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Sumario

A patulina, uma micotoxina, pode ser produzida por alguns géneros de fungos como
Aspergillus, Fusarium e Penicillium, sendo a principal espécie produtora Penicillium
expansum. Este fungo costuma estar presente em macgas danificadas fisicamente, pelo
que estas ndo sdo colocadas a venda de forma in natura, mas destinadas a industria de
sucos. Ha vérios anos que os cientistas procuram estudar, entre outros, os efeitos
mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos, que o consumo continuado de patulina,
pode causar a saude humana. Sendo os produtos a base de mag¢d, como os sucos por
exemplo, alimentos utilizados por todas as faixas etarias no Brasil e no mundo, diversos
estudos em paises distintos tém tido como objetivo detetar a presenca de patulina em
produtos alimentares comercializados a populacdo, avaliando as suas quantidades,
comparativamente aos valores méaximos de consumo recomendados pelos o6rgaos
regulamentadores de cada pais. Estas pesquisas tem demostrado que mesmo com toda a
tecnologia e conhecimento da atualidade, muitos paises apresentam presenca de patulina
em seus produtos, sendo as vezes, em valores muito acima do esperado. No Brasil,
apenas no ano de 2011 foi definido um valor maximo de patulina aceitavel, e ha poucos
estudos que investiguem a presen¢a da toxina nos sucos de ma¢d consumidos pela
populacdao. O objetivo deste trabalho buscou quantificar a ocorréncia de patulina em
sucos de mac¢a comercializados na regido Sul do Brasil. Para esse efeito foi estudado 15
sucos de marcas distintas, recorrendo-se a uma técnica de extracdo da patulina por
cromatografia em fase gasosa acoplada a um detector de massas apds um processo de
derivatizacdo. Nao foram encontrados residuos de patulina, pela técnica referida, em
nenhuma das amostras avaliadas, o que depde a favor da qualidade dos sucos de maca

comercializados no Brasil.

Palavras-chave: Micotoxina. Patulina. Qualidade. Magas. Sucos
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Abstract

Patulin, a mycotoxin, can be produced by some genus of fungi such as Aspergillus,
Fusarium and Penicillium, being the main producing specie Penicillium expansum. This
fungus is usually present in apples physically damaged, so that they are not offered for
sale as a supermarket fruit but are intended for the juice industry. For several years,
scientists have sought to study, among others, the mutagenic, carcinogenic and
teratogenic effects that the continued consumption of patulin can cause to human health.
Since apple products, such as juices, for example, are being used by all age groups in
Brazil and worldwide, several studies in different countries, have aimed to detect the
presence of patulin in foods commercialized to the population by evaluating the
quantities recommended by the regulatory bodies of each country. This research has
shown that even all the knowledge and technology of today, many countries have
patulin present in their products, sometimes in values much higher than expected. In
Brazil, only a maximum value of acceptable patulin was defined in 2011, and there are
just few studies investigating the presence of patulin in apple juices consumed by the
population. The objective of this work was to evaluate the occurrence of patulin in apple
juices marketed in the southern region of Brazil. For this purpose, 15 apple juice brands
were studied, using a patulin extraction technique by gas chromatography coupled to a
mass detector after a derivatization process. No patulin residues were found, by the
referred technique, in any of the samples evaluated, which is in favor of the quality of

the apple juices marketed in Brazil.

Key-words: Mycotoxin. Patulin. Quality. Apples. Juice.
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I. INTRODUCAO

As micotoxinas s3o conhecidas como metabolitos secundérios secretados por diversos
tipos de fungos, podendo serem expostas aos seres humanos, principalmente através da
ingestao (Saleh e Goktepe, 2019). De acordo com Saleh e Goktepe (2019), a patulina ¢é
uma micotoxina identificada pela primeira vez na década de 40 sob o nome de tercinina,
na época, sendo um possivel agente antimicrobiano. A sua atividade como
antimicrobiano era bastante promissora, uma vez que demostrava ser até dez vezes mais
eficaz no tratamento de infec¢des por Bacillus sp. do que a Penicilina G. (Gaucher,
1979). No entanto, alguns anos depois, seus aspectos toxicos se tornaram evidentes,
tanto em plantas quanto em animais, impedindo seu uso clinico como antibidtico
(Steiman et al., 1989). A patulina ¢ produzida por diversos tipos de fungos, sendo
Penicillium expansum o seu principal produtor (Saleh e Goktepe, 2019). Penicillium
expansum pode infectar diferentes frutas e vegetais, mas tem preferéncia por magas
sendo os produtos alimenticios a base dela as principais fontes de exposi¢ao a patulina

para os seres humanos (Saleh e Goktepe, 2019).

Estudos de longa data realizados em animais ja demonstravam preocupagdo quanto a
seguranca da ingestdo de patulina pelos seres humanos, uma vez que foi evidenciado
que a intoxicagdo aguda da micotoxina poderia levar a complicagdes de satide como
hiperemia géstrica e duodenal, distensdo abdominal, lesdes histopatologicas incluindo
ulceragdo e inflamagdo do estomago e do intestino (McKinley e Carlton, 1980;
McKinley et al., 1982) além de disturbios gastrointestinais como nduseas € vomitos
(Drusch e Ragab, 2003). A toxicidade do consumo de patulina foi descrita pela primeira
vez em animais roedores (Broom et al., 1944), tendo também demonstrado capacidade
mutagénica para cepas de Saccharomyces cerevisiae ¢ também em ratos (Mayer e
Legator, 1976; Schumacher et al., 2006), teratogénica para embrides de galinha (Ciegler
et al.,, 1976), possivelmente carcinogénica em ratos e células mutantes de Bacillus
subtilis (Dickens e Cooke, 1965; Ueno e Kubota, 1976; Gaucher, 1979) e

imunossupressora em ratos e coelhos (Escoula et al., 1988).
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No entanto, com base na falta de dados toxicologicos em humanos, a Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancro (IARC - International Agency for Research
on Cancer) considerou a patulina no Grupo 3 sendo ndo classificado como
carcinogénico para humanos (IARC, 2015). Porém, segundo estudos mais recentes, esta
classificagdo precisa ser revista, pois a cada ano novos relatos surgem sobre a
carcinogénese e toxicidade desta micotoxina (Pfenning et al., 2014; Al Wright; 2015;

Ostry et al., 2017)

Muitos paises, como o Brasil, os Estados Unidos, € os paises pertencentes a Unido
Europeia, estipularam valores méximos aceitaveis de patulina em sucos de mag¢a de 50
ng/kg (FDA, 2000, EC, 2006, ANVISA, 2011). Na Europa, produtos solidos de maca
como compota e puré, receberam valores ainda mais baixos (25 pg/kg) e se os mesmos
se destinarem a criangas jovens (rotulados e vendidos como tal), sendo suco, produtos
solidos compotas e puré (todos de mag¢d) o valor maximo aceitavel passa para 10 pg/kg
(EC, 2006). No entanto, niveis preocupantes de contaminagdo por patulina tém sido
registrados em diversos paises, principalmente em produtos feitos a partir de macas, e
ocasionalmente em outros alimentos (Funes e Resnik, 2009; Shephard et al., 2010;
Barreira et al., 2010; Yuan et al., 2010; Guo et al., 2013; Oroian et al., 2014; Zouaoui et
al., 2015; Oteiza et al., 2017; Hammami et al., 2017; Torovi¢ et al., 2018; Igbal et al.,
2018; i¢li, 2019). Portanto, um acompanhamento mundial dos niveis de patulina nos

alimentos deve ser considerado (Vidal et al., 2019).

No sentido de desenvolver a dissertacdo de mestrado na area de Microbiologia Clinica,
escolheu-se este tema no seguimento do interesse da formagdo académica da aluna, que
¢ na area de Nutrigdo. Esta pesquisa intitulada “Quantifica¢do de patulina em sucos de
maca disponiveis no mercado sul brasileiro”, procurou quantificar a ocorréncia da
micotoxina patulina em amostras de sucos de mag¢a produzidos no Brasil e vendidos em
supermercados localizados na regido sul do pais. A autora objetivou avaliar a qualidade
dos sucos oferecidos aos consumidores sul brasileiros quanto a presenga da micotoxina.
Este trabalho foi realizado analisando todas as 15 marcas de sucos de maca disponiveis
nos maiores supermercados dos dois estados, utilizando um método analitico
extremamente sensivel e adequado, conhecido como cromatografia em fase gasosa

acoplada a espectro de massa (GC-MS), ap6s uma fase de derivatizagao.
2
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II. ENQUADRAMENTO TEORICO

1. Fungos e Micotoxinas

Os fungos sdo divididos em pluricelulares (cogumelos e bolores) e unicelulares
(leveduras). Cerca de 100.000 espécies ja foram descritas na literatura, sendo a cada ano
descobertas mais de 4.000 novas espécies (Santos, 2015). Estima-se que a diversidade
do reino seja de 5 milhdes de espécies, representando depois dos insetos, o grupo de
organismos mais diverso do planeta (Santos, 2015). Seu habitat natural sdo
principalmente o solo ou matéria vegetal morta. Alguns fungos sdo parasitas de plantas,
enquanto outros podem ser patogénicos tanto para os humanos quanto para os animais.
Além disso, muitos fungos também podem beneficiar a vida humana, através de seus

processos fermentativos e da sintese de antibidticos (Madigan, 2016).

Fungos sdo organismos eucariotas, heterotroficos e de forma geral sdo
quimiorganotroficos, apresentando necessidades nutricionais relativamente simples,
sendo a maioria aerdbia (Santos, 2015). Os fungos filamentosos, também chamados de
bolores sdo extremamente comuns na natureza, podendo ser utilizados tanto na
medicina quanto na industria. Exemplos destas utiliza¢gdes podem ser baseadas, no caso
da medicina, em fungos como Penicillium notatum para producio penicilina (Foster et
al. 1943) ou Tolypocladium inflantum para sintese de ciclosporina a qual ¢ uma droga
imunossupressora utilizada principalmente para reduzir a probabilidade de rejeicdo em
orgdos transplantados (Doutre, 2002). No caso da industria, podemos citar
principalmente a industria de alimentos a qual produz diversos produtos como paes,
bebidas como cerveja e vinho entre outros, a partir do uso de dezenas de fungos
leveduriformes distintos (Takahashi et al., 2017). Apesar da sua utilizacdo positiva em
alguns aspectos, os fungos também podem estar presentes em diversos alimentos de
forma negativa, contaminando-os e causando a sua deterioragdo, podendo trazer perdas
econdémicas para a industria e também tornarem-se um problema de satde publica,
trazendo doencas para os seres humanos (Vecchia e Fortes, 2007). A exposi¢ao aos

fungos em hospedeiros animais pode originar as doengas conhecidas como micoses, ja
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no caso de toxinas via trato digestivo e respiratdrio sdo conhecidos como micotoxicoses

(Bennett e Klich, 2003).

Para que os fungos se desenvolvam de forma adequada, os produtos primarios do
metabolismo produzidos por eles sdo essenciais. Para os produtos secundarios, os quais
sdo formados mais ao final da etapa exponencial de crescimento, estes ja ndo sdo tdo
relevantes para o crescimento ou metabolismo do fungo (Food Ingredients Brasil,
2009). Uma das formas que os fungos encontram para reduzir a quantidade de
precursores que ndo sdo necessarios para o seu metabolismo, ¢ a produgdo de

micotoxinas (Food Ingredients Brasil, 2009).

Os termos Mykes (grego) que significa fungo e Toxicum (latim) que denota toxico ou
veneno, deram origem a palavra micotoxina (Jay, 2005). Por defini¢do, as micotoxinas
sdo consideradas metabolitos secundarios sintetizados por géneros distintos de fungos
filamentosos (Bennett e Klich, 2003). Entre suas principais caracteristicas estdo o baixo
peso molecular, heterogenicidade quimica e um amplo espectro de toxicidade sendo
capaz de atuar em pequenas quantidades (Bennett e Klich, 2003). Seu baixo peso
molecular torna a ocorréncia desta substancia natural praticamente inevitavel. Ela pode
entrar na cadeia alimentar em diferentes fases do processo, podendo contaminar o
alimento de forma direta, a partir da plantagdo, ou de forma indireta, através do

crescimento de fungos nos alimentos (Alshannaq e Yu, 2017).

O estudo das micotoxinas teve inicio em 1962 na sequéncia de uma crise veterinaria
atipica, que resultou na morte de mais de 100.000 aves, principalmente perus, nos
arredores de Londres (Bennett e Klich, 2003). Na ocasido, foi descoberto que a racao
dos animais, que era baseada em amendoim, estava contaminada com um fungo,
chamado Aspergillus flavus, o qual gerava um metabdlito secundéario denominado de
aflatoxina, causando a morte dos animais. O surto ficou conhecido como “furkey X
disease”, tendo as micotoxinas a partir de entdo, uma grande expressividade no meio

cientifico (Bennett e Klich, 2003).
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Entre os maiores produtores de micotoxinas em alimentos estdo os fungos dos géneros
Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Juntos, eles produzem mais de 300 tipos diferentes
de micotoxinas, como as aflatoxinas, ocratoxina, fumonisinas, zearalenona, tricotecenos
e patulina, sendo estas consideradas as seis mais importantes no que respeita a saude
humana e as que causam os maiores problemas de seguranca alimentar (Alshannaq e
Yu, 2017). De acordo com Tola e Kebede (2016) existem algumas divisdes entre os
fungos produtores de micotoxinas: no grupo 1 estdo os que invadem o alimento antes da
colheita, mais conhecidos como fungos do campo, e no grupo 2 os que contaminam
apos a colheita, chamados de fungos de armazenamento. H4 também uma subdivisdo
dentro do grupo 1 com trés tipos diferentes de fungos considerados toxicogénicos: a) 0s
fitopatogenos, como por exemplo Fusarium graminearum; b) fungos que se
desenvolvem em plantas senescentes ou também estressadas, como Fusarium
moniliforme e, por vezes, Aspergillus flavus; e c) fungos que colonizam a planta
anteriormente a colheita predispondo os produtos (frutas, verduras, vegetais, cereais,
entre outros) a contaminacdo por micotoxinas, como por exemplo Penicillium

verrucosum e Aspergillus flavus (Tola e Kebede, 2016).

Os efeitos toxicos causados pela ingestdo de alimentos contaminados por micotoxinas
sdo quase exclusivamente sistémicos, sendo os efeitos toxicos desencadeados em
tecidos e 6rgaos muito distantes do local de entrada (Oga et al., 2014). Mutagenicidade,
carcinogenicidade, teratogenicidade, hepatotoxidade, nefrotoxicidade e citotoxidade sdo
algumas das complicagcdes de saude reportadas as micotoxinas (Ciegler et al., 1976;
Schumacher et al., 2006; Liu e Wu, 2010; De Ruyck et al., 2015; TARC, 2015; Raiola et
al., 2015; Mostrom, 2016). Segundo Oga et al. (2014), estima-se que mais de 90% de
todos os tipos de cancro observados na populacdo humana resultem de exposi¢do a
agentes quimicos, sendo 50% destes, provocados por substancias quimicas presentes em
alimentos. O maior perigo reside na exposicdo a baixas concentracdes da substincia de
forma continuada, por um longo periodo de tempo, causando um efeito cumulativo no

organismo (Oga et al., 2014).

Interessados no proposito de identificar o perigo das micotoxinas em relagdo ao cancro,

a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancro (IARC), localizada em Lyon, Franca,
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criou uma classificagdo para o risco de carcinogénese para as principais micotoxinas
(Ostry et al., 2017). Este programa teve inicio em 1969, sendo ampliado ao longo dos
anos. Hoje conta com o apoio de um grupo de cientistas independentes, que consideram
todas as informagdes relevantes sobre o consumo de micotoxinas e carcinogénese,
avaliando e classificando as evidéncias mais € menos relevantes sobre este assunto

(IARC, 2015).

A classificacdo das micotoxinas pela IARC em relagdo ao cancro ¢ dada da seguinte
forma: “Grupo 1 (carcinogénicos para humanos)”, “Grupo 2A (provavelmente
carcinogénicos para humanos)”, “Grupo 2B (possivelmente carcinogénico para
humanos)”, “Grupo 3 (ndo classificado como sendo carcinogénico para humanos)”,

“Grupo 4 (provavelmente ndo carcinogénico para humanos)” (Ostry et al., 2017, p. 67).

Além da carcinogénese, estudos relacionam o consumo de micotoxinas com o
desequilibrio da microbiota intestinal, podendo ocasionar alteragdes importantes no
sistema imunitario (Assungdo et al., 2016; Liew e Redzawan, 2018). “A mucosa
intestinal ¢ a primeira barreira bioldgica encontrada pelas toxinas presentes na dieta,
podendo assim ser exposta a teores elevados destas substancias (...)” (Assungdo et al.,
2016, p. 26). A exposicao a longo prazo as micotoxinas também pode produzir
mudangas significativas na composi¢ao da microbiota e na atividade metabdlica (Liew e

Redzawan, 2018).

Um estudo de revisdo realizado por Robert et al. (2017) teve como objetivo resumir os
principais efeitos das micotoxinas em relagdo a satide humana (desoxinivalenol,
aflatoxina BI1, ocratoxina A, fumonisinas Bl, zearalenona e patulina) na barreira
intestinal. A revisdo demonstrou que ja sdo bastante documentados os efeitos de
alteracdo da integridade das células epiteliais intestinais relativamente ao consumo
destas micotoxinas, mas por outro lado, ainda pouco investigados os seus efeitos
deletérios quando avaliada a microbiota de uma forma mais global (Robert et al., 2017).
O autor se refere aos problemas intestinais reportados as micotoxinas de forma a separar
os efeitos relacionadas ao epitélio do intestino (barreira fisica), ao muco (barreira
quimica) e a microbiota (barreira bioldgica) (Robert et al., 2017).

6
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Para as micotoxinas desoxinivalenol, ocratoxina A, fumonisinas B1 e zearalenona a
revisdo demostrou que ja existem alguns trabalhos que investigam os problemas
causados pelas trés diferentes formas de barreiras intestinais relacionadas ao consumo
destas micotoxinas. Para a aflatoxina B1, somente a barreira fisica e biologica ja foram
estudadas e para a patulina, s6 ha estudos que relacionam o consumo da micotoxina a
barreira fisica e quimica, ndo tendo até o momento estudos conclusivos sobre os efeitos

da patulina na microbiota humana (Robert et al., 2017).

Como exemplos destes efeitos, em relagdo ao epitélio intestinal, podemos destacar para
a toxina desoxinivalenol a diminuicdo na absor¢do de glicose (através da supressdo do
transportador de glicose SGLT1), em estudo realizado em frangos (Awad et al., 2011);
o aumento de danos ao DNA e a diminui¢do nas vilosidades, ambas observadas em
ratos (Payros et al., 2017); para a ocratoxina A, a indu¢do de dano oxidativo em células
humanas GES-1 (Jia et al., 2016); para as fumonisinas B1, diminui¢do na altura das
vilosidades e aumento nos escores lesionais de porcos (Grenier et al., 2012); e para
zearalenona, diminui¢cdo na taxa de sobrevivéncia de células IPEC-J2 em porcos (Wan
et al., 2013). Para as alteragdes reportas ao muco, alguns exemplos s3o a diminui¢do na
produ¢do de mucina e diminui¢do de mRNA de MUCI1, MUC2 e MUC3 em células
humanas (desoxinivalenol) (Pinton et al., 2015); hiperplasia de células caliciformes
(Brown et al., 1992); diminuicdo na expressio de mRNA de MUC2 no duodeno;
aumento significativo na composicdo de monossacarideos (fumonisinas Bl)
(Antonissen et al., 2015). J& para a microbiota, alguns exemplos sdo, no caso da
zearalenona, reduc¢do no total de bactérias aerdbicas cultivaveis em porcos (Piotrowska
et al.,, 2014); e para a ocratoxina A, aprimoramento da familia Lactobacilliaceae e

diminuigado da diversidade a-microbiana de ratos (Guo et al., 2014).

Para a patulina, alguns exemplos do seu impacto no epitélio intestinal foram observados
em células humanas Caco-2, entre eles a diminui¢ao da viabilidade celular (Mahfoud et
al., 2002); a reducdo da resisténcia elétrica transepitelial (TEER - Transepithelial
Electrical Resistance) (McLaughlin et al., 2009; Kawauchiya et al., 2011; Assungdo et
al., 2016); ¢ também o aumento da citotoxicidade ¢ da morte celular (Tannous et al.,

2017). Ainda a nivel epitelial, mas em um modelo experimental feito a partir de
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explante de colon de ratos, alteragdes morfologicas da mucosa e diminuicdo da TEER
também foram documentadas (Mohan et al., 2012). Ainda referente a barreira fisica,
pesquisadores observaram um aumento na apoptose celular em estudo feito em explante
de jejuno de porcos (Maidana et al., 2016). Para a barreira quimica relacionada ao muco
intestinal, Maidana et al. (2016) também encontrou efeitos negativos, relatando uma

reducdo no numero de células caliciformes das vilosidades e criptas.

Além da relagdo com a satde, as micotoxinas, também t€ém um impacto significativo na
economia em muitos paises. Muitas vezes, produtos que sdo enviados do Brasil para
exportacdo sdo rejeitados pelos paises importadores pela presenca de micotoxinas, e
acabam sendo consumidos pela populacdo brasileira (Sabino, 2014). Este ¢ um dos
motivos que levou a que autoridades brasileiras concluissem que era necessario
implementar programas para reduzir a contamina¢do por micotoxinas. Como exemplo
destes programas, podemos citar a pratica da agricultura moderna (baseada em uso de
tecnologias, caracteristicas do mercado agricola, investimentos, gestdo, e apoio
governamental) bem como o processamento de alimentos regulado pela legislacio

(Sabino, 2014).

Como ja citado, as seis principais micotoxinas encontradas em alimentos sdo
aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas, zearalenonas, tricotecenos e patulina. Na tabela 1
¢ possivel observar estas micotoxinas seguidas das principais espécies de fungos que as

produzem bem como os principais alimentos que elas contaminam.

Tabela 1: Principais micotoxinas com importancia alimentar

Micotoxina Espécie de Fungo Principais alimentos contaminados

Aflatoxina B1, B2, G1, G2 Aspergillus flavus Milho, trigo, arroz, sorgo, cevada,
Aspergillus parasiticus oleaginosas (pistache, améndoa, nozes,
amendoim) figo, semente de algoddo e

girassol, especiarias

Aflatoxina M1 Leite e produtos a base de leite

Metabolito da Aflatoxina Bl

Ocratoxina Aspergillus ochraceus Cevada, centeio, milho, aveia, trigo,

Penicillium verrucosum vinhos, frutas secas, uvas, café, cacau,
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Aspergillus carbonarius  queijo, arroz, feijdo, ervilha, carne e o leite

FumonisinasB1, B2, B3 Fusarium verticillioides ~ Milho, produtos a base de milho, sorgo,

Fusarium proliferatum aspargos, trigo, soja, cevada, figo e cha
preto

Zearalenona Fusarium graminearum  Cereais, produtos a base de cereais, milho,
Fusarium culmorum trigo, cevada, sorgo e centeio

Desoxinivalenol Fusarium graminearum  Cereais, produtos a base de cereais

Tricoteceno Fusarium culmorum trigo, centeio, milho e aveia.

Patulina Penicillium expansum Maga, suco de maga e concentrado, peras,

tomate, figos, cereais, queijos, roma,
péssego, abacaxi, suco de uva branca e

vermelha

Adaptado de: Hussein e Brasel, 2001; Bennett e Klich, 2003; Magnoli, 2007; Stoev, 2013; Wu et al.,
2013; Pattono et al., 2013; Cunha et al., 2014; Alshannaq e Yu, 2017.

i. Aflatoxina

As aflatoxinas sd3o um grupo de micotoxinas compostas por 20 diferentes tipos de
metabolitos secundarios, os quais sdo produzidos principalmente pelo género fungico
Aspergillus, sendo as principais espécies Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus
(Liu e Wu, 2010). Desde que foram descobertas como o agente causador da “turkey X
disease” na década de sessenta, as aflatoxinas tém sido das micotoxinas mais estudadas
no mundo cientifico, principalmente por seu potencial carcinogénico ja comprovado

(Pitt e Miller, 2017; Alshannaq e Yu, 2017).

Uma gama de alimentos pode ser infectada por fungos produtores de aflatoxinas, entre
eles, cereais como milho, cevada, arroz, aveia e sorgo, oleaginosas como amendoim,
nozes, pistache, améndoas e semente de girassol (Tabela 1) (Bennett e Klich, 2003). O

leite também pode ser contaminado com aflatoxina do tipo M1 (Bennett e Klich, 2003).

Entre os problemas de saide mais conhecidos pelo consumo de alimentos contaminados
com aflatoxina, destacam-se os seus efeitos carcinogénicos, teratogénicos, mutagénicos,
imunossupressores, sendo o figado o principal 6rgao atingido (Newberne e Butler,

1969; Peers e Linsell, 1973; Eaton e Groopman, 1994; Bennett e Klich, 2003; Ostry et
9
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al., 2017). Os efeitos carcinogénicos podem ser tanto agudos quanto cronicos, tanto em

humanos quanto em animais (Bennett e Klich, 2003).

As aflatoxinas, incluindo os tipos B1, B2, G1, G2 e M1, sdo as Unicas toxinas até o
momento classificadas no grupo 1 do IARC, comprovadamente carcinogénica em
humanos, demonstrando principalmente, alto risco de causar carcinoma do figado

(Ostry et al., 2017).

Segundo o Ministério da Satde do Brasil, através da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), em 2011, foram estabelecidos niveis aceitdveis de aflatoxinas em
alimentos para os brasileiros. Alguns exemplos dos limites maximos toleraveis (LMT)
contemplados no documento, sdo as aflatoxinas M1 (leite e queijos: 0,5 até 2,5 pg/kg), e
aflatoxinas B1, B2, G1, G2 (cereais, feijoes, castanhas, frutas desidratadas, milho,
cacau, formulas infantis e alimentos a base de cereais para criancas: 1 até 20 ng/kg)
(ANVISA, 2011). Na Europa, a Comissdao das Comunidades Europeias, através da
Comissao Regulatoria (EC) de 2006, também regulamentou o consumo de diversos
alimentos, dividindo as aflatoxinas em grupos: M1 (0,025 até 0,050 pg/kg), B1 (0,10 até
8 ng/kg) e B1, B2, G1 e G2 (4 a 15 pg/kg) (EC, 2006).

ii. Ocratoxina

Descoberta em 1965 na Africa do Sul, a ocratoxina ¢ produzida por fungos como
Aspergillus ochraceus, Penicillium verrucosum e também por outras espécies do género
Penicillium. A micotoxina mais importante e também mais toxica conhecida dentro

deste grupo ¢ chamada de ocratoxina A (OTA) (Duarte et al., 2010).

A OTA ¢ encontrada em diversos géneros alimenticios, como milho, trigo, cevada,
centeio, café, arroz, aveia, feijdo, ervilha, frutas secas, suco de uva e também no vinho
(Tabela 1) (Magnoli, 2007). Além dos alimentos vindos da agricultura, produtos da
pecudria também podem estar contaminados com esta toxina, entre eles, destacamos a

carne e o leite (Stoev, 2013).

10
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Os efeitos negativos na saude devido a ingestdo de OTA acima dos limites tolerados ja
eram relatados em estudos antigos, por causar nefrotoxicidade e hepatotoxidade em
humanos (Pitt, 2000). Além disso, genotoxicidade, neurotoxicidade, teratogenicidade e
embriotoxicidade também j4 foram reportados tanto em humanos quando em animais
(Mantle, 2002). Outra doenca relacionada com o consumo de OTA ¢ a nefropatia
endémica dos Balcas (BEN - Balkan Endemic Nephropathy), doenga crénica do tiibulo
intersticial, que ja foi reportada ha alguns anos, afetando pessoas que vivem no sudoeste

europeu (Pfohl-Leszkowicz, 2009).

Atualmente, segundo a classificacdo da IARC, a OTA faz parte do grupo 2B, posi¢ao
essa que representa possibilidade de ser carcinogénica para humanos. Porém, segundo
Ostry et al. (2017), quando avaliados os estudos mais recentes, publicados nos ultimos 5
anos, nao seria inapropriado reclassifica-la para o grupo 2A (provavelmente

carcinogénico em humanos), dando-lhe um upgrade.

De acordo com a ANVISA, os LMT para OTA em alimentos variam de 2 pg/kg para
alimentos a base de cereais destinados a criangas, vinho e suco de uva, 10 pg/kg para
cereais, feijao e café torrado, até 30 pg/kg para especiarias como pimenta, gengibre e
noz moscada (ANVISA, 2011). A Comissao das Comunidades Europeias estabeleceu os
limites de OTA, um pouco mais baixos que o Brasil, variando entre 0,50 e 10 pg/kg

para diversos alimentos (EC, 2006).

iii. Fumonisinas

O género Fusarium, principalmente as espécies Fusarium verticillioides, ¢ Fusarium
proliferatum sdo os principais produtores do grupo de micotoxinas conhecido como
fumonisinas (Yazar e Omurtag, 2008). Até o momento, ja foram descritos 28 diferentes
tipos de fumonisinas, sendo classificadas em quatro grupos (A, B, C e P). A mais
comum ¢ conhecida como B1 (FB1), representando 70 a 80% de todas as fumonisinas

(Rheeder et al., 2002).

11
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A FBI1 ¢ normalmente encontrada nos graos de milho (Reddy et al., 2010). Além do
milho, outros alimentos comumente contaminados sdo o trigo, soja, sorgo, cevada,
aspargos, figo e chd preto (Tabela 1) (Bennett e Klich, 2003). Nos Estados Unidos,
estimou-se que 80% da plantacdo de milho estivesse contaminada com Fusarium
proliferatum (Yazar e Omurtag, 2008). Na China, a percentagem foi ainda maior,
contabilizando 98,1% de contaminagdo nas amostras da produ¢do de milho em 2014 (Li

etal., 2015 b).

A FB1 ¢ a fumonisinas mais prevalente na alimentacdo humana e foi classificada pela
IARC no grupo 2B, o que significa que ela ¢ possivelmente carcinogénica em humanos
(Ostry et al., 2017). Estudos de longa data j& demostravam associagdo de cancro de
esofago com o consumo de graos de milho contaminados com micotoxinas em regides

da Africa, China e Italia (Peraica et al., 1999).

De acordo com a ANVISA, o consumo maximo de fumonisinas B1 e B2 tolerados em
alimentos sdo de 1000 pg/kg para amido de milho e produtos derivados do milho e 200
ng/kg para alimentos a base de milho destinado a criangcas (ANVISA, 2011). A
Comissao Regulatéria Europeia, também estabeleceu limites para B1 e B2, variando

entre 400 e 2000 pg/kg (EC, 2006).

iv. Zearalenona

A zearalenona (ZEA) é uma micotoxina também produzida pelo género Fusarium,
principalmente pela espécie Fusarium graminearum. Possui uma estrutura quimica
similar ao estrogénio, induzindo efeitos desta hormona em animais (Bennett e Klich,

2003).

ZEA ¢ frequentemente encontrada como contaminante em alimentos como trigo, milho,
sorgo, cevada e centeio (Tabela 1), sendo a contaminacdo do milho mais comum nos

Estados Unidos e a do centeio e aveia mais recorrente em paises Europeus (Hussein e

12
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Brasel, 2001). A contaminacao do trigo ja foi relatada tanto nos Estados Unidos quanto

na Europa (Hussein e Brasel, 2001).

Segundo a IARC, a ZEA foi classificada no grupo 3, demonstrando efeito limitado
como carcinogénico em humanos (Ostry et al., 2017). Porém, uma série de
complicacdes de satide estdo relatadas na literatura, destacando-se importantes
transformagdes no sistema reprodutor de ratos, coelhos e porcos que se manifestam

como infertilidade, inchago do utero e vulva e atrofia de ovarios (Kowalska, 2016).

A ANVISA determina um limite toleravel de 20 pg/kg de ZEA para os alimentos feitos
a base de cereais destinados a alimentacdo infantil sendo criangas de primeira infancia e
lactentes, 100 pg/kg para farinha de trigo e arroz e 150 pg/kg para a farinha de milho
(ANVISA, 2011). Na Europa, os valores apresentam-se bastante semelhantes, seguindo
20 pg/kg para alimentos destinado a criangas, chegando até 200 pg/kg para farinha de
milho e derivados (EC, 2006).

v. Tricoteceno

As primeiras informagdes sobre os tricotecenos (TCTC) provém de meados de 1890, na
Sibéria, onde havia relatos de sintomas como dores de cabeca, vOmito e vertigem
relacionados com o consumo de graos (Pestka e Smolinski, 2005). Em 1932 os TCTC
foram reconhecidos como a causa da intoxicacdo alimentar aleukia (ATA) na extinta
Unido das Republicas Socialistas Soviéticas (Yazar e Omurtag, 2008). A partir de entdo,

mais de 150 tipos diferentes de TCTC foram descobertos (Yazar e Omurtag, 2008).

Segundo Wu et al. (2013), assim como as fumonisinas ¢ a ZEA, os TCTC sao
produzidos principalmente por fungos do género Fusarium e sdo comumente
encontrados em cereais como trigo, centeio, milho e aveia (Tabela 1). Estas micotoxinas
dividem-se em grupos, conhecidos como A, B C e mais recentemente, D, sendo estes

diferenciados pela sua estrutura quimica (Wu et al. 2013). Os tipos A e B sdo os que

13
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causam maiores preocupagdes para a saude humana e animal, tanto pela sua grande

distribui¢do global como pela alta toxicidade (Wu et al., 2013).

A toxina T-2 (Grupo A) e o desoxinivalenol (DON) (Grupo B), s@o os TCTC mais
importantes e mais estudados por apresentarem a maior toxicidade e a maior
distribuicdo global, respectivamente (Wei et al., 2017). Segundo a IARC, ambas as
toxinas foram classificadas no grupo 3, representando ndo carcinogenicidade em
humanos (Ostry et al., 2017). Alguns dos sintomas causados pela ingestdo de DON
incluem, febre, tonturas, dor abdominal, nauseas ¢ vomitos além de diarreia e dor de

cabeca (Sobrova, 2010).

A ANVISA determinou o LMT para o DON em alimentos, sendo 1000 pg/kg para trigo
integral, cevada, 750 ng/kg para arroz e derivados e 200 pg/kg para cereais destinados a
criancas (ANVISA, 2011). Assim como no Brasil, para os paises Europeus a
recomendacdo de DON para cereais destinados a criancas foi de 200 pg/kg e o valor

maximo de 1750 pg/kg foi determinado para farinha de trigo e milho ndo processados

(EC, 2006).

2. Patulina

O estudo da patulina teve inicio em meados da década de 40, sendo na época
investigada como um possivel composto antimicrobiano e anticancerigeno e também
utilizada para tratar a gripe comum. Naquele tempo era conhecida sob o nome de

tercinina (Saleh e Goktepe, 2019).

A sua atividade como antimicrobiano era bastante promissora, uma vez que demostrava
ser até¢ dez vezes mais eficaz no tratamento de infec¢des por Bacillus sp. do que a
Penicilina G. (Gaucher, 1979). Na ocasido, a substincia era retirada de Penicillium
patulum (mais tarde chamado de Penicillium urticae e, hoje em dia, conhecido como
Penicillium griseofulvum) (Steiman et al., 1989). No entanto, entre 1950 e 1960, seus

aspectos toxicos se tornaram evidentes, tanto em plantas quanto em animais, impedindo
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seu uso clinico como antibidtico (Steiman et al., 1989). A partir da década de 60, a
patulina foi reclassificada, sendo conhecida como um metabdlito secundério toxico, de

origem fungica, ou seja, uma micotoxina (Steiman et al., 1989).

A estrutura quimica da patulina (Figura 1) foi elucidada por Woodword e Singh, em
1949, sendo descrita como um lactona de nome quimico 4-hidroxi-4h-furo[3,2-c]

pirano-2(6h)-ona (Ciegler et al., 1971).

Figura 1. Estrutura quimica da patulina. Fonte: loi et al., 2017.

A patulina, cuja formula empirica é C;HqO,, composta por carbono (54,55%),
hidrogénio (3,92%) e oxigénio (41,52%), tem um peso molecular de 154,0266. A
patulina também ¢ conhecida como claviformina, clavatina, clavacina, expansina,

penicidina, micoina, leucopina e tercinina (Cole e Cox, 1981).

Apresenta-se como um soélido cristalino, sendo solivel em acetato de etilo, etanol,
cloroférmio e agua (Oga et al., 2014). E instavel em solugdes alcalinas, perdendo a sua
atividade em solugdes de compostos sulfurosos, sendo estavel em solugdes acidas (Oga
et al., 2014). E relativamente resistente ao calor, ndo sendo destruida pela pasteurizagio

(Oga et al., 2014).
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i. Fungos que Produzem Patulina

O fungo mais importante na produ¢do de patulina ¢ Penicillium expansum. Porém
também podemos destacar sua presenga em outras espécies de Penicillium, como
Penicillium claviforme, Penicillium urticae e Penicillium patulum (Barad et al., 2016).
Outros géneros de fungos também sdo produtores de patulina, destacando-se entre eles
as espécies. Aspergillus clavatus, Aspergillus giganteus, Byssoclamys fulva,
Byssoclamys nivea e Alternaria alternata, pertencentes aos géneros Aspergillus,
Byssoclamys e Alternaria (Drusch e Ragab, 2003). Em estudo recente, 166 diferentes
espécies de fungos demonstraram produzir patulina, entre eles, 77 pertenciam ao género
Penicillium, demonstrando a dificuldade de controle desta micotoxina, uma vez que

pode ser produzida por distintos géneros e espécies (Frisvad, 2018).

Embora a patulina possa ser produzida por diferentes fungos, Penicillium expansum
apresenta-se como o mais importante deles, sendo capaz de produzir grandes
quantidades da micotoxina, sendo esta um contaminante comum de magas e produtos
alimenticios preparados a partir dela (Barad et al.,, 2016). Em estudo de revisdo
realizado por Zhong et al. (2018) também foi demonstrado que Penicillium expansum é
o principal fungo produtor de patulina em magds e em produtos a base dela, sendo
também o mais amplamente distribuido nos locais de armazenamento da fruta. Estudos
que compararam os genomas de Penicillium expansum com uma espécie ndo produtora
de patulina (Penicillium italicum), concluiram que Penicillium expansum possui 0 maior
nimero de genes para a producao de metabolitos secundarios (Ballester et al., 2015 e Li
et al., 2015 a). A espécie Byssoclamys nivea também ¢ bastante relevante como
contaminante de sucos pasteurizados, por ser o fungo mais resistente ao calor a produzir

a micotoxina (Funes et al., 2013).

Penicillium expansum causa o mofo azul (Figura 2), uma podriddo parda e macia que
com o tempo desenvolve conidioforos azuis esverdeados e conidios. Penicillium

expansum produz varios metabolitos secundarios, além da patulina (Errampali, 2014).
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Figura 2: Mofo azul causado por Penicillium expansum. Fonte: Alchetron, 2018.

Como um fungo psicrofilico, Penicillium expansum cresce bem a 0 °C ou até -2 ou -3
°C. Desta forma, o fungo ainda pode infectar as macas durante o processo de

armazenamento a frio (Morales et al., 2007).

ii. Efeitos Toxicos da Patulina

A toxicidade da patulina foi descrita pela primeira vez em animais roedores causando
edema grave de pulmdo, danos capilares em o6rgaos isolados (onde a patulina foi
perfundida) e aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos dilatados, aumentando a
formagdo de edema (Broom et al., 1944). Naquela ocasido, a micotoxina foi considerada
muito toxica para uso terapéutico (Broom et al., 1944). Mayer e Legator (1969) também
confirmaram a toxicidade da micotoxina quando expuseram cepas de Saccharomyces
cerevisiae a doses de 50 pg/ml de patulina por 3 horas, resultando além de toxicidade,
em mutacdo de 60 a 80% da amostra, com apenas 1% de sobrevivéncia (Mayer e
Legator, 1969). A inflamacao pulmonar também pareceu ser a causa da morte de ratos
que receberam patulina via intubagdo gastrica numa frequéncia de trés vezes por
semana na dose de 1,5 mg/kg (Becci et al., 1981). Na mesma pesquisa, doses menores

(0,5 mg/kg) causaram diminui¢do no ganho de peso dos animais (Becci et al., 1981).

Além da mutagdo descrita por Mayer e Legator (1969), outro estudo um pouco mais
recente investigou a mutacdo do DNA de células pulmonares de ratos (Schumacher et

al., 2006) afim de verificar o potencial da patulina em induzir quebras no DNA,
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modificac¢des oxidativas e cross-links DNA-DNA, utilizando um ensaio clinico baseado
em fluorescéncia. Os achados foram positivos para os efeitos mutagénicos da patulina,

porém seu mecanismo foi considerado desconhecido (Schumacher et al., 2006).

Dickens e Cooke (1965) documentaram o possivel efeito carcinogénico da patulina
quando administrada com inje¢des subcutdneas em ratos (Dickens e Cooke, 1965). Sua
provavel carcinogenicidade também foi demonstrada por Ueno e Kubota (1976) através
de um estudo experimental que resultou na capacidade da toxina em atacar o DNA de
células mutantes de Bacillus subtilis (Ueno ¢ Kubuta, 1976). Ainda no ano de 1976,
outro estudo demonstrou que a injecdo de 68,7 pug de patulina em células embriondrias
de galinha causou um efeito letal as células e um efeito teratogénico para embrides de 4

dias (Ciegler et al., 1976).

Outros efeitos estudados sobre a patulina englobam seu potencial imunossupressor e
genotoxico (Escoula et al., 1988; de Melo et al., 2012). Seu efeito imunossupressor foi
investigado em uma pesquisa utilizando 10 mg/kg da toxina em ratos administrado via
tubo estomacal e 2,5 mg/kg em coelhos via intraperitoneal. O trabalho demonstrou uma
supressao dos leucocitos e reducdo dos niveis séricos de imunoglobulinas em ambos os
animais além da redugdo dos linfocitos totais do baco dos ratos (Escoula et al., 1988).
Quanto a genotoxicidade, avaliou-se os efeitos da patulina em multiplos 6rgaos
(cérebro, rim, figado e bexiga) de camundongos. A patulina foi administrada em doses
que variaram de 1,0 a 3,75 mg/kg via intraperitoneal. A dose mais alta de patulina
induziu quebra na fita de DNA do cérebro, figado e rins dos animais (de Melo et al.,

2012).

Em humanos, os efeitos agudos do consumo da micotoxina ja foram documentados,
incluindo principalmente problemas gastrointestinais como nauseas € vomitos uma vez
que o consumo da patulina ocorre principalmente por via oral (Drusch e Ragab, 2003).
Outros trabalhos realizados em animais evidenciam que a a¢do aguda da patulina, pode
causar hiperemia géstrica e duodenal, distensdo abdominal além de lesdes
histopatologicas incluindo ulceracdo e inflamagao do estdmago e intestino (McKinley e
Carlton, 1980; McKinley et al., 1982; de Melo et al., 2012).
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Embora a toxicidade cronica da patulina em seres humanos ndo tenha sido demonstrada
de forma conclusiva e os efeitos da exposi¢ao a longo prazo ainda sejam desconhecidos,
limitar a sua concentragdo nos alimentos ¢ tomado como medida de precau¢ao (Cunha
et al., 2014). No entanto, por falta de dados toxicoldgicos em seres humanos (diferente
do que ¢ visto em estudos em animais), desde 1986 a IARC tem afirmado que a patulina
ndo ¢ cancerigena, sendo classificada no Grupo 3 (ndo classificado como carcinogénico
em humanos). Porém, ndo ¢ descartada a possibilidade desta informacao ser modificada
no futuro uma vez que esta ndo carcinogenicidade ndo pode ser absolutamente

confirmada devido a falta de estudos (Al Wright, 2015, Ostry et al., 2017).

Segundo Al Wright (2015), e corroborando com Ostry et al. (2017), as classificagdes
por grupos reportam um passado longinquo, sendo necessario rever estes conceitos a
medida que mais relatos surgem sobre a carcinogénese e toxicidade desta toxina. A
capacidade da patulina de formar adutos com as quatro bases de acidos nucléicos,
mesmo na presenca de glutationa, ja demonstra a necessidade de um exame renovado de

sua possivel carcinogenicidade (Pfenning et al., 2014; Al Wright, 2015).

Apesar de haverem muitos estudos reportando os efeitos negativos da patulina tanto
para a saide humana quanto animal, pesquisas mais recentes parecem estar mudando o
enfoque desta micotoxina trazendo agora uma abordagem mais positiva da sua relagao
com a saude humana, sendo investigada como um possivel tratamento anticancerigeno
(Boussabbeh et al., 2015; Abastabar et al., 2017; Monteillier et al., 2018). Um dos
primeiros trabalhos com este enfoque foi a investigagdo do efeito antitumoral da
patulina contra a linhagem de melanoma B16F10 apos inje¢do intraperitoneal por 20
dias em tumores implantados em ratos. Como conclusao, os pesquisadores relataram um
efeito antitumoral seguido pela inibicdo da proliferacdo celular e da regressdao do tumor.
Este achado fortaleceu o interesse na patulina como um agente anticancerigeno

(Boussabbeh et al., 2015).

Outro trabalho realizado in vitro (com células Hela, SW-48 ¢ MRC-5) que buscou
determinar pela primeira vez a eficécia da patulina como uma estratégia terapéutica para
o cancro cervical e colo retal utilizou diferentes concentragdes da toxina e os resultados
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obtidos mostraram uma reducdo significativa na viabilidade celular e na indugdo de
apoptose sugerindo que a patulina pode diminuir significativamente o crescimento
tumoral em modelos de cancro cervical e colo retal humano (Abastabar et al., 2017).
Também pela primeira vez, autores investigaram o efeito terapéutico de metabolitos
isolados de Penicillium vulpinum para o cancro de pulmao onde a patulina demonstrou
efeitos antiproliferativos, proapoptoticos e de antimigragdo nas células de

adenocarcinoma de pulmao humano (Monteillier et al., 2018).

iii. Principais Alimentos Contaminados

A patulina pode contaminar diferentes géneros alimenticios (Tabela 1), como magas,
peras, tomates (Cunha et al., 2014), figos, cereais, queijos (Pattono et al., 2013),
abacaxi, péssego, roma, suco de uva branca e uva vermelha (Rahimi e Jeiran, 2015),
marmelo (Cunha et al., 2009) e frutos do mar (Vansteelandt et al., 2012). Alimentos
derivados de frutas como sucos, geleias e purés, também podem ser contaminados

(Cunha et al., 2014).

A maga e seus derivados sdo os alimentos que recebem maior atengdo a respeito da
contamina¢do por patulina (Fernandez-Cruz et al., 2010). Essa ocorréncia justifica-se
devido as propriedades fisico-quimicas da fruta, como a atividade de 4gua e o pH das
macas, ambos favorecendo a germinacdo dos esporos do fungo (Tannous, 2016). Além
destes dois fatores, diferentes origens genéticas e condi¢cdes de crescimento moldam as
caracteristicas fisicas e quimicas da maga, que eventualmente determinam a capacidade
de cicatrizagdo de feridas, bem como a susceptibilidade ao desenvolvimento de bolor e

patulina em magcas silvestres ou cultivadas (Zhong et al., 2018).

Um estudo realizado por Snini et al. (2016), demonstrou que os cultivares de maca que
compartilhavam perfis genéticos proéximos, mostraram uma resposta semelhante ao
ataque do patdgeno, mesmo sendo macds de qualidades diferentes. Pesquisadores da
Universidade do Porto (Portugal), publicaram um estudo onde se pretendeu identificar
se havia diferen¢a nos niveis de patulina em macads e tomates cultivados de forma

convencional e organica, onde o resultado ndo apresentou diferenca significativa
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(Cunha et al., 2014). Neste mesmo trabalho foram encontrados niveis de patulina em
sucos de maca que variaram de 1,86 a 45,77 ng/kg e também contaminagdo de patulina

em 35,7% das amostras de tomates (Cunha et al., 2014).

iv. Aspectos Relevantes para a Producio da Patulina em Alimentos

O desenvolvimento da patulina correlaciona-se com o aparecimento do j& citado mofo
azul. O fungo azul da macd geralmente comeca com a invasdo de esporos de
Penicillium Expansum nas lesdes fisicas sofridas pelas magas frescas. Estes cortes
podem ser causados na fruta por quedas ao chdo, por insetos ou por lesdes sofridas pela
maga principalmente durante as operagdes de colheita e manuseio no pomar, até as

etapas finais de processamento dos produtos (Sanzani et al., 2012).

A patulina pode ser encontrada na parte integra das macgas, mas, para que o metabdlito
secundario seja produzido, ¢ necessario que o fruto esteja danificado por danos fisicos
ou pela contaminagdo por insetos ou larvas (Oga et al., 2014). Magas que ficaram muito
maduras ou permaneceram por muito tempo armazenadas também s3o bastante
susceptiveis (Amiri e Bompeix, 2005). A firmeza de carne do fruto ¢ também uma
importante caracteristica sensorial de todas as espécies de maca, e esta associada a
resisténcia do fruto a podridao provocada pelo mofo azul e a producao de patulina. Com
o amadurecimento dos frutos, a textura da polpa torna-se mais macia, o que leva a
maiores riscos de infec¢do por patdégenos (Wei et al., 2010). Além disso, a presenca de
Penicillium ¢ geralmente mais alta nas instalagdes de armazenamento das frutas do que

se encontra nos campos de planta¢do (Zhong et al., 2018).

A atividade de agua (aw) das macas, a qual representa a agua presente no alimento capaz
de interagir com microrganismos, apresenta um valor ideal (0,98 — 0,99) para a
germinagdo dos esporos de Penicillium expansum (Tannous, 2016). O intervalo de pH
da maca (3,1 — 4,2), conforme ja citado, também favorece a colonizagdo pelo fungo e

consequentemente a producgdo de patulina (Tannous, 2016; Zong et al., 2015).
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A magd também contém diversos componentes quimicos, os quais afetam
significativamente sua resisténcia as doencas fungicas (Zhong et al., 2018). Os
constituintes quimicos mais importantes associados ao acimulo de patulina em macas

sd0 os niveis de etileno, polifendis e agucares (Zhong et al., 2018).

Entre os fatores ambientais, a temperatura de armazenamento demonstra um grande
desafio aos produtores de maga. A patulina foi encontrada de forma exponencial tanto
em magas armazenadas em temperaturas acima de 20 °C (Salomao et al., 2009) quanto
em armazenamento resfriado de 1 — 4 °C (Spadaro et al., 2013), sugerindo uma grande

capacidade de adaptagcdo da micotoxina (Garcia et al., 2011).

Uma vez o fruto danificado, ele ndo costuma ser comercializado in natura nos
supermercados, mas ainda pode ser destinado a industria de sucos. Sendo assim, estas
magas de grau inferior ou impréprias sdo usadas para processamento de suco ou cidra
(Iha, 2006). Para este processo, a remoc¢do de macas podres ou danificadas antes da
prensagem ¢ fortemente recomendada pela Food and Agriculture Organization (FAO)
ha muitos anos, como uma medida para reduzir a ocorréncia de patulina nos produtos

finais (FAO, 2003).

No entanto, mesmo quando as magds que apresentam decomposi¢do aparente sdo
excluidas, a patulina tem sido constantemente detectada em produtos de maca feitos a
partir da fruta saudavel externamente, as quais parecem apresentar uma podriddo interna
que ndo pode ser vista e, portanto, ndo sdo omitidas antes de serem processadas para

fabricagdo dos sucos (Sanzani et al., 2012, Soliman et al., 2015).

Um outro recurso utilizado pelos produtores de maca e que afeta a produgdo final de
patulina € a colheita da fruta durante sua fase pré-climatérica (ndo amadurecimento) ou
no periodo climatérico (comercialmente maduras) (Kingston, 2010). Apo6s a colheita, os
frutos sdo encaminhados para almoxarifados com atmosfera controlada, o que poderia
ajudar a retardar o amadurecimento da ma¢d e prolongar o prazo de validade,
fornecendo fruta fresca ao longo do ano. Esta atmosfera controlada, se refere ao

controle interno dos niveis de gas Oz e CO», os quais demonstram ter um papel crucial
22



Quantificagdo de Patulina em Sucos de Maga Disponiveis no Mercado Sul Brasileiro

no amadurecimento das macas e na producdo de patulina por Penicillium expansum

(Kingston, 2010).

v. Medidas de Controle Para Prevenir a Contaminacio por Patulina

A contaminagdo por patulina do fruto, ou seja, da mac¢d, pode ser diminuida por
algumas praticas pré-colheita e pds-colheita que asseguram limitar as infecgdes por
Penicillium expansum como, por exemplo, a aplicagdo de fungicidas, agentes de
biocontrole, uso de resisténcia induzida, boas praticas de colheita, irradiacdo, agua

quente, refrigeracdo, entre outras (Errampalli, 2014).

O teor de patulina encontrado nos alimentos processados finais ¢ geralmente menor do
que aqueles encontrados nas matérias-primas, pois estas etapas do processamento
podem contribuir ativamente para sua redugdo, destacando-se ainda procedimentos
como clarificacdo, filtragdo e tratamento enzimatico durante o processo de suco de maga
e fermentacdo na produ¢do de vinho (Bissessur et al., 2001). De forma geral, controles
em todas as etapas do processamento das macds, como homogeneizagdo, polpacgdo,
pasteuriza¢do e embalagem asséptica, contribuem para a reducdo dos niveis finais de

patulina (Janotova et al., 2011).

Em relagdo a pasteurizagdo, ¢ importante salientar que s6 elimina o patégeno, mas ndo a
presenga de patulina (Sant’Ana et al., 2010). O efeito dos tratamentos térmicos sobre
essa micotoxina ainda € controverso, provavelmente devido as diferencas na

concentragdo inicial de patulina em produtos de maga (loi et al., 2017).

Ainda em 1973, Lovett e Peeler, demonstram a reducdo de patulina em
aproximadamente 90% quando expuseram a micotoxina a temperatura de 105 °C
durante um periodo de 29 horas. Porém, considerando a perda de nutrientes e as baixas
propriedades organolépticas ap6és um tratamento de alta temperatura por um tempo
prolongado, uma esterilizacdo de alta temperatura, com menor tempo de exposicao, ¢

mais utilizada na industria nos dias de hoje, mesmo que sua eficacia seja limitada em
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relacdo a remocdo de patulina (Zhong et al., 2018). Além disso, como a patulina ¢é
termicamente estavel em condi¢do acida, o pH natural do suco de maca (3,5) pode
ajudar a estabilizar a micotoxina e reduzir a eficacia de qualquer tratamento térmico

(Zhong et al., 2018).

Como j4 foi citado, lavar e remover as partes estragadas das frutas também ¢ uma forma
de reduzir a contamina¢do (Moake et al., 2005). A estabilidade da patulina ¢ ilustrada
por sua presenca em produtos a base de maca, como sucos, geleias, alimentos para
bebés, mesmo apods todo o processo de industrializacdo sofrido por estes alimentos
(Cunha et al., 2009). Uma das praticas mais aceites como eficaz para redugdo de
patulina em sucos de maca, a qual ja foi descrita brevemente neste texto, ¢ durante a
colheita até o processamento evitar utilizar magds armazenadas em atmosfera
controlada, que ¢ uma forma de estocagem de longa permanéncia, ou separar e descartar
as frutas armazenadas na atmosfera controlada que apresentarem lesdes de podridao
maiores do que 10 cm? (Baert et al., 2012). Embora eficaz, essa pratica ¢ considerada

muito cara para ser implementada no processamento industrial (Baert et al., 2012).

Em estudo recente de Liu et al. (2018), testou-se uma nova forma de degradar patulina
através de lipase pancreatica de porcos (PPL - Pig Pancreatic Lipase), obtendo-se
sucesso em tal experimento, demonstrando que a degrada¢do desta micotoxina passa
por reagdo enzimatica. No trabalho, a completa degradacdo da patulina ocorreu a pH
7,5, a temperatura de 40 °C, com exposicao a PPL por 48 horas. Tal resultado sugere
que a PPL possa ser aplicada para degradacao de patulina em sucos de frutas e vegetais,
além desta lipase ser mais financeiramente acessivel do que outras lipases comerciais

(Liu et al., 2018).

O uso de leveduras e bactérias sdo também estudados ha varios anos pela sua
capacidade de degradar ou inativar a patulina. Estes microrganismos se mostraram
eficazes no controle da infec¢do por bolor azul, como agentes de biocontrole, como por
exemplo,  Rhodosporidium  kratochvilovae,  Pichiacaribbica, = Metschnikowia,
Lactobacillus plantarum, Kodameaeohmer (Castoria et al., 2005; Cao et al., 2013;
Spadaro et al., 2013; Hawar et al., 2013; Dong et al., 2015). Todos eles demonstram
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capacidade de proteger as magas contra fungos azuis e também prevenir o acimulo de
patulina (Castoria et al., 2005; Cao et al., 2013; Spadaro et al., 2013; Hawar et al., 2013;
Dong et al., 2015).

Uma outra forma de controle j& descrita na literatura ¢ a utilizagdo de bactérias capazes
de absorver a patulina através de componentes da parede celular, exemplos desta
atividade foram relatadas em bactérias laticas (Wang et al., 2015) e Alicyclobacillus sp
(Yuan et al., 2014), sendo sugeridos pelos autores a adicao de aliquotas inativadas pelo
calor e liofilizadas destas bactérias, ao suco de maca, na inten¢cdo de remover a patulina

(Wang et al., 2015).

De acordo com Zhong et al. (2018), em estudo de revisdo, dentre todas as estratégias
desenvolvidas para reduzir o mofo azul e reduzir a patulina em produtos de macga, os
microrganismos antagonistas mostraram vantagens superiores e, portanto, foram
reconhecidos como promissores agentes de controle bioldgico na industria de frutas. No
entanto, seu uso seguro estd sob estudo devido ao (0s) mecanismo (s) de degradacao
inespecifico (s), bem como a avaliacdo toxicoldgica incompleta de subprodutos de

degradacdo ou derivados, necessitando de mais estudos nesta area (Zhong et al., 2018).

vi. Regulamentacio e Limites de Patulina em Alimentos

Apods a crise veterindria da Inglaterra na década 60, estudos sobre os efeitos das
micotoxinas em plantas e animais ampliaram-se, levando a necessidade de se
estabelecer normas de controle para as quantidades presentes em alimentos, tendo em
vista seu potencial patogénico (Sakata et al., 2011). Muitas agéncias governamentais
internacionais de saude publica como a US Food and Drug Administration (FDA),
World Health Organization (WHO), FAO, e a European Food Safety Authority (EFSA)
determinaram os limites tolerdveis de ingestdo para micotoxinas em alimentos
(Alshannaq e Yu, 2017). Para a patulina, a quantidade da micotoxina em produtos de
maca foi considerada como uma medida de qualidade em relagdo as normas praticas de

seguranc¢a alimentar em todo o mundo (Zhong et al., 2018).
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No ano de 1995, peritos em aditivos alimentares da FAO e da WHO, estabeleceram
uma dose didria maxima de patulina fixada em 0,4 pg/kg de peso corporal (WHO,
1995). A partir de entdo, o nivel maximo de patulina foi restrito a ndo mais que 50
ng/kg em suco de maga e cidra de maca pela FDA dos Estados Unidos (FDA, 2000) e
Comissao Europeia (EC, 2006). No Brasil, somente em 22 de fevereiro de 2011, através
da ANVISA criou-se a primeira Resolu¢do da Diretoria Colegiada (RDC) sobre os
limites de micotoxinas tolerados para comercializagdo de alimentos através da RDC n.
07/2011, adotando os mesmos valores para patulina do que os 6rgados norte americanos

e europeus (ANVISA, 2011).

No caso de produtos alimenticios a base de maca, destinada a criangas jovens e bebés,
os limites toleraveis de patulina ficam ainda mais rigidos, aceitando no méximo valores
de 10 pg/kg conforme estipulado pela Comissdao Europeia (EC, 2006). Os valores

detalhados aceitaveis de patulina em alimentos, estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Limite maximo toleravel de patulina nos Estados Unidos (EUA), Europa (EU) e Brasil (BR)

Paises Alimentos Limite Maximo

EUA “(...) suco de macga, suco de macd concentrado e 50 pg/kg (FDA, 2000)
produtos a base de suco de maga (...)”

(FDA, 2000, p. 10)

Europa “Sucos de fruta, sucos de fruta concentrados e 50 pg/kg (EC, 20006)
néctares de fruta” (EC, 2006, p. 16)
“(...) cidra e outras bebidas fermentadas derivadas 50 pg/kg (EC, 2006)
de magas ou que contenham suco de maga” (EC,
2006, p. 17)
“Produtos so6lidos de maga, incluindo a compota e 25 ng/kg (EC, 2006)

puré (exceto os produtos destinados a criangas)”
(EC, 2006, p. 17)

“Suco de maca e produtos solidos de macga, 10 pg/kg (EC, 2006)
incluindo compota e puré, destinados a lactentes e

criangas jovens (rotulados e vendidos como tal)”

(EC, 2006, p. 17)

“Alimentos a base de mac¢a destinados para bebés” 10 pg/kg (EC, 2006)
(EC, 2006, p. 17)
Brasil “Suco e polpa de maga” (ANVISA, 2011, p. 5) 50 pg/kg (ANVISA, 2011)
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De acordo com Al Wright (2015), os niveis de patulina nos alimentos amostrados na
Unido Europeia (EU) estdo, na sua maioria, abaixo dos limites estabelecidos pelos
6rgdos regulamentadores, ao passo que este ndo ¢ o caso em diversos outros paises.
Neste sentido, destaca-se a importdncia de introduzir e implementar mundialmente
medidas regulatdrias e maior vigilancia dos alimentos (Al Wright, 2015). No Brasil,
existem poucos estudos que investigaram a ocorréncia de patulina em sucos de maga
(Tabela 3), sendo ainda a maioria destes, de longa data. Pesquisar alimentos preparados
a base de maca comercializados a populagdo, vem de encontro com esta vigilancia
esperada para avaliar a qualidade dos produtos fornecidos ao consumidor e

consequentemente a ingestdo de micotoxinas.

Tabela 3: Pesquisas realizadas no Brasil sobre patulina em sucos de maga e outras frutas

Contetido das Amostras Numero de % de Referéncia
Amostras amostras
contaminadas
Sucos de magd, uva, abacaxi, mamao, 111 (sucos) 0,9 Sylos e Rodriguez-
goiaba, banana e manga e frutas in natura 38 (frutas) Amaya, 1999

(magd, mamao, pera, péssego e manga)

Suco de maca 13 7,7 Prado et al., 2000

Suco de maga, néctar de maga e bebida a 134 3 Ilha e Sabino, 2008

base de soja contendo suco de maga

Suco de maca 16 100 Welke et al., 2009 b
Suco de maca, suco de soja com maga e 37 8,1 Sargenti e Almeida,
puré de maca 2010

Suco de magds colhidas em arvores e 80 (frutas) 0 Amparo et al., 2015

magas caidas ao solo (ndo

comercializados)

Trazendo um olhar mais global para ocorréncia da micotoxina em diversos paises, a
contaminagdo por patulina de produtos feitos a base de magd, como outras frutas,
apresentaram percentuais de contaminagdo bastante preocupantes (Tabela 4). Por esta

razdo, mantem-se pertinente trabalhos que investiguem patulina em produtos

27



Quantificagdo de Patulina em Sucos de Maga Disponiveis no Mercado Sul Brasileiro

comercializados para a populacdo (Vidal et al., 2019). Ademais, segundo Vidal et al.
2019), durante as ultimas décadas, os consumidores tornaram-se mais conscientes sobre
a saude e a qualidade dos alimentos, consequentemente, as pesquisas sobre seguranga
alimentar aumentaram. A avaliagcdo da contaminagdo por patulina em frutas e legumes
tornou-se um fator importante para garantir a qualidade dos produtos (Vidal et al.,

2019).

Alguns autores trazem dados alarmantes sobre a contaminagdo por patulina ao redor do
mundo, constatando a presenga da toxina em 100% das amostras pesquisadas (Yuan et
al., 2010; Hammami et al., 2017; I¢li, 2019). Além da contaminac¢io maci¢a como 0s
trabalhos recém citados, outros estudos assustam trazendo valores maximos de patulina
altissimos em suas amostras como 921 pg/kg (Igbal et al., 2018), 889 ng/kg (Zouaoui et
al., 2015), 1416 pg/kg (i¢li, 2019), 1650 pg/L (Shephard et al., 2010), causando
preocupacdo sobre a seguranga dos produtos ofertados para o consumo da populagdo.
Conforme mostra a tabela 4, todos os trabalhos encontrados na literatura, realizados nos
ultimos 10 anos demostram produtos contaminados com patulina, mesmo que em doses

abaixo da legislacao (Tabela 5).

Tabela 4: Ocorréncia de patulina no mundo, nos tltimos 10 anos

Pais Conteudo das amostras Numero % de Referéncia
de amostras

amostras contaminadas

Africa do Sul Sucos de maga 30 33,4 Shephard et al., 2010
Arabia Saudita Sucos de maga 17 59 Al-Hazmi, 2010
Argentina Produtos so6lidos de magad e 56 22,5 Funes e Resnik, 2009

pera (marmelada, geleia, doce

em pedagos e pur¢)

Argentina Suco de magd, laranja, pera, 5958 33,5 Oteiza et al., 2017
damasco, uva, abacaxi,

tangerina, limdo e vinho

China Produtos a base de maga (suco 95 100 Yuan et al., 2010
puro e misto, comida para

bebés)
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China Suco de maga concentrado 1987 97,7 Guo etal., 2013

Irdo Sucos de frutas (magca, 161 16,1 Rahimi e Jeiran,
abacaxi, pera, péssego, roma, 2015
uva verde e vermelha)

Paquistdo Varias  frutas, sucos e 237 57,4 Igbal et al., 2018
smoothies

Portugal Suco de maga, puré de maga 144 23 Barreira et al., 2010

Portugal Suco de macga 9 55,6 Cunha et al., 2014
Puré, geleia e suco de tomate 28 35,7

Qatar Maga (fruta), suco de maga, 45 100 Hammami et al.,
compota e suco de maga para 2017
bebés

Roménia Sucos a base de maga 50 82 Oroian et al., 2014

Sérvia Suco de magd e suco multi 142 51,4 Torovi¢ et al., 2018
frutas

Tailandia Suco de maga, damasco, 200 22 Poapolathep et al.,
péssego, abacaxi e uva 2017

Tunisia Suco de maga, pera com maga, 214 50 Zouaoui, et al., 2015
suco misto, geleia de maga e
pera

Turquia Apple Sour (produto 39 100 I¢li, 2019
tradicional de Kastamonu,

Turquia)

Embora o percentual de amostras contaminadas e os valores méaximos de patulina

descritos em alguns trabalhos assustem, em relagdo aos controles frente a legislagdo a

preocupagdo parece ser um pouco menor. Nos estudos localizados na literatura, somente

no Paquistdo (Igbal et al., 2018) e na Turquia (I¢li, 2019) os valores da micotoxina

encontrados excederam a legislacdo acima de 30% do total das amostras analisadas.

Para este ultimo, o valor foi muito preocupante, indicando necessidade urgente de

intervengdo de controle de qualidade e seguranga dos produtos estudados.
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Tabela 5: Percentual de amostras que excederam a legislagdo para presenca de patulina em estudos nos

ultimos 10 anos

Pais % de amostras em que foram detetados valores acima Referéncia

dos permitidos pela legislacio (50 pg/kg)

Africa do Sul 10 Shephard et al., 2010
Arabia Saudita ND Al-Hazmi, 2010
Argentina ND Funes e Resnik, 2009
Argentina 8,5 Oteiza et al., 2017
Brasil 8,1 Sargenti ¢ Almeida, 2010
China 16 Yuan et al., 2010

China 0,2 Guo et al., 2013

Irdo 2,5 Rahimi e Jeiran, 2015
Paquistdo 33,8 Igbal et al., 2018
Portugal 0 Barreira et al., 2010
Portugal 0 Cunha et al., 2014
Qatar 11 Hammami et al., 2017
Roménia 6 Oroian et al., 2014
Sérvia 0,7 Torovi¢ et al., 2018
Tailandia 0 Poapolathep et al., 2017
Tunisia 22 Zouaoui et al., 2015
Turquia 94,9 Icli, 2019

ND: Nao determinado

Mesmo que os trabalhos tenham apresentado, na maioria deles, valores inferiores a
legislacdo de 50 pg/kg, vale salientar que esta recomendacdo ¢ indicada para pessoas
adultas, e ocorre que muitas vezes 0 mesmo suco, puré ou geleia comprado para a
familia ¢ consumido também pelas criancas, as quais tem um limite toleravel muito
menor (10 pg/) segundo alguns 6rgaos regulamentadores (EC, 2006). Analisando por
esta Otica, se as percentagens de valores acima da legislacdo levassem em conta a
quantidade aceita para as criangas, este dado poderia se apresentar de forma bastante
diferente. Ademais, analisando os produtos pelo percentual de contamina¢do demostra-
se que em muitos paises a populacdo estd cronicamente exposta a pequenas doses de

patulina, e sobre este fato, ainda ndo hé clareza dos desfechos (Saleh e Goktepe, 2019).

Como ja se sabe, a maca e os produtos feitos a partir dela sdo os mais contaminados
pela patulina. Em uma pesquisa feita no Irdo, mais uma vez se confirmou esta premissa
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uma vez que os autores investigaram a presenca de patulina em sucos feitos com
diversas frutas, sendo o de magd o que apresentou os valores mais elevados da
micotoxina, chegando a 190 pg/L em algumas amostras comparativamente aos valores
maximos encontrados nos sucos de abacaxi (0 pg/L), suco de pera (31,1 pg/L), suco de
péssego (35,2 ng/L), suco de roma (8,2 ug/L), suco de uva branca (16,6 pg/L) e uva
vermelha (0 pg/L) (Rahimi e Jeiran, 2015). Resultados semelhantes relacionados aos
produtos de mag¢a foram encontrados na Argentina, onde pesquisadores procuraram
patulina em produtos sélidos e semi-solidos (maga e pera). Os resultados mostraram que
22,5% dos 51 produtos estavam contaminados sendo os maiores niveis encontrados em
puré de maca com 50% de amostras contaminadas (média de 123 pg/kg nas amostras
positivas), trazendo novamente a maga para o foco da contaminagdo (Funes e Resnik,

2009).

vii. Métodos para a Detec¢do e Quantificacio de Patulina

Vérios métodos t€m sido desenvolvidos nas ultimas décadas para determinar patulina
em produtos de macgd, a maioria dos quais sdo métodos classicos baseados em
cromatografia (Biomedicina Brasil, 2012). Do ponto de vista conceitual, cromatografia
se trata da separacdo de misturas por interacdo diferencial dos seus componentes entre
uma fase estaciondria (liquida ou solida) e uma fase movel (liquida ou gas)
(Biomedicina Brasil, 2012). Além da separagdo, a cromatografia pode ser acoplada a
diferentes técnicas de deteccdo, sendo capaz de identificar e quantificar moléculas
quimicas (Biomedicina Brasil, 2012). Entre os métodos cromatograficos mais utilizados
para detetar patulina, encontramos a cromatografia de camada fina (TLC - Thin Layer
Chromatography) ou cromatografia liquida de alta performance (HPLC - High
Performance Liquid Chromatography) com deteccao ultravioleta (UV) (Sewram et al.,

2000; Moake et al., 2005; Cunha et al., 2014).

A TLC foi um dos primeiros métodos utilizados para detetar a patulina. Esta técnica
analitica embora seja rapida e de baixo custo, nos dias atuais sabe-se que se trata de uma

técnica rudimentar onde sua capacidade de recuperagdo ¢ baixa, sua sensibilidade ¢
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inadequada podendo acusar falsos positivos para patulina além da separa¢do da matriz

ser frequentemente problemadtica (Li et al., 2017).

O método oficial adotado pela Association of Official Agricultural Chemists (AOAC),
uma organizacdo internacional, ¢ baseado na extracdo liquido-liquido e cromatografia
liquida de alta performance acoplada a deteccdo ultravioleta (HPLC-UV - High
Performance Liquid Chromatography With Ultraviolet Absorption Detector) (Shao et
al., 2012). Porém, existem varias limitacdes na utilizagdo deste método analitico,
incluindo: (a) presenga de agentes quimicos que sdo co-extraidos e que interferem na
determinagdo da patulina; (b) baixa seletividade do detector de UV; (c) alto consumo de
solvente; (d) necessidade de quantidades relativamente altas de materiais (Shao et al.,

2012).

Estas interferéncias e dificuldades fazem com que métodos como HPLC e TLC ndo
sejam apropriados para analise de patulina em matrizes de alimentos complexos, ndo
sendo capazes de detetar com seguranga valores abaixo de microgramas (Cunha et al.,

2009).

Entre as metodologias mais seletivas e sensiveis destacam-se a espectrometria de massa
(MS - Mass Spectrometry) como técnica de deteccdo, interligada a uma etapa
cromatografica por cromatografia liquida (LC - Liquid Chromatography) ou por
cromatografia gasosa (GC - Gas Chromatography) (Cunha et al., 2009). Quando ¢
utilizada a GC, fazer a derivatizacdo do analito estudado ¢ uma etapa que permite
diminuir a polaridade e converté-lo em um composto volatil (Cunha et al., 2009). A
GC-MS (Gas Chromatography—Mass Spectrometry) € relativamente mais acessivel que
a LC-MS (Liquid Chromatography—Mass Spectrometry), embora esta ultima ndo
necessite passar pela etapa de derivatizagdo (Cunha et al., 2009; Kharandi et al., 2013).
Para confirmagdo do analito, além da MS, outras técnicas também podem ser utilizadas
como por exemplo, técnicas de ionizacdo eletro spray (EI - Electrospray lonization),
ioniza¢do quimica a pressdo atmosférica (APCI - Atmospheric Pressure Chemical
lonization) ou fotoionizacdo por pressdo atmosférica (APPI - Atmospheric Pressure
Photoionization) (Cunha et al., 2009).
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Outros métodos para a detec¢ao de patulina tém surgido com o intuito de modernizar e
tornar a deteccdo cada vez mais sensivel. Temos como exemplo um método de
infravermelho, (NIR - Near-infrared) onde esta metodologia baseia-se no aumento da
emissdo de polarizacdo de fluorescéncia de um derivado de patulina marcado com
fluorescéncia a anticorpos especificos (Pennacchio et al., 2015). Esta técnica
demonstrou ser capaz de detetar quantidades de patulina tdo baixas quanto 0,06 pg/L
em suco de macd diluido sem precisar de qualquer pré tratamento para as amostras

(Pennacchio et al., 2015).

Com relagdo aos métodos utilizados nos estudos disponiveis, importa observar que a
maioria dos trabalhos encontrados na literatura utilizaram o método analitico HPLC-UV

(Tabela 6).

Tabela 6: Método analitico, LOQ e LOD utilizados para ocorréncia de patulina em trabalhos no Brasil

(todos) e no mundo (ultimos 10 anos)

Pais Autores Método LOQ (pg/L) LOD (pg/L)
Analitico
Africa do Sul Shephard et al., 2010 HPLC-UV 10 ND
Arabia Saudita  Al-Hazmi, 2010 HPLC-UV ND ND
Argentina Funes e Resnik, 2009 HPLC-UV 4,7 2,8 (geleia de maga)
2,9 1,7 (marmelada de pera)
6,3 3,8 (puré de maga)
Argentina Oteiza et al., 2017 HPLC-UV 10 3
Brasil Sylos e Rodriguez-Amaya, HPLC-UV ND 5
1999
Brasil Prado et al., 2000 HPLC-UV ND <5
Brasil Ilha e Sabino, 2008 HPLC-UV 7 3
Brasil Welke et al., 2009 b TLC-UV 14 -
Brasil Sargenti ¢ Almeida, 2010 HPLC-UV 0,7 0,2
Brasil Amparo et al., 2015 HPLC ND 10
China Yuan et al., 2010 HPLC-UV 1,8 1,2
China Guo etal., 2013 HPLC-UV 2,72 0,82
Irdo Rahimi e Jeiran, 2015 HPLC-UV 5 11
Paquistdo Igbal et al., 2018 HPLC-UV 0,12 0,04
Portugal Barreira et al., 2010 HPLC-UV 6,9 2
Portugal Cunha et al., 2014 GC-MS ND 0,4
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Qatar Hammami et al., 2017 HPLC-MS 5 1

Roménia Oroian et al., 2014 HPLC-UV 2,2 0,7

Sérvia Torovi¢ et al., 2018 HPLC-UV 1 0,4

Tailandia Poapolathep et al., 2017 HPLC-MS 1,5 0,5 (maga, abacaxi, uva)
2 0,6 (damasco e péssego)

Tunisia Zouaoui et al., 2015 HPLC-UV 50 10

Turquia Icli, 2019 HPLC-UV 0,012 0,004

ND: Nao determinado

3. Producao de Maca e Suco de Maca no Brasil

Os estados brasileiros de Santa Catarina e Rio Grande do sul sdo os maiores produtores
de macga do pais, retendo 52,6% e 44,8% respectivamente, da produ¢do da fruta. Nos
ultimos 5 anos o tipo de mag¢a mais produzido foi do tipo Gala (56%) seguido do grupo
Fuji (39%) e 6% de outras qualidades (ABPM, 2019). O mercado da mag¢a no sul do
Brasil tem proporg¢des grandes uma vez que ocupa cerca de 33 mil hectares e emprega

em média 148 mil pessoas (ABPM, 2019).

Cerca de 20 a 25% da safra brasileira de maga ¢ destinada a produgdo de sucos e, do
volume total produzido, a participagio do mercado interno vem aumentando, em
paralelo a tendéncia de maior consumo de alimentos saudaveis (ABPM, 2019). Esta foi
uma das maiores razdes de interesse pelo suco da fruta, uma vez que com a mudanga na
legislacdo, que exigiu maior presenca de produtos naturais do que artificiais nas
bebidas, o liquido extraido da ma¢a ganhou espago por ser mais neutro e acessivel. Este
aumento interno no consumo de suco representa um crescimento de 5% para 15% do

produto disponivel para populagdo (ABPM, 2019).

A produgdo de macas brasileiras ¢ direcionada na maior parte ao exterior, e a granel, no
total, sdo 66 o numero de paises que compraram o produto, sendo os cinco principais
paises a importarem a fruta em 2019, a India, Russia, Irlanda, Portugal e Reino Unido
(ABPM, 2019). Os percentuais de exportacao para o suco de mag¢a foram ampliados em
comparagdo aos dados do ano de 2018, ocorrendo crescimento na ordem de 57% no
volume total embarcado. O produto foi destinado a 49 paises, destacando-se como
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principais compradores os Estados Unidos (com quase 63% do total), além de Japao e

Alemanha e Africa do Sul (ABPM, 2019).

A figura 3 ilustra o processo mais comumente utilizado no Brasil a partir da colheita da
maca até sua disposi¢do na forma in natura ou como suco industrializado disponivel ao

consumidor.
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Figura 3: Fluxograma da maca, da colheita ao comércio.
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III. ENQUADRAMENTO METODOLOGICO

1. Objetivos do estudo

i. Objetivo Geral

Rastrear a ocorréncia e quantificar a micotoxina patulina em sucos de maga produzidos

no Brasil e comercializados no mercado sul brasileiro.

N
..

Figura 4: Estados brasileiros onde as amostras foram recolhidas. Fonte: Espago Educar, 2008.

2. Local de Desenvolvimento

O estudo foi realizado utilizando a infraestrutura da Universidade de Passo Fundo
(UPF), localizado na cidade de Passo Fundo (RS), Brasil, dentro do Curso de Farméacia
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), no Parque Cientifico e Tecnologico UPF
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Planalto Médio (Mddulo II) e nas instalagdes do Laboratério de Cromatografia,

vinculado ao Centro de Pesquisa em Alimentagdao (CEPA).

3. Método Analitico

i. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectro de Massa

A técnica escolhida para realiza¢do desta pesquisa foi a Cromatografia em fase Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS). A GC ¢ caracterizada como uma das
mais importantes técnicas atuais para a separagdo e quantificagdo de compostos com
caracteristicas fisico-quimicas muito semelhantes em matrizes complexas (Cunha et al.,
2009). Entre estas matrizes complexas, podemos citar o suco de maga, o qual é uma
mistura heterogénea, contendo agucar, sorbitol, acido organico, aminoacido, compostos
fenolicos e elementos minerais, dos quais frutose, sacarose e glicose compreendem

cerca de 85% do produto (Markowski et al., 2015).

Recorrendo a GC, podemos separar compostos organicos presentes no suco de macga
através da interacdo diferencial dos seus componentes com uma fase estacionaria
(so6lida) e uma fase movel (gas) (McNair e Miller, 1997). Para que esta separacio
ocorra, o analito estudado dentro da amostra deve tornar-se previamente volatil para
entdo dissolver-se no gas e ser arrastado por ele através da coluna. A partir dai os
componentes sdo separados com base na pressao de vapor relativa e afinidade pela fase
estacionaria (McNair e Miller, 1997). Entre as vantagens da técnica podemos destacar a
sua excelente resolucdo (eficiéncia), alta capacidade de separacdo e facil automacgao.
Entre as desvantagens encontram-se a necessidade de uma rigorosa preparacdo das
amostras e a impossibilidade de andlise de substincias ndo volatizaveis e

termodinamicamente instaveis (McNair e Miller, 1997).

Acoplado a GC temos o Espectrometro de Massa ou Detector de Massa (MS), aparelho
que tem como principal fun¢do confirmar a identificagdo do analito estudado. O MS

funciona a partir da ionizagdo de determinado analito (ido percursor), obtendo-se
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fragmentos de massa a partir deste ido, sendo estes posteriormente separados de acordo
com a relacdo massa/carga, proporcionalmente a sua abundancia, produzindo, assim,
um espectro de massa Unico e completo para cada molécula (Hoffmann e Stroobant,

2007).

Na andlise por MS, os fragmentos de massa gerados sdo indicativos da estrutura
molecular de cada substancia, constituindo a chamada impressao digital, que é capaz de
diferencia-la de outras moléculas com estrutura semelhante (Oliveira et al., 2015). O
detector ¢ o componente mais caro e sofisticado do sistema cromatografico o qual mede
de forma continua as propriedades fisicas ou quimicas da amostra, enviando um sinal
para o registro que ¢ diretamente proporcional a concentra¢do do componente na

amostra (Oliveira et al., 2015).

Segundo Oliveira et al. (2015), a GC-MS ¢ a técnica analitica mais utilizada em analise
toxicologica confirmatoria. Ainda de acordo com os mesmos autores, ¢ possivel analisar
uma grande variedade de compostos como as amostras volateis, semivolateis ou
volatizaveis, de baixa polaridade, peso molecular de até 500 Da e termicamente
estaveis. Além disso, esta técnica apresenta baixo limite de detecgdo, elevado poder
discriminatorio e ampla distribuicdo dos equipamentos em laboratorios do mundo todo

(Oliveira et al., 2015).

Através da figura 5 podemos compreender melhor os aparatos que constituem um

aparelho GC-MS:
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Figura 5: Tlustragdo de um aparelho de cromatografia gasosa. Fonte: Adaptado de Biomedicina

Brasil, 2012.

Conforme ilustrado na figura acima, temos os seguintes elementos essenciais em uma

maquina de cromatografia gasosa:

Reservatorio de gas e controles de vazao/pressao;
Injetor de amostra gasosa;

Coluna cromatografica e forno da coluna;
Detector de massa;

Tratamento (amplificacdo) de sinal;

AT A e

Registro de sinal (registrador ou computador);

Exemplificando o funcionamento do aparelho, a amostra liquida (solvente) ¢
introduzida no injetor aquecido (através de uma micro-seringa), onde ¢ vaporizada e
transferida com o auxilio do gés de arraste (gés hélio, nitrogénio, hidrogénio ou
argonio) para a coluna cromatografica localizada dentro de um forno pré-aquecido
(Penteado et al., 2008). Os componentes presentes na amostra sdo eluidos e conduzidos
para o detector conectado na saida da coluna. O detector emite um sinal elétrico que ¢
registrado graficamente sob a forma de picos (cromatograma). Os compostos sdo

separados e saem da coluna em tempos diferentes (Penteado et al., 2008).

40



Quantificagdo de Patulina em Sucos de Maga Disponiveis no Mercado Sul Brasileiro

O emprego de métodos GC-MS para a determinagao de patulina em matrizes complexas
de forma direta, ¢ bastante problematico. Em geral, acabam ficando algumas
substancias residuais da matriz as quais possuem um tempo de retengdo similar ao da
patulina, podendo confundir os resultados. Além disso, devido a este alto ruido quimico,
a obtencdo de um baixo limite de detec¢do (LOD — Limit of detection) € quase

impossivel (Sforza et al., 2006). Por isso, ¢ necessario derivatizar as amostras.

Derivatizar ¢ transformar a estrutura quimica de uma substancia em outra estrutura
semelhante (um derivado), por meio de uma reagdo quimica resultando em um analito
menos polar, mais volatil, produzindo ides mais especificos (m/z mais alto) (Cunha et
al., 2009; Zarate et al., 2017). A conversdo dos metabolitos polares/semi-polares em
suas contrapartes volateis oferece boas propriedades cromatograficas, facilitando a
analise por GC-MS, resultando numa detec¢do mais confidvel da patulina (Cunha et al.,

2009, Zarate et al., 2017).

4. Material e Métodos

i. Reagentes

Na tabela 7, destacamos todos os reagentes com grau analitico utilizados neste estudo.

Tabela 7: Descrigdo dos reagentes com respectivas procedéncias

Reagentes Procedéncia
Patulina Sigma Aldrich, USA
N, O-bis-trimethylsilyl trifluoracetamide (BSTFA) com 1% de cloreto de Sigma Aldrich, USA
trimetilsililo (TMCS)

Acetonitrila Sigma Aldrich, USA
Acetato de etilo Proc 9, Brasil
n-hexano Proc 9, Brasil
Acido acético glacial Proc 9, Brasil
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ii. Amostras

Foram avaliadas 15 amostras de suco e néctar de mag¢a (Tabela 8). A amostragem foi
feita de forma a contemplar a totalidade de marcas disponiveis nos maiores
supermercados localizados nos estados de Santa Catarina (SC) e Rio Grande do Sul
(RS), ambos no extremo sul do Brasil (Figura 4). O periodo de amostragem foi
realizado entre os dias 7/03/2019 e 12/03/2019. A composi¢dao dos sucos de maca que
apresentavam composi¢do mista, com mais de uma fruta no produto ndo foram

analisados. Em alguns sucos o critério ndo se aplicou a exclusdo de presenga de soja.

Tabela 8: Descri¢do das amostras

Amostra Industria Data de validade Presenca de acido ascorbico/acido

citrico na composicao

Amostra 1 Brasileira Setembro/19 Sim/Nao
Amostra 2 Brasileira Outubro/19 Sim/Sim
Amostra 3 Brasileira Novembro/19 Nao/Nao
Amostra 4 Brasileira Janeiro/21 Nao/Nao
Amostra 5 Brasileira Fevereiro/20 Nao/Sim
Amostra 6 Brasileira Julho/19 Sim/Nao
Amostra 7 Brasileira Julho/20 Sim/Nao
Amostra 8 Brasileira Novembro/19 Nao/Sim
Amostra 9 Brasileira Julho/19 Sim/Sim
Amostra 10 Brasileira Dezembro/19 Sim/Sim
Amostra 11 Brasileira Dezembro/19 Sim/Sim
Amostra 12 Brasileira Setembro/19 Sim/Sim
Amostra 13 Brasileira Margo/20 Nao/Nao
Amostra 14 Brasileira V: - Sim/Nao
Amostra 15 Brasileira Agosto/19 Sim/Nao

Entre os ingredientes descritos nas amostras, a maioria dos sucos apresentou suco de
magca integral ou concentrado como o elemento mais abundante da composi¢ao além de
agua, vitamina C ou 4acido citrico (como antioxidante). Alguns sucos possuiam um
composto mais heterogéneo, contendo além dos ingredientes ja citados, fibra alimentar

acucar ou edulcorantes, maltodextrina, corante natural caramelo, aroma artificial de

42



Quantificagdo de Patulina em Sucos de Maga Disponiveis no Mercado Sul Brasileiro

maca, goma xantana, vitaminas (C, B3, B2, B6 e B12) e minerais (ferro e zinco) e uma

amostra também apresentou grao de soja entre os componentes.

iii. Extracido da Patulina

A quantificagdo da patulina foi feita através de uma metodologia adaptada de Cunha et
al. (2009) e Kharandi et al. (2013). Antes da inje¢do das amostras, foi realizada uma
curva de calibracdo utilizando padrdes de patulina (pureza superior a 98%) com

concentragdes entre 60 e 4000 ng/mL.

A extragdo da patulina foi realizada a partir de 5 mL de cada suco de magca utilizando 5
mL de uma solu¢do extratora contendo acetato de etila:n-hexano (95:5, v/v). Apds
agitacdo vigorosa em vortex por 1 min, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm
(Centrifuga CentriBio). O sobrenadante da solucdo foi utilizado para repetir a etapa de
extracdo por mais duas vezes. A seguir, foi adicionado 150 pL de acido acético ao
sobrenadante final e as amostras foram evaporadas sob corrente de gas nitrogénio (Te-

0195, Concentrador Tecvap, Tecnal) durante 30 minutos a uma temperatura média de
55°C.

iv. Derivatizacao

Ap0s a extracdo da patulina, procedeu-se a etapa de derivatizagcdo da amostra. Para isso,
adicionou-se ao residuo previamente obtido por evaporagdo, 300 uL. de acetonitrila e 50
uL de BSTFA contendo 1% de TMCS. As amostras foram aquecidas em banho maria a
75 °C durante 30 minutos (Cunha et al., 2009).

v. Deteccio e Quantificacdo da Patulina por Cromatografia em Fase

Gasosa Acoplada a Espectro de Massa

As amostras derivatizadas foram injetadas num cromatografo GC-MS TQ 8030
acoplado a um amostrador automatico AOC-20i - analisador de massas tipo triplo
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quadruplo (Shimazdu, Japao). O volume de injecao foi de 2,0 pL.

......
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Figura 6: Aparelho de GC-MS utilizado no estudo. Fonte: Da autora

A separacdo por GC foi conduzida através de uma coluna Elite-5MS (30 m x 0.25 x
0.25, Restek, USA) com um fluxo de 0,92 mL min'!. O géas de arraste foi composto por
hélio a uma velocidade linear de 35.7 ¢cm sec™!, fluxo total de 50 mL min™!. A injegéo foi
feita em um modo de razdo de divisdo de 50 com uma pressdo de 66 kPa e a
temperatura do injetor foi de 250 °C. O programa de temperatura do forno foi
inicialmente de 100 °C, aumentando para 220 °C com incremento de temperatura de 10

°C min™!. O tempo total da corrida cromatografica foi de 12 minutos.

A monitorizagdo i6nica foi feita no modo SIM (single ionmonitoring), sendo a
quantificagdo realizada com os seguintes ides: m/z: 226 (quantificador), 211, 198, 183 e
136.

44



Quantificagdo de Patulina em Sucos de Maga Disponiveis no Mercado Sul Brasileiro

IV. RESULTADOS

Para realizar as analises, o equipamento foi previamente calibrado com sete padrdes de
patulina na faixa de 60, 125, 250, 500, 1000, 2000 e 4000 ng/mL. O coeficiente de
correlagio  (R?=0,9905), feito em triplicata, demonstrou a alta linearidade e
sensibilidade do método (Figura 7). O limite de quantificacio (LOQ- Limit of
quantification) e o limite de deteccdo (LOD- Limit of detection) foram 60 ng/mL (60

ng/L) e 12 ng/mL (12 pg/L) respectivamente.

6000000 -
y = 1170x + 372887 4 .
5000000 - R” = 0.9905 @ Repetigdo 1
Repeticao 2
A -
v 4000000 - Repeticao 3
e
a 3000000 -
2000000 -
1000000 -
0 ! T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000
Concentracio de Patulina (ng)

Figura 7: Curva padrdo de Patulina (60 a 4000 ng/mL), realizada em triplicata, demonstrando a

linearidade e sensibilidade da metodologia.

Nas figuras 8 e 9 € possivel visualizar o pico cromatografico e o cromatograma e
espectro de massas da patulina, com um tempo de reten¢do de 10 min e 20 segundos e

10es m/z que confirmam inequivocamente a identidade da patulina.
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Figura 8: Pico cromatografico da patulina.
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Figura 9: Cromatograma e espectro de massas da patulina.

Como ja referido previamente, o LOQ apresentado por este método foi de 60 pug/L, e o
LOD ainda poderia detetar a patulina com valores de até¢ 12 pg/L, demonstrando a alta
sensibilidade da técnica. Mesmo com um limite de deteccdo tdo baixo, ao analisar as
amostras, ndo foi evidenciado a presenca de patulina em nenhuma das 15 amostras

(Tabela 9).
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Tabela 9: Quantidade de patulina encontrada nas amostras

Amostras comerciais Nivel de patulina (ng/L)
Amostra 1 n.d.
Amostra 2 n.d.
Amostra 3 n.d.
Amostra 4 n.d.
Amostra 5 n.d.
Amostra 6 n.d.
Amostra 7 n.d.
Amostra 8 n.d.
Amostra 9 n.d.
Amostra 10 n.d.
Amostra 11 n.d.
Amostra 12 n.d.
Amostra 13 n.d.
Amostra 14 n.d.
Amostra 15 n.d.

n.d.: ndo detectado.
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V. DISCUSSAO

A discussdo dos resultados pretende dar resposta ao objetivo delineado para este estudo,
comparando com resultados de trabalhos semelhantes elaborados em todo o mundo. De
acordo com a revisdo da literatura e atendendo aos resultados obtidos, foi possivel
contextualizar o tema desta pesquisa, intersectando os resultados adquiridos nesta

investigacdo com a informagao existente acerca desta tematica.

O grande contributo deste trabalho foi fazer uma avaliagdo em larga escala da presenga
da micotoxina patulina em sucos de mag¢ad produzidos pela industria brasileira e
comercializados nos dois estados mais ao sul do pais, utilizando um método altamente
sensivel conhecido como GC-MS (LOQ e LOD de 60 pg/L e 12 pg/L,
respectivamente), onde foi evidenciado auséncia da micotoxina em 100% das amostras.
A exposi¢do humana e animal as micotoxinas ¢ geralmente avaliada levando-se em
conta os dados sobre a ocorréncia de micotoxinas em alimentos bem como dados sobre
os padrdes de consumo da populacdo em questdo (Saleh e Goktepe, 2019). Do ponto de
vista cientifico, trazer um retrato da situagdo patulina versus suco de mac¢a no sul do
Brasil, auxilia pesquisadores em todo o mundo, uma vez que esta micotoxina parece
estar presente em muitos produtos e paises ao redor do globo, sendo um toxico que
apesar da sua descoberta longinqua, ainda precisa ser mais estudado e compreendido

acerca de seus efeitos para saude humana.

Em vista do que ja se sabe sobre a patulina, muitos paises como Estados Unidos, Brasil
e os paises pertencentes a Unido Europeia, estipularam valores maximos aceitaveis de
patulina em sucos de mag¢a de 50 ug/kg (FDA, 2000, EC, 2006, ANVISA, 2011). Na
Europa, produtos so6lidos de maca como compota e puré, receberam valores ainda mais
baixos (25 pg/kg) e se os mesmos se destinarem a criancas jovens (rotulados e vendidos
como tal), sendo suco, produtos s6lidos como compotas e puré (todos de maca) o valor
maximo aceitavel passa para 10 pg/kg (EC, 2006). No Brasil, como ja referido
anteriormente, existem poucos estudos sendo a maioria de longa data que investigaram
a ocorréncia de patulina em sucos de ma¢a. Em vista disso, estes resultados sdo bastante
relevantes para o mundo cientifico além de ser inovador, trazendo pela primeira vez um
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panorama a respeito da patulina presente nos sucos comercializados a populagido nos

estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

Entre os trabalhos brasileiros, o presente estudo trouxe pela primeira vez um percentual
de 0% de contaminagdo de patulina em sucos de macad comercializados para a
populacao (LOQ: 60 pg/L e LOD: 12 pg/L). No ano de 1999, autores encontraram uma
amostra contaminada pela micotoxina em produtos produzidos e comercializados no
Brasil e vendidos no estado de Sdo Paulo, regido sudeste do pais (Sylos e Rodriguez-
Amaya, 1999). Mais de uma década depois, Amparo et al. (2015) buscaram detetar
patulina em amostras de suco de maga feitas em laboratorio com o objetivo de comparar
a presenca de patulina de mac¢ds de arvores com magas caidas ao solo. Este estudo,
como o presente trabalho, foi realizado nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do
Sul e ndo encontrou contaminagdo nas amostras (LOD 10 pg/L), mas difere do presente
estudo por ndo ter avaliado sucos disponiveis para a populagdo e sim amostras criadas

em laboratorio (Amparo et al., 2015).

Os demais trabalhos brasileiros que buscaram determinar a ocorréncia de patulina em
alimentos encontraram percentagem de 8,1% de contaminagdo pela toxina em 37
amostras de suco de maca e puré¢ de magd (Sargenti e Almeida, 2010), 3% em 134
amostras de suco, néctar, e bebida a base de soja, todos de maca (Ilha e Sabino, 2008) e
7,7% em 13 exemplares somente de sucos de maca (Prado et al., 2000). Além disso, a
maioria dos trabalhos brasileiros (Sylos e Rodriguez-Amaya, 1999; Prado et al., 2000;
Ilha e Sabino, 2008; Welke et al., 2009 b; Sargenti ¢ Almeida, 2010) foram realizados
quando ainda ndo havia legislacdo vigente no pais para a presenca de patulina em

alimentos a qual s6 foi definida no ano de 2011 (ANVISA, 2011).

Exceto o trabalho de Welke et al. (2009 b) que encontrou contaminagdo em todas as
amostras (sendo que a totalidade delas foram recolhidas de um tnico produtor rural), no
restante os estudos brasileiros ndo tem apresentado até o momento grande relevancia
para a presenca de patulina, porém, esta ndo ¢ uma realidade comum para pesquisas
feitas em outras partes do mundo onde a contaminag¢do por patulina tem sido uma
constante (Funes e Resnik, 2009; Shephard et al., 2010; Barreira et al., 2010; Yuan et
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al., 2010; Guo et al., 2013; Oroian et al., 2014; Zouaoui et al., 2015; Oteiza et al., 2017;
Hammami et al., 2017; Torovié et al., 2018; Igbal et al., 2018; I¢li, 2019).

Conforme ja referenciado na tabela 4, todos os trabalhos encontrados nos ultimos 10
anos apresentam alguma percentagem de contaminagdo, mesmo que abaixo da
legislagdo exigida pelos o6rgaos regulamentadores (Funes e Resnik, 2009; Shephard et
al., 2010; Barreira et al., 2010; Yuan et al., 2010; Guo et al., 2013; Oroian et al., 2014;
Zouaoui et al., 2015; Oteiza et al., 2017; Hammami et al., 2017; Torovi¢ et al., 2018;
Igbal et al., 2018; i¢li, 2019).

De acordo com a tabela 5, as pesquisas realizadas em Portugal (Barreira et al., 2010;
Cunha et al.,, 2014) e Tailandia (Poapolathep et al., 2017) demonstraram 0% de
amostras contaminadas em relagdo aos valores maximos de patulina permitido nestes
paises que ¢ de 50 pg/kg para sucos (EC, 2006). Porém, apesar de ndo excederam o
limite aceitavel, todas apresentaram contamina¢do pela toxina nos sucos estudados
chegando a um percentual de até 55,6% de contaminagdo no trabalho de Cunha et al.
(2014) (Barreira et al., 2010; Poapolathep et al., 2017). Este alto percentual de patulina
encontrado nas amostras do estudo feito por Cunha e colaboradores pode ter relacio
com a técnica utilizada para deteccdo do analito (GC-MS) sendo esta metodologia uma

das mais sensiveis para este tipo de investigacdo (Vidal et al., 2019).

No entanto, como ja referido no enquadramento teérico (Tabela 6), a maioria dos
estudos utilizam a técnica analitica HPLC-UV para detetar patulina em produtos.
Embora seja a metodologia mais utilizada em pesquisas no ramo da patulina, esta
técnica tem algumas limitagdes em especificidade e sensibilidade em comparagao com a
identificagdo por MS. A especificidade ¢ imperativa para identificar corretamente o
composto de interesse, como por exemplo o 5-hidroximetilfurimal (HMF), o qual
produz interferéncias e afeta a quantificacdo da patulina em HPLC-UV, podendo ser
confundido com a patulina (Da Silva et al., 2007; Vidal et al., 2019). Ainda segundo
Vidal et al. (2019), a falta de sensibilidade e especificidade presente em HPLC-UV
pode ser uma desvantagem séria quando se analisam concentragdes baixas de analito em
matrizes complexas. Portanto, a utilizacdo de métodos analiticos baseados em LC-MS e
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GC-MS fornecem uma sensibilidade melhor do que HPLC-UV, sendo estes métodos
mais indicados para rastrear a ocorréncia de patulina em matrizes complexas (Vidal et

al., 2019).

A busca bibliografica dos trabalhos que investigaram a ocorréncia de patulina
demonstrou que poucos foram os autores que destoaram da maioria e utilizaram a MS
para identificar a toxina. Apenas dois trabalhos (Poapolathep et al., 2017; Hammami et
al., 2019) apresentaram identificacdo de patulina pelo método MS. Relativamente a
utilizagdo da técnica GC-MS, somente Cunha e colaboradores utilizaram o método em
Portugal (Cunha et al., 2014). Unindo-se a ele, encontra-se o presente estudo que se
mostrou inovador e assertivo frente aos métodos analiticos mais indicados para detetar e
identificar a micotoxina. No entanto, a presente pesquisa ndo encontrou patulina em

nenhuma das amostras de suco de maca, apesar da técnica utilizada.

Além da LC/GC-MS uma outra metodologia analitica promissora foi testada
recentemente, chamada de Single drop liquid-liquid-liquid microextraction (SD-
LLLME) combinada com LC-MS. Os autores avaliaram a eficicia da técnica pela
primeira vez, obtendo como resultado um método simples e rapido para detetar patulina
em matrizes complexas (Li et al., 2018). Devido a simplicidade do SD-LLLME e a alta
precisdao do MS, este método exibiu varios méritos como curto tempo de preparacao das
amostras (20 minutos), facil manipulacdo, baixo consumo de solvente e alta precisdo (Li
et al., 2018). Embora o procedimento seja promissor, ainda ndo ha trabalhos publicados

que o utilizem para detetar patulina em sucos comerciais.

O resultado encontrado no presente trabalho pode ter relagdo com alguns cuidados
tomados pelos produtores de maga brasileiros em relagdao ao controle do mofo-azul, que
provoca a deterioracdo das frutas. Entre as medidas de controle praticadas podemos
destacar a remog¢do imediata dos frutos infectados do pomar e posteriormente sua
destruicdo; durante a colheita, ter o cuidado de ndo machucar os frutos, pois o fungo
inicia a infeccdo através de feridas na casca; toda a maquinaria e equipamento utilizado
para manejo, transporte e armazenamento mantido constantemente higienizado; o
armazenamento feito em condi¢des que ndo favorecam o desenvolvimento da doenca,
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se possivel em local com baixa temperatura; controle quimico com uso de produtos

autorizados pelo Ministério da Agricultura, entre outros (Alves, 2019).

Outro dado relevante a ser discutido € a presenga de acido ascorbico na composi¢do dos
sucos o qual j& foi apontado como um degradante de patulina em sucos de maca (loi et
al., 2017). No presente estudo, 56,2% das amostras possuiam acido ascorbico entre os
ingredientes do suco. Num estudo realizado ha mais de uma década ja foi possivel
observar a reducao da patulina em 70% dos sucos com adi¢do de dcido ascorbico contra
30% nos sucos que ndo receberam este aditivo, num periodo de 34 dias (Drusch et al.,
2007). Além do acido ascorbico, um percentual de 47% das amostras apresentou
presenga de acido citrico, o qual também ¢ considerado como um antioxidante (Duarte
et al., 2012). Quando somados, o acido ascérbico e o acido citrico estavam presentes em

80% das amostras analisadas.

Mais recentemente, outro trabalho procurou a degradagcdo quimica da patulina na
presenga de acido ascorbico, utilizando padrdo de patulina puro com solucdo aquosa
acidificada e suco de mag¢ad contaminado com patulina (obtido pela adicdo de puré de
maca produzido a partir de mac¢as inoculadas com Penicillium expansum) (Assaf et al.,
2019). Neste contexto, diferentes concentragdoes de acido ascorbico foram avaliadas,
assim como a presenca ou auséncia de oxigénio e diferentes temperaturas de
armazenamento. A maior reducdo de patulina (60%) ocorreu no suco de maga apds 6
dias de incubacdo a 22 °C na presenga de oxigénio. Verificou-se também que o
tratamento por 4cido ascérbico resultou na geragdo de produtos de degradagdo menos
toxicos que a patulina (E e Z-ascladiol) (Assaf et al., 2019). Os autores concluiram que
a utilizagdo de acido ascorbico pode melhorar vérios aspectos de qualidade do suco
como cor (menos escurecimento), valor nutricional, entre outros (Assaf et al., 2019).
Por outro lado, segundo Welke et al. (2009 a), apesar do 4cido ascorbico demonstrar
efeito promissor quanto a degradagdo de patulina, devido ao baixo contetido de oxigénio
no headspace das embalagens de sucos, a adi¢do de vitamina C antes do enchimento das

embalagens ndo ¢ uma estratégia eficiente de descontaminagao (Welke et al., 2009 a).
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Encontrar uma maneira eficaz e acessivel para reduzir a patulina em produtos, ¢ um
grande desafio (Vidal et al., 2019). A incidéncia de amostras contaminadas nos estudos
recentes aponta para a importdncia de fortalecer as estratégias de controle,
principalmente durante o processo de produgdo de alimentos pois nesta fase, mesmo as
micotoxinas sendo altamente estaveis, diferentes fatores podem afetar a sua estabilidade
(Vidal et al., 2019). Segundo Acar et al. (1998), acdes como limpeza, lavagem, moagem
e prensagem indicaram reducdo de até 55% da patulina. J& o tratamento do produto
pronto, como a pasteuriza¢ao por exemplo, mostrou um efeito positivo, porém limitado
na reducdo da micotoxina no suco de maga, ja que apenas 26% da patulina foi reduzida
a 100 ° C por 20 min (Kadakal e Nas, 2003). Outros métodos apresentaram resultados
mais animadores, como por exemplo a irradiagdo UV (5 min) feita em sucos de maca,
mostrando uma redugdo significativa (83%) de patulina (Diao et al., 2018) e o
tratamento com pressdo hidrostatica pulsada, a qual demonstrou uma redugdo de
patulina de 62% nos sucos de mac¢a (Avsaroglu et al., 2015). Ambas as metodologias
para diminuir a contaminac¢do pela toxina sdo técnicas consideradas promissoras para a

aplicacdo na industria de processamento de frutas e verduras (Vidal et al., 2019).

Além da contaminacdo nos produtos alimentares, a fracdo da quantidade total de
patulina que estd potencialmente disponivel para absor¢do (bioacessibilidade) apds a
ingestdo de alimentos contaminados deve ser considerada na avaliacdo de seu potencial
para interagir com o organismo e exercer seus efeitos toxicos (Torovi¢ et al., 2018). A
digestdo gastrointestinal simulada ¢ amplamente empregada em muitos campos das
ciéncias alimenticias e nutricionais, ja que a realizacdo de testes em humanos ¢ muitas
vezes dispendiosa, invasiva e eticamente discutivel (Minekus et al., 2014; Torovi¢ et al.,
2018). Recentemente utilizando um método padronizado de digestdo in vitro, realizado
em trés etapas e proposto inicialmente por Minekus e colaboradores, pesquisadores
investigaram a bioacessibilidade de patulina obtendo como resultado uma grande
absor¢do especialmente na fase oral (77,8%) e gastrica (79,3%) com uma reducdo
significativa da toxina na fase intestinal, obtendo uma média de 21,6% da quantidade
inicial de patulina ingerida chegando ao final do processo digestivo (Torovi¢ et al.,
2018). Os autores também relataram diferencas na absor¢do comprando tipos de suco de

maga, apontando ao final que a matriz alimentar bem como o nivel de contaminagdo e a
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maneira pela qual os alimentos sdo contaminados (enriquecidos ou naturalmente),

interferem diretamente no fator digestivo (Torovi¢ et al., 2018).

As amostras do presente estudo quando comparada as pesquisas encontradas sobre o
tema nos ultimos 10 anos demonstra-se menor, porém, vale salientar que esta
amostragem representou quase que a totalidade dos sucos de mag¢a disponiveis na
regido, uma vez que as amostras foram recolhidas nos maiores centros comerciais, onde
ha disponiveis a maior variedade de marcas, em ambos os estados. E importante
salientar também, que muitos dos estudos apresentados nesta discussdo também
englobaram sucos mistos feitos com outras frutas, como também outros produtos
alimenticios como purés de frutas e geleias, podendo assim ter uma amostra maior
devido a diversidade de produtos e marcas. Alguns trabalhos também obtiveram
amostras expressivas porque foram realizados com um acompanhamento dos resultados
ao longo de anos, podendo assim englobar diferentes safras (Barreira et al., 2010; Guo

et al., 2013; Oteiza et al., 2017; Torovi¢ et al., 2018).

Com inspiracdo nestas pesquisas aqui discutidas, abre-se a possibilidade de ampliar este
trabalho para investigar outros produtos a base de maga, como purés de fruta destinados
a criangas, geleias, cidra de mag¢a, maca desidratada. Outra ideia seria abranger também
outras regides do Brasil (norte, nordeste, centro-oeste), uma vez que todos os estudos
nacionais sobre patulina foram realizadas nas regides sul e sudeste do pais. Sendo as
micotoxinas e a saidde um tema de constante atualizagdo, seria uma perspectiva

interessante para dar seguimento a temdtica deste estudo.

Uma vez que a industria de alimentos estd sempre em busca de aliar a tecnologia,
inovacdo ao consumo de alimentos para facilitar a vida do consumidor, trazendo
alimentos que oferecem mais praticidade, ¢ sempre importante atentar para qualidade
destes produtos para a satde e seguranca de quem consome. Esta vigilancia constante
na alimentacdo ¢ uma das Unicas formas de avaliar a ingestdo de micotoxinas que

podem ser nocivas a saide dos seres humanos (Zhong et al., 2018).
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VI. CONCLUSAO

Sendo a patulina um metabolito secundério toxico produzidos por espécies de fungos
um contaminante comum em magds e produtos feitos a partir dela, investigar sua
ocorréncia no Brasil pretendeu trazer um contributo para pesquisadores da area. Todas
as 15 marcas disponiveis nos maiores supermercados localizados nos dois estados mais
ao sul do Brasil foram analisados através do método GC-MS, um dos mais sensiveis
para detetar patulina em matrizes complexas como o suco de ma¢a. Quanto a ocorréncia
da micotoxina, o resultado foi inédito para o meio cientifico, apresentando um total de
100% de amostras negativas para presen¢a da micotoxina pelo método utilizado com
LOQ e LOD de 60 pug/L e 12 pg/L, respectivamente. Pesquisas sobre o tema no Brasil,
sdo de longa data além de serem descritas com métodos analiticos menos sensiveis do
que o realizado no presente trabalho. Os achados também podem contribuir com
pesquisas futuras que busquem relacionar as micotoxinas como a patulina, com

patologias variadas.

Dado o exposto no enquadramento tedrico desta pesquisa, a consisténcia das evidéncias
coletadas e os resultados dos estudos provam que a exposicdo a patulina causa
comprometimento da barreira intestinal e problemas gastrointestinais (McKinley e
Carlton, 1980; McKinley et al., 1982; Drucsh e Ragab, 2003; Mohan et al., 2012;
Assuncao et al., 2016; Maidana et al.,, 2016; Tannous et al., 2017). Em modelos
animais, os efeitos sdo ainda mais graves (imunossupressor, toxico, mutagénico,
genotdxico, carcinogénico) embora seus mecanismos exatos ainda requerem
investigacdes adicionais (Broom et al., 1944; Dickens e Cooke, 1965; Ciegler et al.,
1976; Ueno e Kubota, 1976; Escoula et al., 1988; Schumacher et al., 2006). Apesar do
seu historico prejudicial a saide humana e animal, novas pesquisas buscam conhecer os
possiveis mecanismos antitumorais desta micotoxina (Boussabbeh et al., 2015;
Abastabar et al., 2017; Monteillier et al., 2018). Portanto, a patulina requer atengdo e
avaliacdo adicional para seus niveis em produtos alimenticios e riscos para saude
humana, especialmente em populagdes de risco, incluindo criangas (Saleh e Goktepe,

2019).
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Em vista dos resultados apresentados, podemos supor que a industria brasileira de suco
de maga tem apresentado uma 6tima forma de armazenamento e preparo, atentando para

a segurancga e qualidade no que diz respeito a contamina¢ao pela micotoxina patulina.
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