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HPLC determination of ochratoxin A in roasted coffee beans

Abstract:

Aim. In the present paper we proposed to validate a high performance liquid chromatographic
(HPLC) analysis method for ochratoxin A determination and to apply the method for roasted coffee beans.

Material and method. The samples of roasted coffee beans were purchased in the Iasi markets. The
sample was homogenized with CH;OH:NaHCO; (80:20) mixture. Sample extract was cleanup by SPE
extraction. Ochartoxin A was eluted with chloroform. Organic phase was dried and the residue was
redissolved in 0.6 ml mobile phase; 20 pl was injected in the HPLC sistem. The HPLC analysis was
performed to an HP 1090 chromatograph equiped with both diode array detector and fluorescence detector.
The stationary phase is a Stable Bond SB - C18 column (150 x 4.6 mm; 5 um). The mobile phase (0.7
ml/min) was a mixture of CH;CN : H,O : CH;COOH (99 : 99 : 2). The volume of injected sample is 20 pl.
The detection was performed in fluorescence (excitation at 228 nm and emmision at 423 nm).

Results. The HPLC method was validated. Ochratoxin A has been found in coffee beans as follows:
in 12.5% from the samples, ochratoxin A concentration is under the limit value (5 pg/kg roasted coffee
beans), in 2.5% from the samples ochratoxin A exceded the limit value, and in 85% from the sample
ochratoxin A is below the limit of detection.

Discussion. This research contributes to the evaluation of the presence of ochratoxin A in Romanian
food and draw attention upon the risk of consumption of food containing mycotoxins.
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Rezumat:

Scop. Validarea metodei de determinare a ochratoxinei A prin cromatografie de lichide de inaltad
performantd (HPLC) si aplicarea acesteia pe probe de cafea boabe prajita.

Material si metodd. Probele de cafea, achizitioante din reteaua comerciala a orasului lasi, au fost
supuse extractiei cu un amestec CH;OH: NaHCO; (in raport de 80:20). Extractele au fost purificate prin
extractie Tn faza solidd (C;s) pentru retinerea ochratoxinei A. Micotoxina a fost eluatd cu cloroform; faza
organica a fost evaporata la sec si apoi, reziduul reluat cu 0,6 ml faza mobild. Un volum de 20 pl a fost supus
analizei HPLC. Analiza s-a realizat pe un cromatograf de lichide tip HP 1090 Series II, echipat cu o coloand
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cromatografica tip Stable Bond SB - C18 (150 x 4,6 mm; 5 pum), folosind ca faza mobild un amestec de
acetonitril : apa : acid acetic (in raport de 99 : 99 : 2). Detectia ochratoxinei A s-a realizat in fluorescenta
(Aex=228 nm §i A, =423 nm).

Rezultate. Metoda HPLC a fost validati. Intr-un numir de 5 probe (12,5% din numdrul total de
probe), ochratoxina A a fost prezenta sub limita maxima admisa de legislatia In vigoare (5 pg/kg cafea boabe
prajitd), intr-o singurd proba concentratia ochratoxinei A a fost peste limita maxima admisa A iar in 34 de
probe (85% din numarul total probe) ochratoxina A nu a fost identificata prin metoda aplicata.

Discutii. Aceasta lucrare contribuie la evaluarea prezentei ochratoxinei A in produsele alimentare
(cafea boabe) comercializate in Romania si atrage atentia asupra riscului consumului de alimente
contaminate cu micotoxine.

Cuvinte cheie: HPLC, ochratoxina A, cafea boabe prajita

Introducere grupul substantelor posibil carcinogene — grupul
Ochratoxina A (Figura nr. 1) este un 2B.
metabolit toxic produs de specii din genul

Aspergillus In zonele tropicale si subtropicale si de Material si metoda

specii din genul Penicillium 1n zonele temperate (1). - balanta;

Ochratoxina A a fost izolatd pentru prima data din - baie de ultrasunete;

culturi de Aspergillus ochraceus de Van der Merwe - micro-seringd Hamilton;

si colab. in anul 1965 (2) in timp ce testau - HP 1090 Series II lichid cromatograf echipat
capacitatea toxigend a unor tulpini de micromiceti cu detector cu multidiode UV-VIS si detector
izolate din diferite boabe de cereale si legume. de fluorescenta;

- coloand cromatografica tip Stable Bond SB -
C18 (150 x 4,6 mm; 5 pm);

COOH o - standard ochratoxind A (Sigma-Aldrich);
CﬁHﬁ—Cl—h—éH—NH—CO o] - coloane SPE Cg(Lida, manufacturing corp.);
- hartie de filtru cantitativd (Schleicher &
s Schuell MicroScience);
o - acetonitril (puritate HPLC, gradient grade,
Riedel de Haén);

Figura nr. 1 Ochratoxina A — structura chimica - cloroform (puritate HPLC, Sigma Aldrich);

- metanol Chromasolv® (puritate HPLC, Riedel
Penicillium verrucosum este izolat frecvent de Haén)
din probe de cereale in timp ce 4. ochraceus - acid acetic glacial 99,99% (Sigma Aldrich);

contamineaza boabele verzi de cafea, condimentele, - sulfat de sodiu (A.C.S. reagent, Sigma
boabele de cacao, soia si arahide (3). Aldrich);

Studii experimentale au demonstrat actiunea - apa (puritate HPLC, Merck);
imunotoxicd, neurotoxicd, nefrotoxica, teratogena si - faza mobild: amestec acetonitril : api : acetic
cancerigend a ochratoxinei A. Datoritd actiunii acid (in rapotul 99: 99: 2).
cancerigene, evidentiate pe animale de experienta,
ochratoxina A a fost inclusd de Agentia

Internationald de Cercetare a Cancerului (1993) in
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Procedeu de lucru

Extractia ochratoxinei A si purificarea
extractului

Probele de analizat (cafea boabe prajita-
vrac) au fost supuse extractiei in vederea separarii
ochratoxinei A.

Astfel, o cantitate de 20 grame proba
maruntita se agitd 20 minute cu un volum de 20 ml
amestec CH;OH : NaHCO; 3% (80 : 20) dupa care
se filtreaza prin hartie de filtru cantitativa (4, 5).
Filtratul se trece prin coloana SPE preconditionata
prin spalare succesiva cu 4 ml metanol, respectiv cu
4 ml apa purificatd. Ochratoxina A este eluatd de pe
coloand cu un volum de 3 ml cloroform, cu o viteza
de 2 ml/min. Faza organicd se evapord la sec;
reziduul obtinut se reia cu un volum de 0,6 ml faza
mobild si se supune analizei HPLC prin injectarea
unui volum de 20 pl in conditiile mentionate (6).

in paralel, s-au lucrat probe imbogitite cu
cantitdti cunoscute de ochratoxind A pentru
stabilirea randamentului de extractie.

Analiza HPLC s-a realizat astfel: un volum
de 20 pl proba (obtinutd prin dizolvarea reziduului
obtinut in urma prelucrarii probei intr-un volum de
0,6 ml faza mobild) a fost supus analizei pe un
cromatograf de lichide tip HP 1090 Series II,
echipat cu o coloana cromatografica tip Stable Bond
SB - C18 (150 x 4,6 mm; 5 pum), folosind ca faza
mobild un amestec de acetonitril : apd : acid acetic
(in raport de 99 : 99 : 2). Detectia ochratoxinei A s-
a realizat in fluorescentd (A=228 nm §i A, =423
nm) (7).

Rezultate si discutii

Specificitatea

Pentru determinarea specificitatii metodei
au fost analizate probe continand ochratoxina A si o
proba continand faza mobila utilizatd ca solvent al
probelor injectate. La timpul de retentie al
ochratoxinei A nu s-a obtinut nici un semnal in
cromatograma corespunzatoare fazei mobile, rezulta
deci faptul ca nu exista interferenti (8, 9, 10).

Identificarea picurilor

Delia Bulea et al.

Identificarea picului corespunzator
ochratoxinei A se realizeaza in functie de timpul de
retentie. In conditiile mentionate, timpul de retentie
pentru ochratoxina A este de 9,5 min. in figura nr. 2
este prezentatdi cromatograma pentru solutia

standard de ochratoxini A.

Figura nr. 2 Cromatograma pentru solutia standard
de ochratoxina A

Validarea metodei de determinare a ochratoxinei
A prin cromatografie de lichide de inalti
performanta (HPLC)

Pentru  determinarea  cantitativd  a
ochratoxinei A, metoda de analizd prin HPLC
prezentata a fost validatd, urmarindu-se urmatorii
parametri: timp a solutiei,
linearitatea, detectie si limita de
cuantificare, precizia sistemului, precizia metodei,

exactitatea metodei.

stabilitatea 1n

limita de

Stabilitatea solutiei

Pentru a determina stabilitatea solutiei de
ochratoxind A a fost analizati o proba cu o
concentratie de 19,5 ng/ml ochratoxind A dupa ce a
a fost mentinuta la temperatura camerei 2, 3 si 10
zile. Rezutatele experimentale sunt prezentate in
tabelul 1.

Tabelul 1
Stabilitatea solutiei
Nr. Ziva A?Ie Date statistice
pic
1 0 33,8 Arie medie =32,45
2 21309 SD =1,3379
3 33,3 RSD (%) =4,1230
4 10 31,8
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In concluzie, probele in fazi mobila
continand ochratoxina A pot fi la
temperatura camerei cel putin 10 zile, fara a aparea
degradarea acestui compus, avand in vedere faptul
ca aria picului corespunzator ochratoxinei A este
deviatia

stocate

aproximativ constantd (in acest caz,
standard relativd avand valoarea de 4,1230%).

Linearitate, limita de detectie si limita de
cuantificare

Pentru studiul lineritatii au fost analizate
sase serii de solutii, pentru fiecare cromatograma a

ochratoxinei A, iar valoarea ariei medie a fost
reprezentatd grafic functie de concentratie. Prin
analiza statistica au fost calculate ecuatia dreptei de
regresie, coeficientul de corelatie (r) si eroarea
standard de regresie. Folosind panta dreptei de
regresie §i eroarea standard a acestei drepte s-au
calculat valorile limitei de detectie si a limitei de
cuantificare.

In tabelul nr. 2 sunt prezentate ariile
picurilor corespunzitoare ochratoxinei, iar in figura
nr. 3 este reprezentatd dreapta de calibrare a
ochratoxinei A.

fost calculata aria  picului  corespunzator
Tabelul 2
Ariile picurilor ochratoxinei A obtinute in studiul linearitétii metodei
Ochratoxin A Arie pic Arie

(ng/ml) I 11 111 v A% VI medie
9,765625 20,000 17,1 15,9 13,8 18,1 17,8 17,12
19,53125 33,800 | 26,7 30,9 25,4 26,2 33,3 29,38
39,06250 56,100 | 53,4 45,1 47,9 42,6 48,7 48,97
78,12500 95,000 | 86,7 93,3 89,3 85.8 80,6 88,45
156,2500 177,30 | 172,8 | 1658 | 1657 | 1645 | 1583 | 167,40
312,5000 337,80 | 328,5 331,9 | 3025 306,8 321,5 321,50
625,0000 628,40 | 614,50 | 619,70 | 602,10 | 559,90 | 611,50 | 606,02
937,5000 898,74 | 904,2 8984 | 9054 | 909,7 | 9148 905,21
1250,000 1232,1 | 1194,8 | 1166,5 | 1192,6 | 1041,4 | 1202,2 | 1171,60

Deoarece cantitatea de ochratoxind A
din probe este micd, ecuatia curbei de calibrare
a fost calculatd pentru concentratii cuprinse
intre 9,765625 si 39,0625 ng/ml.

y =0,9356% + 16,512
R?=0,3985

Arie pic

400 00 800 1400

Concentratie (ng/mi)

1000 1200

Figura nr. 3 Dreapta de calibrare a ochratoxinei A

3-SE _ 3-1,3229431474665

Dupa calculul statistic s-a obtinut ecuatia

curbei de calibrare:
Arie pic = 1,0750780952381 x concentratia +
7,325

Valoarea coeficientului de corelatie (r) este
0,9983 iar eroarea standard a curbei de regresie
(SE) este 1,3229431474665. Folosind aceste valori
s-au calculat limita de detectie (LD) si limita de
cuantificare (LQ) cu formulele (1) si (2):

LD = = =3,69ng/ml (1)
panta 1,0750780952381
LO= 10-SE _ 10-1,3229431474665 = 12,3Ing / ml ?)
panta 1,0750780952381
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Precizia §i exactitatea
Prima etapd in determinarea preciziei o

reprezintd studiul preciziei sistemului. Astfel, o
solutie de concentratie de 20 ng/ml a fost analizata
de cinci ori.
ochratoxinei A pentru cele cinci determinari sunt

Ariile picurilor corespunzitoare

prezentate in tabelul nr. 3.

Tabelul 3
Precizia sistemului la determinarea ochratoxinei A
Nr. Arie pic Date statistice
1 26,7 Arie medie = 29,16
2 30,4 SD = 2,5344
3 30,7 RSD (%) = 8,6912
4 26,2
5 31,8
Pentru aceste valori, deviatia relativa

standard (RSD %) a fost calculata ca fiind 8,6912%.
Pentru concentratii in proba de ordinul ng, valoarea
este buna, deci sistemul este precis.

Delia Bulea et al.

Precizia gi exactitatea metodei au fost
determinate prin calcularea valorii medii a 3
determinari la trei concentratii diferite in jurul
valorii de interes — 39.0625 ng/ml, 19.53125 ng/ml
si respectiv, 9.765625 ng/ml (concentratia urmarita
+ 50%).

Intregul experiment a fost realizat in zile
diferite, de alt analist, cu scopul de a obtine
informatii despre robustetea metodei.

Utilizand ecuatia curbei de calibrare si ariile

picurilor au fost calculate concentratiile pentru
fiecare probd. A fost determinatd regasirea ca
procent din valoarea concentratiei teoretice,
regdsirea medie §i precizia metodei exprimata prin
deviatia standard relativd din regésirea calculata.
Pentru aceste doud grupuri de date (I si II), valorile
obtinute sunt prezentate in tabelul nr. 4.

Tabelul 4
Precizia si exactitatea metodei
. .. Concentratia .
Nr. te(i‘;ﬁi;“g;;il) Aflepic | leulats (ng/ml) Regasire (%)
I 11 I 11 I 11
1 20,0 | 17,1 11,79 9,09 120,7 93,1
2 9,765625 18,1 13,8 10,02 6,02 102,6 61,6
3 17,8 | 15,9 9,74 7,98 99,7 81,7
4 33,8 | 26,7 | 24,63 18,02 126,1 92,3
5 19,53125 26,2 | 254 | 17,56 16,81 89,9 86,1
6 33,3 | 30,9 | 24,16 21,93 123,7 112,3
7 56.1 | 53,4 | 4537 42,86 116,1 109,7
8 39,0625 42.6 | 479 | 3281 37,74 84,0 96,6
9 48.7 | 45.1 38,49 35,14 98,5 90,0
Media= 99,2 %
Minim= 61,6 %
Maxim = 126,1 %
Deviatia standard (SD) = MJT
Deviatia standard relativa (RSD %) = W

Dupa prelucarea statisticd a ambelor seturi
de determinari a rezultat o valoare de 16,9629 % a
deviatiei standard relative ceea ce demonstreaza
precizia metodei; regdsirea medie fiind de 99,2%

(pe intervalul 61,6 — 126,1%), ceea ce demonstreaza
exactitatea metodei.

Valoarea medie (18 valori si o precizie de
95%, valoarea t din testul Student fiind de 2,11),
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intervalul de incredere pentru regésire este de 83,29
—115,00%.

Aplicatie la determinarea ochratoxinei A
din probe de cafea boabe prijiti

Metoda de analiza validata a ochratoxinei A
prin HPLC a fost aplicata la determinarea
ochratoxinei A din probe de cafea boabe.

Probele au fost procurate din reteaua
comerciald a orasului lasi si anume din unitati ce
comercializeaza produse vrac. S-au analizat 40 de
probe de cafea boabe prajitad, de diferite sorturi

(Columbia — 10 probe, Jacobs- 10 probe, Indonezia-
8 probe, Brazilia- 4 probe, Robusta- 2 probe, India-
1 proba, cafea decofeinizata- 5 probe).

In urma analizei prin HPLC,
cromatogramele obtinute au fost prelucrate,
stabilindu-se ~ aria  picurilor  corespunzatoare

ochratoxinei A si, folosind ecuatia dreptei de
regresie, s-a calculat continutul in ochratoxind A
pentru probele de cafea (valori prezentate in tabelul
nr. 5).

Tabelul 5

Continutul in ochratoxina A

Nr. ort. Nr. proba Denumire Ochratoxina A
proba (pg/kg proba cafea boabe)
1. 3 Cafea Indonezia 0,77
2. 4 Cafea Indonezia 0,87
3. 5 Cafea Indonezia 1,06
4, 6 Cafea Indonezia 0,55
5. 10 Cafea Columbia 9,47
6. 40 Cafea India 3,35
- 1 ™ SAA A
al N 1) A
Al 11l 1= AN
e IEQ |
= I
= | |
|
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Figura nr. 4 Doua dintre cromatogramele obtinute la analiza probelor de cafea boabe prin metoda

Din analiza datelor obtinute

determindrii ochratoxinei A din cele 40 probe de
cafea boabe prdjita, s-a constatat ca intr-o singura

probd (2,5% din numdrul total

Copyright © 2008,

HPLC.
in urma ochratoxina A este prezentd intr-o cantitate mai
mare decdt limita maxima admisd de legislatia in
vigoare (5 pg/kg cafea boabe prdjitd) (11); in 5
probe (2,5% din numarul total de probe)

de probe)
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ochratoxina A se gaseste in concentratii sub limita
maxima admisa, iar intr-un numir de 34 probe
(85% din numarul total de probe) ochratoxina A nu
a fost identificata prin metoda aplicata.

Concluzii

Metoda corespunde parametrilor de validare
si a fost aplicatd cu bune rezultate la determinarea
ochratoxinei A din probele de cafea boabe prajita.

Aceastd lucrare contribuie la evaluarea
prezentei ochratoxinei A in produsele alimentare
(cafea boabe vrac) comercializate in Romania.

Avand in vedere consumul crescut de cafea
in randul populatiei adulte este necesara adoptarea
unor in vederea protejarii sanatatii
consumatorului, 0 masura importanta fiind evitarea
comercializarii produselor cu un nivel ridicat de
contaminare cu ochratoxind A.
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