shimadzu, acoplado ao
detector de massas Shimadzu LCMS-8045
com fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI). A
separacao cromatografica foi realizada com uma
coluna Shim-pack GIST C18 (2.1 mm x 75 mm, 3
pum, Shimadzu), pré coluna Giss (G) C18 (3.0 x 10
mm, 3 um) e temperatura de 40 °C. Fase mével
A composta de solucdo aquosa de fluoreto de
amonio 0,15 mM e Fase B metanol com 0,15 mM
de fluoreto de aménio e 0,002% (v/v) de acido
acético. A eluicdo seguiu de modo gradiente (O
min, 10% B; 2,00 min, 100% B; 4,00 min, 100% B;
4,01 min, 10% B) por 7 min. Fluxo de 0,3 mL.min%,
volume de injecdo 5 uL. A fonte ESI foi operada
em modo positivo nas seguintes condicdes:
fluxo do gas de nebulizacdo, 3 L.min'; fluxo do
gas de aquecimento, 10 L.min%; fluxo do gas de
secagem, 10 L.min?'; temperatura da interface,
350°C; temperatura da DL, 250°C; temperatura
do bloco de aquecimento, 300°C. As analises
foram realizadas em modo de Monitoramento de
Reacdes Multiplas (MRM).

Preparo do padrao e da amostra

A solucdo padrio 1 mg.l?! foi preparada
dissolvendo o padrdo OTA (Sigma-Aldrish, de
Petromyces albertensis, 298%, HPLC) em metanol.
A solucdo de trabalho 100 pg.L* foi obtida pela
diluicdo em metanol.

Os extratos digeridos de vinho tinto seco,
espumante moscatel branco, espumante brut
branco, vinho branco suave e suco de uva tinto
foram preparados conforme a metodologia
descrita por Wei et al. (2018), com modificacoes.

Na etapa de extracdo foram adicionados trés mL
da matriz e trés mL de acetonitrila em um tubo
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para centrifuga de 15 mL, contendo 1,2 g de
MgSO, e 0,3 g de NaCl. Os tubos foram agitados,
em vortex, por dois min e centrifugados por dez
min (3600 rpm). O sobrenadante, resultante da
extracao, foi utilizado como extrato digerido nos
ensaios de validacdo. Na etapa de dispersao, dois
mL de sobrenadante foram transferidos para um
tubo de centrifuga de 15 mL, contendo 0,067 g
de DSC-C18 e 0,02 g de MgSO, anidro. Os tubos
foram agitados por um min e centrifugados por
dez min (3600 rpm) (Wei et al., 2018).

Todas as amostras foram diluidas em acetonitrila
na proporcado 1:1 (Fator de diluicdo 2) e filtradas
com filtro de PTFE 0,22 pum, 13 mm. O preparo
da matriz branca foi realizado com a mesma
metodologia, entretanto, ndo foi fortificada com
o padrao OTA.

Validacao do método analitico

e preparo de amostra

O método analitico foi desenvolvido para a
identificacdo e quantificacdo de ocratoxina A
(OTA) nas matrizes vinho tinto seco, espumante
moscatel branco, espumante brut branco, vinho
branco suave e suco de uva tinto integral. O
protocolo de validacdo foi baseado no Manual
de garantia da qualidade analitica de residuos e
contaminantes em alimentos do Ministério de
Agricultura e Pecuaria (MAPA) (Brasil, 2011) e
no Documento de Orientacdo sobre Validacdo
de Métodos Analiticos do Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO)
(Brasil, 2020). Os parametros utilizados para
a validagcdo foram: seletividade, limite de
quantificacdo, limite de deteccdo, linearidade,
precisao, recuperacao e efeito matriz.

A curva analitica foi preparada em agua ultrapura
e em extrato de matriz branca fortificada (vinho
tinto seco, espumante moscatel branco e suco
de uva tinto integral), contendo sete niveis de
calibracao. O extrato digerido da matriz foi obtido
pela etapa de extracdo descrita anteriormente.
Foi mantida a proporcido 1:1 solvente
(acetonitrila): extrato digerido de matriz ou agua
ultrapura. Na porcdo do solvente, adicionou-
se quantidade suficiente da solucdo padrdo de
OTA 100 pg.L! para a obtencdo de solucoes
com concentracdes de 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5
e 3,0 pug.Lt. O ajuste da curva foi realizado pelo

Método dos Minimos Quadrados Ponderados
(MMQP), os coeficientes de correlacio (r) e de
determinacdo (r?) foram calculados utilizando o
software Browser LabSolutions (Shimadzu). O
Teste de Grubbs e coeficiente de variacio (CV %)
foram calculados para cada nivel de calibracao.
Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ)
foram calculados a partir da curva analitica, pelo
método simplificado (Brasil, 2011; 2020).

Para cada ensaio de precisio (repetibilidade e
reprodutibilidade) foram preparadas seis amostras
independentes, em trés niveis de concentracio.
A OTA foi fortificada em nivel baixo (0,5 pg.L?),
médio (1,5 pg.L?) e alto (2,5 pg.L'"), nos extratos
digeridos de vinho tinto seco, espumante
moscatel branco e suco de uva tinto integral. O
extrato digerido da matriz foi obtido pela etapa
de extracdo descrita anteriormente. A proporcao
de extrato digerido de matriz e solvente foi
mantida em 1:1. A fortificacdo foi realizada
adicionando na porcédo de solvente (acetonitrila),
quantidade suficiente da solucdo padrdao de OTA
100 pg.Lt Na avaliagio de repetibilidade, as
amostras foram analisadas no mesmo dia, e para a
reprodutibilidade, foram variados o dia de anélise
e o analista. Para cada nivel de fortificacdo/
concentracdo, foram calculados as médias, os
desvios-padrido e os coeficientes de variacdo de
repetibilidade e reprodutibilidade (intra e inter-
dia).

No ensaio de recuperacao, as matrizes vinho tinto
seco, espumante moscatel branco ou suco de uva
tinto integral foram fortificadas como o padrao
de OTA em trés niveis de concentracdo/
fortificacdo: baixo (0,5 pg.l?); médio (1,5
pg.LY) e alto (2,5 pg.LY). Adicionou-se quantidade
suficiente da solucdo padrao de OTA 100 pg.L?
para a obtencdo das concentracdes desejadas.
Em seguida, foram realizadas as etapas de
extracio, dispersao e diluicdo (1:1) para avaliar a
recuperacdo. A porcentagem de recuperacao foi
calculada em relacdo a matriz branca.

O efeito matriz foi determinado, por nivel de
calibracao, utilizando a concentracdo calculada
a partir da curva analitica de OTA preparada em
solvente (dgua ultrapura). Os extratos digeridos
de vinho tinto seco, espumante moscatel branco,
espumante brut branco, vinho branco suave e
suco de uva tinto integral foram fortificados em

Rev. Bras. Vitic. Enol., n.15, p.108-118, 2023

111



112

trés niveis, baixo (0,5 pg.L?), médio (1,5 pg.L?Y)
e alto (2,5 pg.L?). Para determinar o efeito da
matriz, foram aplicados os testes estatisticos
Teste F (Fischer-Snedecor) e Teste t (student) em
cada nivel de concentracio.

Todos os ensaios da validacdo a proporcao final
de 1:1 matriz ou extrato digerido/solvente
(acetonitrila) foi mantido.

Andlise de OTA em produtos acabados

A metodologia desenvolvida foi aplicada na
identificacido e quantificacdio da OTA em
diferentes tipos de vinhos, espumantes e suco
de uva integral produzidos na Serra e Campanha
Gaucha. O preparo das amostras envolveu
as etapas de extracdo e dispersdo, conforme
descritas anteriormente. Em seguida, um mL
resultante da etapa de dispersao foi diluido em
um mL de acetonitrila (Fator de diluicdo 2) e entdo
filtradas com filtro de PTFE 0,22 um, 13 mm. O
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Filtrado resultante foi analisado por CLAE MS/MS
(LC MS/MS - liquid chromatography coupled with
mass spectrometry).

Resultados

Cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas
(CLAE MS/MS)

O método analitico MS/MS foi desenvolvido
para a identificacdo da OTA. Uma solucdo de 100
pg.L! foi analisada pelo método de varredura
(Full scan). No modo positivo, foi detectado sinal
com m/z 404 referente a OTA [M+H]*, no modo
negativo m/z de 402 [M-H]-. Para a quantificacio
da OTA, foi desenvolvido o método de CLAE
MS/MS, utilizando uma coluna de separacao. Os
cromatogramas e espectros de massas do padrdo
OTA (1,0 pg.L?) estdo demonstrados na figura 1.
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Figura 1. Cromatograma da ocratoxina A (1 pg.L?) obtido por CLAE MS/MS, coluna Shim-pack GIST C18, 40 °C, fase
mével A fluoreto de aménio 0,15 mM e fase B metanol com 0,15 mM de fluoreto de aménio e 0,002% (v/v)
de acido acético. Cromatograma e Espectro de massas da Ocratoxina A (1 pg.L?) em agua ultrapura [A] e
[B], extrato digerido de vinho tinto seco [C] e [D], extrato digerido de espumante moscatel branco [E] e [F],
extrato digerido de suco de uva tinto integral [G] E [H].
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A identificacdo da OTA foi realizada a partir das
cinco transicoes: m/z 404>239, m/z 404>358,
m/z 404>221, m/z 404>193 e m/z 404>341.
Para a quantificacdo foi selecionada a transicdo
m/z 404>239. Na figura 1 estdo descritos os
cromatogramas e espectros de massas de OTA
em agua ultrapura (Figura 1 A e B) e em extratos
digeridos das matrizes vinho tinto seco (Figura
1 C e D), espumante moscatel branco (Figura
1 E e F) e suco de uva tinto integral (Figura 1
G e H). No cromatograma observa-se o pico
cromatografico da OTA e nos espectros de massas
sdo identificadas as cinco transicdes da OTA.

Validacao do método analitico

A linearidade do método foi avaliada, por meio
da curva analitica, em solvente agua ultrapura
e em extrato digerido de matriz vinho tinto
seco, espumante moscatel branco e suco de uva
tinto integral. O teste de Grubbs foi aplicado
para verificar a presenca de valores outliers.
O coeficiente de variacdo (CV %) da area foi
determinado, por nivel de concentracdo. Valores
de CV inferiores a 10% foram obtidos em todos
os niveis de concentracao, para as quatro matrizes,
estando de acordo com os limites aceitaveis
(Brasil, 2011; 2020; Moosavi; Ghassabian, 2018).

Verificou-se o comportamento das respostas
instrumentais em relacdo a caracteristica de
homoscedasticidade ou
A homoscedasticidade foi avaliada por dois
métodos: primeiro, foi calculada a variancia,
por nivel de calibracdo. O teste F foi aplicado
comparando a maior varidncia com a menor.

heterocedasticidade.

As quatro curvas analisadas apresentaram
diferenca significativa de variancia, indicando
o comportamento heterocedastico. O segundo
método foi a avaliacdo do grafico dos residuos
em relacdo a concentracdo. Os residuos ficaram
dispostos na forma de um cone crescente, sendo
um indicativo de heterocedasticidade. Desse
modo, considerou-se que o comportamento dos
dados é heterocedastico, portanto a regressao
linear foi calculada pelo MMQP (Brasil, 2011;
2020; Moosavi; Ghassabian, 2018). O ajuste
da curva foi realizado no software Browser
LabSolutions (Shimadzu), onde a ponderacio
utilizada foi 1/A2. Na tabela 1 estdo descritos os
resultados das curvas analiticas em solvente dgua
ultrapura e extratos digeridos de vinho tinto seco,
espumante moscatel branco e suco de uva tinto
integral calculadas pelo MMQP.

A Instrucdo normativa 160 da ANVISA (Brasil,
2022), que dispde sobre o os limites maximos
tolerados (LMT) de contaminantes em alimentos,
determina que o limite maximo tolerado de OTA
em Vinhos é de 2,0 pg.L*. A faixa de trabalho de
0,1 - 3,0 pg.L* foi determinada, de modo que o
LMT mantivesse na faixa central da curva. Os
valores de inclinacdo (coeficiente angular, b)
e intercepto (coeficiente linear, a) das curvas
preparadas em solvente agua ultrapura e nos
extratos digeridos de vinho tinto seco, espumante
moscatel branco e suco de uva estdo descritos na
tabela 1. Foram obtidos valores de r? e r maiores
que 0,998 e 0,999, respectivamente, para as
quatro curvas, podendo ser um indicativo de
linearidade. O método desenvolvido apresenta
limites de quantificacdo compativeis com o LMT

Tabela 1. Resultados das curvas analiticas em agua ultrapura e extratos digeridos de vinho tinto seco, espumante

moscatel branco e suco de uva tinto integral, calculados pelo Método dos Minimos Quadrados Ponderados

(MMQP).

. Agua
BT Ultrapura
Faixa de trabalho (ug.L?) 0,1-3,0
Intercepto (coeficiente linear, a) 773
Inclinagéo (coeficiente angular, b) 113409
Coeficiente de determinagao (r?) 0,99971
Coeficiente de correlacéo (r) 0,99985
Limite de Deteccio- LD ( pg.L?) 0,0223
Limite de Quantificacdo- LQ ( ug.L?) 0,0675
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Extrato Digerido Extrato Digerido ~ Extrato Digerido
Vinho Moscatel Suco
0,1-3,0 0,1-3,0 0,1-3,0

6267 4444 2486
106329 95033 110681
0,99959 0,99898 0,99966
0,99979 0,99949 0,99932
0,0271 0,0268 0,0249
0,0821 0,0813 0,0753
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de OTA em vinhos.

O efeito matriz foi analisado para as matrizes
extratos digeridos de vinho tinto seco, espumante
moscatel branco, suco de uva, espumante brut
branco e vinho branco suave, em relacao a matriz
solvente 4gua ultrapura. Os resultados estdo
descritos na tabela 2.

Na tabela 2 estido descritos os valores do Teste
F (Fischer-Snedecor) e Teste t (student), para as
matrizes, em niveis de fortificacdo baixo (0,5
pg.Lt), médio (1,5 pgl?) e alto (2,5 pgl?). O
teste F verifica a homogeneidade de variancias.
Quando as variancias sdo consideradas iguais,
a matriz ndo causa um efeito sobre a precisio,
por nivel de concentracido (Brasil, 2011; 2020).

Tabela 2. Teste t (Student) e Teste F (Fischer-Snedecor) para a determinacdo de efeito matriz, por nivel de calibracio,

das matrizes agua ultrapura e extratos digeridos de vinho tinto seco, espumante moscatel branco, suco de
uva tinto integral, espumante brut branco e vinho branco suave.

Matriz E;Vf !
0,5
Agua ultrapura x ED vinho tinto seco 1,5
2,5
. 0,5
Agua ultrapura x ED espumante moscatel 15
branco 25
0,5
Agua ultrapura x ED de suco de uva 1,5
2,5
0,5
Agua ultrapura x ED espumante brut branco 1,5
2,5
0,5
Agua ultrapura x ED vinho branco suave 1,5
2,5
0,5
ED vinho tinto seco x ED espumante 15
moscatel branco 25
0,5
ED vinho tinto seco x ED suco de uva 1,5
2,5
0,5
ED espumante moscatel branco x ED suco de 15
uva 25
0,5
ED espumante brut branco x ED vinho tinto 15
seco 25
0,5
ED espumante brut branco x ED espumante 15
moscatel branco 25
0,5
ED espumante brut branco x ED suco de uva 1,5
2,5
0,5
ED vinho branco suave x ED vinho tinto seco 1,5
2,5
. 0,5
ED vinho branco suave x ED espumante 15
moscatel branco 25
0,5
ED vinho branco suave x ED suco de uva 1,5
2,5

Teste F Teste t
Fcrit Fcalc Fcrit Fcalc
2,31 1,03 2,11 -3,88*
1,87 2,11 1,71
1,22 2,11 3,23*
5,31* 2,07 2,86*
3,83* 2,06 5,25%
2,54* 2,05 5,49*
1,33 2,11 -0,66
2,37* 2,06 6,17*
1,85 2,11 -0,12
2,17 2,11 1,52
2,85* 2,05 4,47*
1,01 2,11 717
2,69* 2,05 6,26*
3,79* 2,06 6,17*
1,63 2,11 8,56*
517* 2,07 5,02*
2,04 2,11 3,71*
2,09 2,11 3,16*
1,37 2,11 3,32
1,27 2,11 0,68
2,25 2,11 -3,27*
7,09* 2,07 -3,31*
1,61 2,11 -2,67*
4,71 2,06 -5,97*
2,11 2,11 -3,53*
1,52 2,11 -2,47*
1,23 2,11 -3,98*
2,44* 2,05 1,81
1,34 2,11 0,96
2,58* 2,05 0,55
2,90* 2,05 -1,87
1,2 2,11 -2,23*
1,82 2,11 -7,01*
2,61 2,05 -9,06*
2,02 2,11 -3,64*
1,34 2,11 -4,71a
1,98 2,11 -1,75
1,01 2,11 -0,83
1,56 2,11 -0,66
3,58 2,05 -7,00*
1,6 2,11 -3,59*
3,02 2,05 -8,24*

*Teste t (Student), diferenca significativa p<0,05. Teste F (Fischer-Snedecor), variancias diferentes. ED: Extrato digerido.
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O teste t (student) foi utilizado para verificar se
ha diferencas entre as fortificacoes, por nivel de
concentracdo. Quando o teste for significativo,
a matriz tem um efeito estatisticamente
significativo sobre o resultado, tem efeito matriz.
A partir dos resultados descritos na tabela 2, é
possivel verificar que ha diferencas significativas
das matrizes em comparacao com a dgua ultrapura.
O extrato digerido de vinho branco suave e
extrato digerido de espumante brut branco
ndo apresentaram efeito matriz em relacdo ao
extrato digerido de espumante moscatel branco.
Portanto, a curva analitica preparada em extrato
digerido de espumante moscatel branco pode
ser utilizada para quantificar OTA em extrato
digerido de vinho branco suave e extrato digerido
de espumante brut branco. Os extratos digeridos
de suco de uva tinto integral e vinho tinto seco
apresentaram efeito matriz em comparacdo com
os demais extratos. Portanto, para a quantificacdo
de OTA, devem ser utilizadas as curvas das
respectivas matrizes.

Na tabela 3 estdo descritos os resultados de
precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade) e de
recuperacao.

A precisdo é avaliada de maneira que alguns
parametros sejam alterados, enquanto outros
sejam mantidos iguais. A repetitividade (Dia 1) foi

realizada por um analista, em um dia de anélise. O
parametro de avaliacio de resultados da precisdo
€ o coeficiente de variacdo (CV%). Os resultados
do coeficiente de variacdo de repetibilidade do
dia um, nos trés niveis de concentracao (0,50, 1,5
e 2,5 ug.lY), das trés matrizes estudadas, foram
inferiores a 10,21% (Tabela 3). Resultados estio
de acordo com os valores preconizados pelos
guias de validacao analitico. O limite de aceitacao
do coeficiente de variacdo para a micotoxina
OTA deve ser de até 20%, para concentracoes
de 1 pg/Kg a 10 pg/Kg (ug.LY), e até 40% para
concentracbes < 1 ug/Kg (ug.L?) (Brasil, 2011).
E, o documento de orientacao sobre validacdo de
métodos analiticos, recomenda que o coeficiente
de variacdo seja de até 30% para a concentracdo
de 1 pg/Kg (Brasil, 2020).

O ensaio de reprodutibilidade (Dia 2) foi realizado
pelo mesmo analista, alterado o dia de andlise.
Foram calculados o coeficiente de variacdo
intra-dia (repetibilidade dia 2) e coeficiente de
variacdo inter-dia. Os coeficientes de variacao
da repetibilidade do dia 2 e da reprodutibilidade
inter-dia, nos trés niveis de concentracdo, para as
matrizes estudadas, foram inferiores a 11,00% e
13,98%, respectivamente. Oscritériosdeaceitacdo
de coeficiente de variacdo de reprodutibilidade
para a micotoxina OTA sdo de até 30% na faixa
de concentracdo de 1 ug/Kga 10 ug/Kg, e de até

Tabela 3. Resultados de precisao e recuperacao de Ocratoxina A nas matrizes extratos digeridos de vinho tinto seco,

espumante moscatel branco e suco de uva, em niveis de fortificacio, baixo (0,5 pg.L?), médio (1,5 pg.L?)
e alto (2,5 pg.LY).

Extrato digerido de Extrato digerido de Extrato digerido de

Matriz vinho tinto seco moscatel branco suco de uva tinto integral
Fortificacao pg.Lt 0,5 1,5 2,5 0,5 1,5 2,5 0,5 1,5 2,5
Repetibilidade (intra-dia) Dia 1 n=6 ugl* 0,54+0,02 1,53+0,08 2,50+0,12 0,53+0,05 1,58+0,13 2,63+0,19 0,51+0,02 1,481+0,09 2,53+0,07

CV (%) 4,02 5,46 4,7 10,21 8,45 7,22 3,41 6,11 2,97
Repetibilidade (intra-dia) Dia 2 n=6 ug.l* 0444004 1,26+0,13 2,11+0,14 0,55+0,04 1,58+0,12 2,58+0,17 0,41+0,04 1,184x0,12 1,97+0,18

CV (%) 9,04 10,61 6,62 7,93 7,47 6,43 11 9,86 8,97
Reprodutibilidade dias diferentes ugl! 048+0,06 1,40+0,17 2,30+0,23 0,54+0,05 1,58+0,12 2,60+0,18 0,46+0,06 1,33+t0,18 2,25+0,31
(inter-dia) Dia 1 e 2 n=6 CV (%) 11,95 12,54 10,21 9,05 7,86 6,83 13,71 13,7 13,98
Repetibilidade operador diferente ugl*  041+0,03 1,12+0,11 1,86%0,15 0,51+0,04 1,70+0,43 2,60+0,27 0,44+0,05 1,44+0,11 2,12+0,19
(intra-dia) n=6 CV (%) 7,86 9.85 8,28 8,86 7,58 10,58 12,09 7,66 8,96
Reprodutibilidade operador pgl?  046+0,06 1,31+0,20 2,16%0,30 0,53+0,05 1,62+0,14 2,60+0,21 0,45+0,06 1,37+0,17  2,20+0,28
diferente (inter-dia) n=6 CV (%) 13,67 15,7 13,82 9,24 8,41 8,17 13,34 12,34 12,88
Recuperacao % 95,7£5,2 95,8+5,7 96,8+56 96,589 104,4+83 1039%6,6 88,399 86,9+7,4 86,4+6,4

CV (%) 54 6 5,6 9.3 8 6,3 11,2 8,5 7.4

CV (%): Coeficiente de variacdo.

Rev. Bras. Vitic. Enol., n.15, p.108-118, 2023 115



116

60% para concentracoes < 1 ug/Kg (Brasil, 2011).
Os resultados de reprodutibilidade estdo dentro
dos valores preconizados (Brasil, 2011; 2020).

A reprodutibilidade também foi avaliada, variando
o analista. Foram avaliadas a repetitividade e
a reprodutividade do analista. Os coeficientes
de variacdo de repetitividade, calculados para
as trés matrizes nos trés niveis de fortificacio,
ficaram abaixo de 12,09%. A reprodutibilidade
foi calculada comparando os resultados
de repetitividade com operador diferente,
repetibilidade (intra-dia) dia 1 e repetibilidade
(intra-dia) dia 2. O coeficiente de variacdo da
reprodutibilidade com o operador diferente
(intra-dia), para as trés matrizes, nos niveis de
fortificacdo estudados, foram inferiores a 15,70%.
Resultados dentro dos valores preconizados pelos
guias de validacdo descritos anteriormente (Brasil,
2011; 2020).

Os limites de aceitacdo de recuperacido, na
faixa de concentracdo entre 1 ug/Kg e 10 ug/
Kg, sdo de -30% a +10% e, para concentracoes
< 1 ug/Kg, entre -50% e +20% (Brasil, 2011).
A matriz extrato digerido de vinho tinto seco
apresentou recuperacdao média de 95% nos trés
niveis de concentracdo avaliados. O espumante
moscatel branco apresentou recuperacdo média
de 96% na concentracdo 0,5 pg.L! e 104% nas
concentracdes de 1,5 e 2,5 pg.L't. O suco de uva

tinto integral teve recuperacdo média de 86%
nas trés concentracoes (Tabela 3). Os resultados
obtidos de recuperacdo de OTA estdo de acordo
com os dos valores estipulados pelos guias oficiais.

De maneira geral, os resultados da validacdo
sugerem que o método desenvolvido para a
identificacdo e quantificacdo de OTA em extratos
digeridos de vinho tinto seco, espumante moscatel
branco, suco de uva tinto integral, espumante
brut branco e vinho branco suave estao de acordo
com os parametros estipulados pelos guias de
validacdo analitica (Brasil, 2011; 2020).

Analise de OTA em produtos acabados
Foram analisadas 140 amostras, de diferentes
tipos de vinhos, espumantes e suco de uva
integral. Os resultados estdo descritos na tabela
4 e figura 2.

Na tabela 4, estao descritos os tipos de amostras
analisadas para OTA por CLAE MS/MS. Os
produtos selecionados foram analisados entre
2022 e 2023 e compreendem uma ampla
variedade de matrizes. Na figura 2, estao descritos
os resultados da andlise de OTA por CLAE MS/
MS. Entre todos os produtos analisados, 131
apresentaram resultado < LD (0,02 ug.L?, Tabela
1) e nove amostras com resultado < LQ (0,08
pg.Lt, Tabela 1). Entre os produtos com resultado

Tabela 4. Tipo de produtos analisados e a quantidade de amostras analisadas para Ocratoxina A por CLAE MS/MS.

Produto

Espumante Branco Brut
Espumante Branco Demi-sec
Espumante Branco Extra-brut
Espumante Moscatel
Espumante Moscato Rosé Doce
Espumante Rosé Brut
Espumante Rosé Demi-sec
Frisante Branco Demi-sec
Suco de Uva Integral

Vinho Branco Suave

Vinho Branco Seco

Vinho Licoroso

Vinho Tinto Suave

Vinho Tinto Seco

Total

Numero de amostras

16
6

13

12

54

18

140
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< LQ, oito amostras sdo de suco de uva tinto
integral e uma de espumante moscato rosé doce.
Os resultados demonstram que os produtos
analisados estdo dentro do limite maximo
permitido de OTA pela legislacdo brasileira, que
é de 2 pg.Lt. Devido aos relatos de presenca

de OTA em vinhos e a toxicidade crénica que
envolve a ingestdo de OTA, é fundamental que
este parametro analitico seja implementado como
analise de rotina pelo setor produtivo (Gil-Serna
et al., 2018; Ortiz-Villeda et al., 2021).

(4]

<LQ: 0 6% Total de amostras

<LD; 131 94%

- Total < LQ

= Espumante Moscato
Rose Doce
Suco de uva integral

8:89%

Figura 2. [A] Total de amostras com resultado de Ocratoxina A < LQ (Menor que o Limite de Quantificacdo) e < LD
(menor que o Limite de Deteccéo). [B] Amostras com resultados de Ocratoxina A < LQ.

Conclusao

No presente estudo foi desenvolvido e validado
um método para identificacdo e quantificacdo de
OTA em vinhos, espumantes e sucos de uva. O
método de MRM otimizado mostrou-se especifico
e seletivo para OTA nas matrizes estudadas. A
curva analitica foi elaborada em solvente agua
ultrapura, extratos digeridos de vinho tinto seco,
espumante moscatel branco e suco de uva tinto
integral. A regressdo linear foi calculada pelo
método dos minimos quadrados ponderados (1/
A?). Resultados demonstraram linearidade na
faixa de trabalho. Efeito matriz, em relacdo a
agua ultrapura, foi identificado para as matrizes
extratos digeridos de vinho tinto seco, espumante
moscatel branco e suco de uva tinto integral. Nao

foi determinado efeito matriz entre as matrizes
espumante moscatel branco, espumante brut
branco e vinho branco suave, podendo utilizar
a mesma curva analitica para a quantificacdo
de OTA. O método validado é preciso para a
quantificacdo de OTA nas matrizes estudadas.
O método de extracdo da OTA é adequado para
a recuperacdo da OTA das matrizes. Entre todas
as amostras analisadas, a quantidade de OTA
foi inferior aos LD e LQ, sendo um indicativo de
qualidade dos produtos analisados. Os resultados
desse trabalho vém como uma ferramenta de
avaliacdo da qualidade e de garantia da seguranca
alimentar.
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