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Patulina: incidéncia e controle em derivados de maca

Patulin: incidence and control in apple products

Marcos Giovani Celli '*; Alexandre Rodrigo Coelho?;
Gilvan Wosiacki *; Crispin Humberto Garcia-Cruz*

Resumo

A patulina, 4hidroxi-4furo[3,2-c] pirano(6H)-1, micotoxina termo-resistente, ¢ produzida por varias
espécies de fungos, comuns em vegetais, produtos derivados e principalmente em magas. Estudos sobre
a toxicidade em animais demonstraram esta micotoxina possui carater teratogénico, cancerigeno e
imunotoxico em camundongos. Sua biossintese ¢ bem compreendida envolvendo uma série de reacdes
de condensagao e de oxiredugdo, muitas catalisadas por enzimas. O perigo da contaminagao de alimentos
com patulina, alerta sobre a necessidade de um controle mais rigoroso. Pesquisas recentes objetivam
sua remocdo e degradacdo, bem como aumentar a sensibilidade das analises, tornando-as mais rapidas
e com menores custos. A remogdo de patulina de alimentos ¢ feita com compostos adsorventes, com
inconveniente de diminuir a qualidade do produto por adsorver outros componentes desejaveis. A
degradagdo ¢ feita com compostos sulfurados, os quais ndo sdo permitidos em alimentos em muitos
paises, e pelo crescimento de leveduras, como no caso da produgdo de sidras. Muitas leveduras
apresentam resisténcia contra a patulina e produzem compostos capazes de degrada-la. Aqui, foram
revisadas pesquisas sobre patulina com énfase sobre sua influéncia na industria de alimentos, incidéncia
de patulina em suco de maga e outros alimentos, concentracdes maximas permitidas, efeitos na satde,
biossintese, remoc¢ao, degradacdo e métodos mais utilizados para sua deteccao e quantificacao.
Palavras-chave: Micotoxinas, Penicillium expansum, maca

Abstract

The patulin, (4hydroxy-4furo[3,2-c]pyran(6H)-1),, is a thermal resistent mycotoxin produced by several
species of fungi are common in plants, mainly in derivatives and apples. Studies on the toxicity in
animals have shown that mycotoxin has character teratogenic, and carcinogenic in mice immunotoxic.
Its biosynthesis is well understood involving a series of reactions of condensation and oxiredugao,
many catalyzed by enzymes. The danger of contamination of food with patulin, warning about the need
for a more rigorous control. Recent research aimed their removal and degradation as well as increase
the sensitivity of the tests, making them faster and at less cost. The removal of patulin of food is made
with composite adsorbents, with inconvenience to diminish the quality of the product by adsorbs other
components desirable. The degradation is made with sulfur compounds, which are not allowed in food
in many countries, and the growth of yeasts, such as the production of cider. Many yeasts have resistance
against patulin and produce compounds capable degrade it. Here, we reviewed research on patulin with
emphasis on its influence in food industry, incidence of patulin in apple juice and other foods, maximum
permissible concentrations, health effects, biosynthesis, removal, degradation and most widely used
methods for its detection and quantification.
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Introducao

No ano de 2007 o Brasil produziu mais de 43,7
milhdes de toneladas de frutas, classificando o pais
como o terceiro maior produtor mundial, atras da
China e da India, é o 15° maior exportador e ocupa
o 8° lugar em eficiéncia de producdo (FOOD
AGRICULTURE ORGANIZATION - FAO, 2008;
INSTITUTO BRASILEIRO DE FRUTAS —IBRAF,
2008). Do total produzido, 45% das frutas destina-
se ao consumo nacional in natura, 53% a industria
processadora e apenas 2% a exportagdo de frutas
frescas, evidenciando anecessidade de incentivo para
agilizar maior inser¢do no mercado internacional
(FAO, 2008). As exportacdes brasileiras de frutas
in natura geraram divisas de 430 milhdes de
doélares em 2007, sendo que cerca de 65 milhdes
foram decorrentes da maga ¢ seus derivados com
crescimento de 100% nas exportagdes da fruta in
natura, passando de 53 mil toneladas em 2006 para
106 mil toneladas em 2007 (IBRAF, 2008).

Os frutos da macieira podem ser distinguidos e
agrupados por suas variagdes de sabor, tamanho,
forma, aparéncia, consisténcia da polpa e casca, e
por suas distintas utilidades. De uma forma geral,
as macas podem ser classificadas de trés tipos:
de mesa, para processar ou proprias a fabricagdo
de sidra ou do vinagre. Uma mesma arvore pode
fornecer frutos com diferentes aproveitamentos, de
acordo com sua classificagdo. Pela sua capacidade
de produzir fibras de boa qualidade e pelo seu alto
teor de potassio, a maca € uma fruta indicada para
manutengdo da satde, prevenindo doengas cardiacas
e excesso de colesterol no sangue, e para dietas de
emagrecimento (TODA FRUTA, 2008).

As macieiras se desenvolvem bem em clima
temperado, sendo favoravel e essencial parauma boa
produtividade, o que limita as regides de plantio, mas
coloca o Brasil em posi¢ao privilegiada em relagdo
as demais na¢des (SIMAO, 1998). A colheita ¢é feita
de acordo com os critérios de qualidade relacionados
a caracteristicas que se desenvolvem pos-colheita,
durante a maturacdo dos frutos. Frutos destinados

a comercializagdo imediata ¢ a exportacdo sao
aqueles que apresentam melhor qualidade em
termos de aparéncia, como coloragdo uniforme,
forma caracteristica, auséncia de podriddes e danos
mecanicos ou machucados. Frutos com maior
tamanho ou mais aromaticos, com elevado teor de
solidos soltiveis e com coloragdo mais intensa sdo
obtidos com colheita tardia (ARGENTA, 1993; TU;
NICOLAI; BAERDEMAEKER, 2000; WATKINS
et al., 1993).

Os frutos que ndo se destinam imediatamente ao
mercado consumidor sdo armazenados em camaras
frigorificas que contribuem para diminuicdo do
seu metabolismo, conserva¢do das caracteristicas
fisico-quimicas e diminui¢gdo no crescimento de
fungos. Esta armazenagem pode ser associada a
atmosfera controlada onde baixas concentragdes
de oxigénio e didoxido de carbono (1 e 0,5%
respectivamente) mantém melhor a qualidade da
magd, proporcionando maior retengdo da firmeza
da polpa e menor incidéncia de degenerescéncia
na temperatura de -0,5°C (BRACKMANN;
MAZARO; LUNARDI, 1998).

A extensao territorial e a diversidade climatica
do Brasil permitem o cultivo das mais variadas
frutas, porém, o fator determinante no plantio das
macieiras numa regido depende do periodo de baixa
temperatura, necessario para o repouso vegetativo
e quebra de dorméncia (FUNDACAO CARGILL,
1983). No Brasil, safra 2006/07, foram produzidas
1,1 bilhdo de toneladas de ma¢a (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA
— IBGE, 2007). As exportagdes de magas in natura
chegaram a 106 mil toneladas e na forma de suco de
maca a 33 mil toneladas (IBRAF, 2008). A Regido
Sul do pais apresenta o clima mais propicio para
producdo de maga, sendo responsavel por 98% da
produgdo nacional na safra 2004/05, com 40 mil
toneladas (3,6%) provenientes do Estado do Parana
(PR),464,1 mil toneladas (42%)do Rio Grande do Sul
(RS) e 596,7 mil toneladas (54%) de Santa Catarina
(SC) (BRASIL, 2007; IBGE, 2007). As cultivares
predominantes de mag¢d sao Gala e Fuji, com
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representatividade de 46 e 45%, respectivamente,
em relacdo a producio total (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DOS PRODUTORES DE MACA —
ABPM, 2008).

No ano de 2000, o Brasil exportou mais de 60 mil
toneladas de macga paraa Europa e estd atingindo auto-
suficiéncia na suplementacdo do mercado interno,
recebendo destaque entre os frutos exportados,
devido a vantagem na diferenga de periodicidade em
relagdo ao Hemisfério Norte (IBRAF, 2005). A safra
nacional de maga 06/07 atingiu 1113,8 mil toneladas,
indicando aumento de 31,2% em comparagdo com
os dados da produgao anterior (produgdo de 849 mil
toneladas) (IBGE, 2007).

O suco de magd é o produto extraido da fruta
por moagem ou prensagem (pressdo), passando
por um processamento de clarificagdo, adi¢do de
antioxidante, desaeragdo, pasteurizagdo e envase,
sem adicao de agucar, adocante ou conservantes. O
produto final se apresenta como liquido limpido, claro
e brilhante (KOZLOWSKA etal.,2003; WOSIACKI
et al., 2002). O suco também pode receber adicao de
polpa para melhorar sua consisténcia ou adi¢cdo de
acUcar para corrigir a dogura, sendo entdo chamado
de néctar de maga.

Como acontece com a maioria das produgdes
agricolas, existe uma fracdo de safra de magd que
acaba ndo sendo comercializada no mercado in
natura, que pode chegara 30% da produgao nacional,
sendo destinado a industrializagio (WOSIACKI;
NOGUEIRA; SILVA, 2000). A industria consumiu
18,9% da produ¢ao nacional de magasnasafra01/02,
81,1% destinado ao comércio da fruta in natura,
sendo 7,6% destes para exportagao (ABPM, 2008).
Com o aumento da producgdo nacional, aumentaram
as exportagOes da fruta in natura e a venda para as
fabricas de suco (WOSIACKI et al., 2002). A maior
parte da produgdo nacional de suco concentrado de
maga destina-se a exportagdo, apresentando grande
concorréncia com a Argentina e Chile, paises com
tradicdo no processamento de macas e grandes
produtores mundiais (PRADO, 2000).

No Brasil, o comércio interno de suco de fruta
¢ em torno de 5 a 7 litros anuais por habitante,
decorrente do alto prego, falta de divulgacao,
incentivo, investimentos e de disponibilidade de
variedades. Essa producdo e comercializacdo de
suco ¢ insignificante quando comparado com a
Europa e os Estados Unidos, onde o consumo de
sucos de fruta chega a 30 litros anuais por habitante,
destacando-se o suco de maga como o mais popular e
segundo suco mais consumido no mundo (GALCIA-
CLOSAS et al., 2004; IBRAF, 2008; WOSIACKI;
DEMIATE; CHERUBIM, 1995).

O Ministério da Agricultura define o suco de maga
como sendo a bebida ndo fermentada e nio diluida,
obtida da parte comestivel damag¢a (Malus domestica
Borkh) por processo tecnologico adequado devendo
obedecer aos Padrdes de Identidade e Qualidade,
fixados para suco de fruta (BRASIL, 2000).

Pelo regulamento técnico para fixacdo dos
padrdes de identidade e qualidade para suco de maca,
devera obedecer as caracteristicas e composicdo. A
cor deve ser translucida, o aroma proprio, sélidos
soluveis num minimo de 10,5°Brix (20°C), acidez
total acima de 0,15g/100g expressa em acido malico,
acidez volatil no maximo de 0,04g/100g expressa
em acido acético e agucares totais naturais do fruto
até 13,5g/100g (BRASIL, 2000).

Paises da Europa e EUA também estabelecem
niveis maximos para conteido de patulina em
derivados de maga. A Organizagdo Mundial da Saude
(OMS)recomendaconcentragdesinferioresa S0 pg/L
e o0 Food and Drug Administration (FDA) publicou
um documento, “The Draf Guidance Document of
FDA Components and Industry on Apple Juice and
Apple Juice ProductsQ que estabelece o limite de 50
ng/L para sucos de maga e derivados (RICHARD et
al., 2003). A Unidao Européia adotou recentemente
este mesmo nivel maximo e também 25 pg/kg em
produtos so6lidos incluindo compota de maga e puré
de maga e ainda o nivel maximo permitido de 10
ug/kg é proposto para produtos de maga destinados
a criangas (FONSECA, 2008).
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Uma das principais preocupagdes em relacio a
contaminacdo do suco de ma¢a com a patulina é o
fato de que o Brasil exporta este produto a paises
que possuem limites estabelecidos por legislacdo
para esta micotoxina em sucos (MELLO, 2004).

Na Tabela 1 observa-se que os paises que tem
legislacdo seguem a recomendacdo da OMS e da
FDA de no maximo 50 pg/L de patulina em suco
de maca.

Tabela 1. Paises que possuem legislag@o para patulina e o limite maximo permitido.

Pais Tipo de alimento Limite (ug/L ou pg/kg)
Alemanha Suco de maca 50
Austria Suco de frutas 50
Finlandia Todos os alimentos 50
Franca Suco de maga e produtos derivados 50
Grécia Suco de maga e produtos de maga 50
Israel Suco de maca 50
Italia Suco de frutas 50
Noruega Suco de maga concentrado 50
Todos os alimentos 50
Republica Tcheca Alimentos para criangas 30
Alimentos infantis 20
) Todos os alimentos 50

Roménia

Racdes 30
Suécia hSuco de frutas 50
Suica Suco de frutas 50
Uruguai Suco de frutas 50

Fonte: Fonseca (2008).

Patulina

A patulina, 4hidroxi-4furo[3,2-c]pirano(6H)-1
(Figura 01), uma micotoxina termo-resistente da
classe hidroxifuropiranona e também chamada
clavicina, claviformina ou expansina, apresenta
formula empirica C_H.O, e seu peso molecular ¢
de 154,12 Da. Pode ser produzida como metabolito
secundario por varias espécies de fungos para
inibir o crescimento de outros microrganismos. A
patulina foi isolada pela primeira vez de Penicillium
claviforme, nomeada claviformina, mas em razao
de seu freqiiente isolamento partindo de Penicillium
patulum, chama-se patulina. Inicialmente era
considerada um antibidtico, mas pelos seus efeitos

toxicos em animais, foi classificada como uma

toxina. Apresenta estabilidade em acidos diluidos
e ¢ resistente a temperatura de 125°C na faixa de
pH entre 3,5 ¢ 5,5, ocorrendo o inverso em solugdes
alcalinas e compostos sulfurosos representados por
metabissulfito e radicais sulfidrilas, quando diminui
a sua atividade biologica (ENGEL; TEUBER, 1984;
GONCALEZ; PINTO; FELICIO, 2001; SCUSSEL,
1998). Sua atividade carcinogénica ¢ atribuida a
insaturacao o, B, junto com uma dupla ligacdo
conjugada externa, unida na posicdo 4 do anel
lactona. Apresenta absor¢do UV méxima de 256,5
nm ¢ solubilidade em agua e solventes organicos
comuns, exceto éter de petréleo (MAJERUS; KAPP,
2002; MOAKE; PADILLA-ZAKOUR; WOROBO,
2005; RYCHLIK; SCHIEBERLE, 2001).
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Figura 1. Estrutura molecular da Patulina
Fonte: MOSS, 2008.

Formada pela via das policetidas (Figura 02), a
patulina causa efeitos toxicos em animais, de carater
teratogénico e cancerigeno em camundongos,
além de lesdes pulmonares, hepaticas e renais
(GOKMEN;ACAR, 1998a; RICHARD et al., 2003),
efeitos gastrointestinais e neurotoxicos (HOPKINS,
1993) e imunotoxicos (SHARMA, 1993). A dose
de letalidade — DL, para camundongos varia de 5
a 30 mg/kg de peso corpéreo (BOONZAAIJER;
BODELDIJK; VAN OSENBRUGGEN, 2005).
Segundo pesquisadores, a dupla ligacdo presente
na estrutura da patulina interage com os acidos
nucléicos, afetando a transcri¢do génica e a sintese
de biomoléculas (ARAFAT; MUSA, 1995; HATEZ;
GAYE, 1978; MIURA; HASUMI; HENDO,
1993; MOULE; HATEY, 1977), também ocasiona
o rompimento da membrana do protoplasma
(MAHFOUD et al.,, 2002; RILEY; SHOWKER,
1991) e inibigdo da produgdo de interferon
(WICHMANN; HERBARTH; LEHMANN, 2002).
O resultado destes estudos ¢, como um todo,
inconclusivo em humanos, mas sugere que sintomas
agudos pelo consumo de patulina podem incluir

agitagdo, convulsdes, congestdo pulmonar, edema,
ulcerag@o, hiperemia, distensdo gastro-intestinal,
hemorragia intestinal, degeneracdo de células
epiteliais, inflamacdo intestinal, vomitos e danos
nos rins (MAHFOUD et al., 2002; MCKINLEY;
CARLTON; BOON,

patulina ¢é rapidamente excretada (cerca de 87%),

1982). Apos ingestdo, a

sendo 49% nas fezes, 36% na urina e 1 a 2% pela
via respiratoria na forma de didxido de carbono
(MOSS, 2008).

A produg@o de patulina ocorre quando a taxa
de crescimento diminui em virtude das limitagdes
do consumo de nitrogénio (GROOTWASSINK;
GAUCHER, 1980). A biossintese de patulina
esta definida e envolve uma série de reacdes de
condensacao e de oxireducao, muitas, se nao todas,
catalisadas por enzimas. Sua sintese ¢ iniciada com
uma unidade de acetil-Coenzima A e trés unidades
de malonil-Coenzima A, sendo condensados em
acido 6-metilsalicilico (6-MAS) pela acdao da
enzima acido 6-metilsalicilico sintetase (6-MAS
sintetase). A proxima etapa envolve a conversdo
de 6-MAS em m-cresol pela atividade da 6-MAS
descarboxilase. M-cresol é convertido em alcool
m-hidroxibenzil através da m-cresol hidrolase. O
proximo passo é conversao do alcool m-hidroxibenzil
a gentisaldeido pela enzima alcool m-hidroxibenzil
desidrogenase, tendo como intermediario de reagdo
o m-hidroxibenzaldehido ou o alcool gentisil. Uma
vez formado o gentisaldeido, ¢ convertido para
isopoxidona, filostina, neopatilina, E-ascladiol e
para patulina (GRIFFIN, 1993).
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Figura 2. Via de formag&o da patulina.
Fonte: GRIFFIN (1993).

Selmanoglu e Kockaya (2004) investigaram os
efeitos tempo-dependentes de patulina nos niveis
de triiodotironina (T3), tetraiodotironina (T4),
hormoénio tiredide estimulante (TSH), testosterona,
hormoénio luteinizante (LH) e hormoénio de
crescimento (GH) no desenvolvimento de ratos
masculinos de 5-6 semanas de idade por um periodo
de 60 e 90 dias. A dose de patulina utilizada foi
baseada em niveis de exposi¢do humana (0,1 mg/
kg de peso corporal/dia). Ao término da experiéncia
foram verificados os niveis de horménio no soro e
analise histopatologica por microscopia da tiredide e
testiculos. Os resultados revelaram que, ap6s 60 dias
de ingestdo, os ratos apresentaram um aumento de
66,6% nos niveis de testosterona ¢ uma diminui¢éo
de 17,3% nos niveis de T4. Quando passados os 90
dias de ingestdo de patulina, os niveis de testosterona
estavam aumentados em 75% e LH em 146%. Os

}

Policetida

Ac. 6 Metilsalicilico
Ac. orselinico

Ac. Penicilico
Aflatoxina
Citrinina
Esterigmatocistina
Griseofulvina
Luteoskirina
Ocratoxina
PATULINA
Versicolorinas
Zearalenona

\ 4
Mevalonato

Isoprendides

H

exames histopatologicos do testiculo demonstraram
hiperplasia local no tecido intersticial e também
desorganizagdo do epitélio do tubo seminifero. A
tiredide revelou infiltragdo de células linfoides e
aumento do tecido intersticial entre os foliculos e
degeneragao coloidal.

al.(2006)
citotoxicidade da patulina em leveduras por analise
de transcri¢ao observando a resposta nas leveduras
apos exposi¢ao a S0ppm de patulina. Encontraram a

Iwahashi et caracterizaram a

expressdo de genes patulina-induzidos, semelhantes
a expressao de genes obtidos apos tratamento com
substanciasagricolasantifungicas (maneb®ezineb®).
Além disso, o tratamento com patulina ativou a
degradacdo de proteinas, especialmente as atividades
de proteossoma, metabolismo de aminoacidos
sulfurados e sistema de defesa contra oxidacédo.
Sugeriram danos no DNA por alquilagdo, o qual era
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reparado por recombinagdo € outros mecanismos
de reparos. Os resultados também proveram genes
biomarcados para a descoberta de patulina em
produtos agricolas. Os resultados sugeriram a
possibilidade de aplicar o sistema de transcri¢ao das
leveduras para avaliacdo de substancias quimicas,
especialmente para substdncias naturais que sao
dificeis de resistir a sintese organica.

Embora nao exista nenhum dado toxicologico
ou epidemioldgico em seres humanos, a patulina
vem sendo empregada como indicador de qualidade
nos frutos e produtos de macd (MOSS, 1996).
O Ministério Britdnico de Agricultura, Pesca e
Alimentos (MAFF) tem monitorado os niveis de
patulina em sucos de mac¢a desde 1980. Quando
contaminagdes acima de 50 pug/L foram confirmadas
pela primeira vez, em 1992, foi sugerido o
limite maximo permitido de até 50 ug/L, que foi
confirmado em 1995 (UNITED KINGDOM, 1993).
Com o estabelecimento de programas de controle,
a reducdo dos niveis de patulina em sucos de maga
alcangou 60% (UNITED KINGDOM, 1998). Outros
paises como Suécia, Bélgica e Noruega também
estabeleceram concentracdo maxima permitida de
até 50 pg/L, como recomendado pela Organizagao
Mundial de Satude (OUGH; CORISON, 1980).

Em 2001, o Food and Drug Administration
(FDA) publicouum documento, “The Draf Guidance
Document of FDA Components and Industry on Apple
Juice and Apple Juice ProductsQ que estabelece o
limite de 50 pg/L para sucos de maga e derivados
(RICHARD et al., 2003), embora a Unido Européia
tenha estabelecido 25 pg/kg em compotas e purés
e 10 pg/kg em produtos infantis (BOONZAAIJER;
BODELDIIK; VAN OSENBRUGGEN,
2005; COMMISSION OF THE EUROPEAN
COMMUNITIES, 2003). A Organizagdo Mundial
de Saude (OMYS) alterou o limite de ingestao de 7,0
para 0,4 ng/kg de peso corporeo/dia (BAERT et al.,
2004; BOLGER, 2002).

A patulina é produzida por mais de 60
espécies de fungos e cerca de 30 géneros (LAIL

FUH; SHIH, 2000). Dentre esses Penicillium
expansum (P. leucopus), P. patulum (P. urticae,
P griseofulvum), P. crustosum, P. roqueforti, P
claviforme, Paecilomyces spp., Saccharomyces
vesicarium, Alternaria alternata, Byssochlamys
nivea, B. fulva, Aspergillus giganteus, A. terreus,
e A. clavatus (AYTAC; ACAR, 1994; LAIDOU;
THANASSOULOPOULOS;  LIAKOPOULOU-
KYRIAKIDES, 2001; MOSS; LONG, 2002),
destacando-se com especial importancia e interesse
o Penicillium expansum, parasita facultativo que
invade frutas danificadas causando podriddo,
mais comum em magds, podendo assim ocorrer
patulina em suco de magd fresco. Normalmente
encontrada em altas concentragdes na parte da fruta
onde ha presenca de esporos (93 a 95% de toda
toxina), difundindo-se para outras partes sadias
do fruto devido sua hidrossolubilidade, até 4 cm
além da lesdo (BAERT et al.,, 2004; LAIDOU;
THANASSOULOPOULOS;  LIAKOPOULOU-
KYRIAKIDES, 2001). Também produzida por
Aspergilus clavatus em materiais como residuos
de cevada malteada e restos de cereal no campo.
Byssochlamys nivea e Byssochlamys fulva também
produzem patulina e sdo importantes em silagem
(SCUSSEL, 1998). Microrganismos produtores
de patulina também ja foram isolados de uvas,
cerejas, péras, damascos, nectarinas, peéssegos,
tomates, mirtilo e améndoas (DEMIRCI; ARICI;
GUMUS, 2003; JIMINEZ et al., 1991; LEGGOTT;
SHEPHARD, 2001; PRIETA et al., 1994; RITIENI,

2003).

Penicillium spp é o fungo toxigénico de maior
incidéncia em magcas, considerado um parasita de
ferimentos, cresce em atividade de dgua (a ) entre
0,83 a 0,99 e tem a capacidade de tolerar até 80%
de sacarose (p/v) no meio de crescimento, causando
podriddo de coloragdo azul na parte externa da
maca e bege ou marrom-clara no tecido, deixando
o fruto aguado e mole (HEFNAWY; ABOU-ZEID,
2003). Stott e Bullerman (1975), verificaram as
espécies de fungos que contaminavam naturalmente
magas, encontrando que 66% tem a capacidade de
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produzir patulina, sendo eles do género Penicillium,
Aspergillus e Byssoclamys.

Dombrink-Kurtzman e Blackburn (2005)
avaliaram diferentes espécies de Penicilium sp. para
determinar sua toxicidade em diferentes meios de
cultivo. Para isto, utilizaram 11 espécies toxigénicas
dos fungos, P. expansum (4), P. griseofulvum (3),
P. clavigerum (2), P. coprobium (1) e Penicillium
sp. (1) isolado de maca. As culturas foram crescidas
em meios liquidos Batata Dextrose, Extrato de
Malte e Extrato de Levedura peptonado adicionado
de glucose, ambos com e sem suplementagdo de
manganés, totalizando seis formulacdes diferentes.
A quantificagdo foi realizada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com detector UV. Os
tré€s P. griseofulvum apresentaram maior producéo
de patulina ao final do experimento. Para a maioria
das cepas, o Caldo Batata Dextrose complementado
com manganés propiciou maxima produgdo da
micotoxina. Embora P. expansum seja citado como
provavel fonte de patulina em sucos de maca, outras
espécies de Penicillium podem ser mais toxigénicas,
devendo a industria estar alerta a possibilidade
destas outras serem as responsaveis pela ocorréncia
de patulina.

Hasan (2000) determinou as espécies de fungos
predominantes e ocorréncia de micotoxinas em
magcas sadias (100) e deterioradas (100). Também
avaliou o efeito do tempo e temperatura sobre o
crescimento de P. expansum em meio contendo
glucose, NaNO,, KH,PO,, MgSO,, KCI e extrato
de maga e a inibicdo da produgdo de patulina e
aflatoxina utilizando o6leos de frutas. Aspergillus
Sfavus (100%), Aspergillus niger (63%), Penicillium
expansum (50%) e Rhizopus stolonifer (50%) eram
os fungos isolados com maior freqiiéncia em frutas
saudaveis. 4. niger era o microrganismo mais
comum em magas deterioradas (83%), seguido por
A. flavus (67%), P. expansum (58%), R. stolonifer
(53%) e Alternaria alternata (42%). As micotoxinas
encontradas em maca podre foram patulina e
aflatoxina. A temperatura Otima para produgdo
de patulina por P. expansum foi de 15°C apods 15

dias. Utilizando 0,2% de 6leo de limdo no meio
de cultivo, foi inibida completamente a produgdo
de patulina ¢ com 0,05% de o6leo de limdo mais
0,2% de o6leo de laranja reduziu mais de 90% da
produgdo. A formagdo de aflatoxina foi reduzida em
90% quando era utilizado 0,2% de 6leo de limao.
A freqiiente ocorréncia de P.expansum produtor de
patulina em frutas aponta a importancia do controle
durante o armazenamento das macgas para evitar
riscos de ingestdo de toxina, devendo ser removido
o tecido danificado antes da utilizac¢do do fruto.

Baseado nos tratamentos de lavagem de macas
antes do armazenamento em camaras frias, Chen,
Ingham e Ingham (2004), avaliaram a efetividade
desses tratamentos em magas cultivar Empire com
relagdo ao crescimento de P. expansum NRRL 2304
e producdo de patulina. Para os tratamentos foram
utilizados satinitizantes empregados na industria
(solugdo de 200 ppm NaOCl, 1% StorOx®, 0.5%
sorbato de potassio, 300 ppm SO,, € 0% a 5% de
solugdo de acido acético). Esporos de P. expansum
foram inoculados em fatias de magds e, entdo,
mergulhadas nas solugdes por 5 min. O crescimento
do fungo e a produgao de patulina foram monitorados
durante o armazenamento subseqiiente. Encontraram
que a solucdo de sorbato de potassio (0,5%) e a de
SO, (300 ppm) ndo afetou a sobrevivéncia do fungo
ou produgdo de patulina. StorOx® (1%) foi efetivo
contra os esporos em solu¢do (destrui¢do de 4 log de
Numero Mais Provavel de esporos), mas nao teve
efeito quando os esporos estavam inoculados em
fatias de magas. A lavagem com 200 ppm de NaOCl
dificultou o crescimento de P. expansum em discos
de maga inoculados, mas ndo inibiu completamente
a producdo de patulina. A solugdo acido acética (2 a
5%) foi a substancia quimica mais eficiente contra
P expansum. Um tratamento de lavagem com 2%
de acido acético por 1 min foi suficiente para inibir
por completo o crescimento do fungo e subseqiiente
producdo de patulina em magds armazenadas
destinadas a producao de suco e sidra.

A produgdo de diferentes metabolitos de P.
expansum isolados de culturas de origem pura foi
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demonstrada por Andersen, Smedsgaard e Frisvad
(2004). Ao contaminar frutas e produtos de frutas,
o fungo produz substincias toxicas diferentes da
patulina. Enfocaram a atencao das legislagoes e das
indistrias alimenticias no problema relacionado
aos metabolitos de P. expansum. De acordo com
a literatura, este fungo pode produzir citrinina,
ocratoxina A, patulina, penitrem A, e rubratoxina B.
Neste estudo a produgdo qualitativa de metabolitos
foi examinada usando Cromatografia em Camada
Delgada (260 fungos), Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (85 fungos), e Espectrometria
de Massas (22 fungos). Os resultados mostraram
que nenhum dos 260 fungos isolados produziu
ocratoxina A, penitrem A ou rubratoxina B. Porém,
quetoglobosina A e comunesina B foram produzidos
constantemente por todos os fungos. Patulina e
roquefortina C foram produzidos por 98% dos
fungos isolados e descobertos expansolidas A/B e
citrinina em 91 e 85%, respectivamente.

Abrunhosa et al.
potencial micotoxigénico de fungos isolados de
uvas destinadas a produgdo de vinho de duas regides
vinho-produtoras de Portugal. Os fungos toxigénicos
isolados (51) foram identificados como Penicillium

(2001) determinaram o

expansum produtores de patulina e/ou citrinina,
as quais foram quantificadas por Cromatografia
em Camada Delgada, e nenhum fungo produtor
de ocratoxina foi encontrado. Quando os fungos
eram crescidos em Extrato de Levedura acrescido
de sacarose, favorecia a produgdo de citrinina (51
cepas) e desfavorecia a produgdo de patulina (20
cepas). Quando cultivaram os fungos em suco de
uva, 33 cepas produziram patulina enquanto citrinina
foi produzida por apenas uma das cepas. A presenga
de micotoxinas em vinhos de uva ¢ discutida. A
contaminacdo das uvas com patulina pareceu nao
contribuir para contamina¢ao do vinho. As uvas da
cultivar Douro apresentavam contaminagao por P,
expansum, mas as uvas da cultivar Vinho Verde nao
apresentavam tal contaminagdo. Isto se deu pela
resisténcia dos cultivares a fungos ou por sofrer
influéncia de fatores ambientais.

Tratamentos pos-colheita com fungicidas sdo
utilizados para reduzir as deterioragcdes do fruto,
como por exemplo, aaplicagdo do fungicida sintético
imazalil (Freshgard® e Fungaflor®) em magas
(NUNES et al., 2001), mas cepas de P. expansum
acabam desenvolvendo resisténcia (CONWAY et
al., 2004; JANISIEWICZ et al., 2003). Em vista
do interesse na ampliacdo da exportacdo de frutas
brasileiras, o controle na armazenagem se tornou
essencial para garantir a qualidade (IBRAF, 2008).
Os consumidores cada vez mais conscientes
vem impondo exigéncias quanto a necessidade
de produtos isentos de residuos de agrotoxicos
(CONWAY et al., 2004; WISNIEWSKI; WILSON,
1992).

Métodos alternativos sdo desenvolvidos para
o controle do bolor azul como a utilizacdo de
microrganismos antagénicos (COELHO et al.,
2007; LEVY et al., 2000) aplicacao de antibidticos
naturais (BATTA, 2004; SHOLBERG; BEDFORD;
STOKES, 2005), aplicagdo de produtos sanitizantes
(CONWAY et al., 2004).

Okull e Laborde (2004) deixaram esporos
de Penicillium expansum expostos a oxidagao
eletrolitica (19,0 A) para verificar essa influéncia
sobre a viabilidade desses esporos. O teste foi
realizado em uma suspensdo aquosa contendo o
fungo (10° esporos/mL) e em magas inoculadas
com os esporos (10° esporos) imersas em solugdo
de cloridrato de sodio (0,1%). Aplicada a forca
eletrolitica maxima e de 50%, diminuiu a populagdo
de esporos viaveis por 4 e 2 unidades logaritmicas,
respectivamente. A oxidacdo eletrolitica ndo
preveniu a formacdo posterior da lesdao na fruta
inoculada diretamente com P. expansum, porém,
ocorreu a formacgdo de uma lesdo menor quando
as magas foram armazenadas. Concluiram que a
oxidacdo eletrolitica ¢ uma potencial alternativa
como desinfetante, podendo substituir o cloro no
controle de infec¢des de macgds por P. expansum
durante o armazenamento e processamento das

frutas.
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Inicialmente as pesquisas para controle bioldgico

eram direcionadas aos metabodlitos bacterianos

que demonstravam perspectivas  promissoras
para restringir o uso de agrotoxicos quimicos
(SANHUEZA; KRETZCHMAR; BORSOI,

1992). Florianowicz (2001) mostrou a eficiéncia
da atividade antifingica de Bacillus megaterium,
Bacillus subtillis, Lactobacillus casei, L. delbrueckii
e L. lactis contra P. expansum. Nunes et al. (2001)
relataram excelente controle exercido por Pantoea
agglomerans (CPA-2)contraB. cinereae P. expansum
sob refrigeracdo, evidenciada pela reducdo de mais
de 80% na deterioragdo de péra (8,0 x 10 UFC/mL)
causada por P. expansum e Rhyzopus stolonifer (10°,
10*e 10° conidias/mL). Usall et al. (2001) obtiveram
resultados satisfatorios utilizando Candida sake
(cepa CPA-1)no biocontrole de doengas pos-colheita
causadas por P. expansum em magas, reduzindo a
incidéncia de frutas deterioradas em mais de 70%.
O tratamento de macas (cultivar Golden Delicious)
p6s-colheita com C. sake sob estocagem a frio em
duas estagdes (1994/5 e 1995/6) também resultou
no controle efetivo de P. expansum, com reducdo
de 80% no didmetro da lesdo e 50% na ocorréncia
das lesdes (TEIXIDO; USALL; VINAS, 1999). No
Brasil, Tavares (1996) obteve uma reducao de P.
expansum em até 80%, utilizando Bacillus subtillis
e B. thuringiensis, sendo o resultado obtido superior
ao controle quimico.

As leveduras e seus metabdlitos também
vém sendo estudados para utilizacdo no controle
bioldgico. Levy et al. (2000) analisaram o potencial
antagonico de 18 leveduras contra Penicillium
spp produtor de patulina, avaliando o potencial e
a estabilidade dos compostos ativos produzidos,
utilizando o sobrenadante do meio de leveduras para
realizacdo de antibiograma. Testes indicaram que o
sobrenadante de uma levedura #38 (Saccharomyces
cerevisiae comercial) apresentou maior halo e tempo
de inibicdo. Esta atividade mostrou perspectivas
para aplicacdo, porém, apds 7 dias o efeito
antagoénico diminuiu devido a baixa estabilidade do
composto responsavel pela inibigdo, restringindo

a aplicabilidade. Sob a forma de microrganismos
vivos, os autores abrem perspectivas para estender
ensaios com armazenagem a médio e longo prazo.

Em estudo realizado por Coelho (2005), do
total de 44 leveduras isoladas (16 de frutas, 10
de silagem de milho e 18 de formigueiro de
laboratorio), 5 apresentaram antagonismo perante
esporos de Penicillium expansum toxigénico (107
pg patulina/mL) em Agar Meio para Levedura,
associado a antibiose (producdo de substancia
extracelular), sendo Pichia ohmeri 158 e Candida
guilliermondii P3 as de maior atividade antagénica.
No antifungigrama em meio liquido (caldo MPL) o
sobrenadante do cultivo de Candida guilliermondii
(25°C/72 horas) inibiu 58,2% da germinagdo dos
esporos de Penicillium expansum, e Pichia ohmeri
(25°C/48 horas) inibiu o desenvolvimento de hifas
em 66,17%, sugerindo mecanismo associado ao
carater killer, uma vez que ambas as leveduras
foram positivas perante as linhagens padrdo
Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 e Pichia
kluyveri CAY-15.

Pesquisas mostraram que nem todos os produtos
de maca estdo livres de patulina (SHILIHA; ASKAR,
1999). Alimentos infantis como os purés de macas,
freqlientemente utilizados em papinhas de bebé,
podem apresentar elevada contaminacdo, o que se
torna mais preocupante pelo efeito correlato de dose
ingerida x peso corporal. Os produtos comerciais
obtidos a partir de ma¢ad com maior valor agregado
sdo os sucos clarificados e/ou reconstituidos e
os fermentados, base para sidras (BISSESSUR;
PERMAUL; ODHAYV, 2001).

A presenga de patulina em sucos de maca esta
relacionada a contaminacdo da matéria-prima
com fungos produtores da micotoxina e ¢ de
conhecimento técnico que o processo de clarificagdo
ndo diminui significativamente o conteudo de
patulina no suco, mas em pequena quantidade
(16%) (BISSESSUR; PERMAUL; ODHAV, 2001).
A temperatura empregada para pasteurizacao
ou para producdo de suco concentrado (80°C)
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acaba por degradar patulina, mas apenas num
percentual pouco significativo (20%). A utilizacao
de radiagdo diminui as concentra¢des da toxina
no suco de maca causando pequenas alteragdes na
coloragdo e nas concentragdes de acido ascorbico
(ZEGOTA; ZEGOTA; BACHMAN, 1988).
Pesquisas mostraram que os sucos clarificados e
reconstituidos brasileiros ndo apresentaram teores
de patulina preocupantes (SYLOS; RODRIGUES-
AMAYA, 1999), contendo niveis abaixo do maximo
recomendado pela Organizagdo Mundial da Satde
(OMS) de 50 pg/L, supostamente pela utilizagdo de
matéria-prima de boa qualidade.

Em 1999, pesquisadores de Sdo Paulo-Brasil
determinaram a incidéncia de patulina em frutas
e sucos de frutas comercializados em Campinas
utilizando-se de técnicas de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia com detector UV e estabelecendo
o limite de detec¢do de 5 pg/L com Cromatografia
em Camada Delgada para confirmagdo (SYLOS;
RODRIGUES-AMAYA, 1999). Dentre as 30
amostras testadas, compostas de sucos comerciais
adquiridos no mercado nacional, apenas em uma foi
detectada a presenca de patulina com a concentragao
de 17 pg/L. Os autores realizaram testes de
recuperacdo mediante metodologias de diversos
pesquisadores tendo obtido resultados diferentes
porém aceitaveis dada a pequena variabilidade
encontrada, e¢ levantam a hipdtese que a baixa
incidéncia de patulina possa estar relacionada a
sulfitagem dos sucos comerciais, permitido pela
legislacdo brasileira, mas nada foi feito para
confirmagdo. Utilizando a mesma metodologia para
deteccdo da toxina, Prado et al. (2000) verificaram
a incidéncia de patulina em 13 amostras de suco de
mac¢a comercializadas em Belo Horizonte, Minas
Gerais-Brasil, ¢ encontraram niveis detectaveis (10
pg/L) de patulina em apenas uma das amostras.

Na Italia, Beretta et al. (2000) analisaram 82
amostras de produtos da magd produzidos no pais,
concluindo que todas as amostras apresentaram boa
qualidade, estando com concentragdes de patulina
inferiores a 50 pg/L. Ritieni (2003) analisou trés

procedimentos de extragao de patulinautilizados para
suco de maga, sucos clarificados, alimento infantil e
vinagre de mag¢d comercializados na Italia. Relatou
que o método descrito por MacDonald et al. (2000),
o qual remove proteinas com sulfato de amonio sem
adi¢do de enzima, como sendo aquele que apresentou
melhor recuperacao, além de ser rapido e de baixo
custo. A solugdo clareada deste método também
pode ser analisada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia sem problemas. Dentre as amostras
analisadas, somente uma delas apresentou nivel
superior ao permitido (50 pg/L); esta amostra era o
puré de mac¢a organico com agente anti-microbiano
(metabissulfito de sodio) com uma concentragéo de
74,2 ng/L.

Lai, Fuh e Shih (2000) estudaram as condi¢des
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de
fase reversa em coluna de C,; com detecgdo UV
a 276 nm e avaliaram seu desempenho utilizando
Cromatografia Gasosa para confirmagio, visto que
a Espectrometria de Massas foi ineficiente para
confirmar baixas concentragdes. Ao utilizar um
volume de injecao de 50 pL, o limite de deteccao
calculado em suco de maga foi de aproximadamente
0,05 pg/L e o limite de quantificacdo de 15 pg/L,
abaixo de 20 pg/L como sugerido pela Association
of Official Analytical Chemists — AOAC (2000). As
taxas de recuperagdo atingidas foram satisfatorias,
variando de 93,1 a 96,6%. As analises mostraram
que das 105 amostras de sucos, 83,1% estavam
livres de patulina e 11,4% apresentaram pequenas
quantidades,
dos limites aceitdveis de no maximo 50 pg/L

encontrando-se, ainda, dentro

recomendado pela OMS.

Harwig et al. (1973) constataram alta ocorréncia
de P expansum aliada a presenca de patulina
em 46% das macds naturalmente deterioradas,
sob armazenagem sem refrigeracdo no Canada,
indicando aceleragdo na produ¢ao da toxina devido
a conservagdo inadequada. O mesmo ocorreu
com suco de mag¢d na Australia, onde 65% das
amostras  apresentaram-se  contaminadas por
patulina (WATKINS; FAZERAS; PALMER, 1990).
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United Kingdom (1999) e Brackett e Marth (1979)
detectaram acima de 50 pug/L e 10 a 350 ug/L de
patulina em 2,5 e 58% de amostras de sucos de
macd em Londres (Inglaterra) e Wisconsin (EUA),
respectivamente. De 100 amostras de suco de maga
analisadas para verifica¢do da incidéncia de patulina
na Espanha, 82 estavam contaminadas, sendo que
sete apresentaram niveis acima de 50 pug/L (PRIETA
et al,, 1994). A incidéncia de patulina também
foi observada por Burda (1992) em 23% das 328
amostras de suco analisadas entre 1989/1990 no
Reino Unido, com niveis da toxina entre 51 e 1130
ug/L em 73 amostras.

A contaminacdo com patulinaem 215 amostras de
suco concentrado de maga foi detectada na Turquia,
com valores variando de 7 a 376 pg/L (GOKMEN;
ACAR, 1998b). Lindroth e Niskanen (1978)
relataram a ocorréncia de patulina em 20% dos sucos
de maca industrializados e 40% nos sucos caseiros,
constatando-se no ultimo grupo concentragdes
maiores que 1000 pg/L, provavelmente devido
a condi¢des inadequadas de estocagem, aliada a
matéria-prima de baixa qualidade. Steiner, Werner e
Washutti (1999) demonstraram a presenga de niveis
altos de patulina (500-2500 pg/L) em sucos de
maga, quando processados com frutas deterioradas.
Boonzaaijer, Bobeldijk e Van Osenbruggen (2005)
avaliaram a presenca de patulina em 63 produtos
comerciais derivados de mag¢a comercializados na
Holanda e ndo encontraram niveis quantificaveis da
toxina na maioria das amostras, porém a amostra
de suco organico de maca apresentou a toxina. Em
uma pesquisa realizada em 42 amostras comerciais
de suco e 23 de suco concentrado de maca no Ira
em 2002, a patulina foi detectada em 33 e 56%,
respectivamente, com niveis superiores a 50 ug/L,
cujo valor maximo foi 285,3 pg/L (CHERAGHALI
et al., 2005).

Em estudo realizado por Jackson et al. (2003),
avaliou-se como as condi¢gdes de armazenamento
afetam os niveis de patulina. A patulina ndo
foi detectada em magas selecionadas, colhidas
diretamente das arvores e ndo pasteurizadas, mas foi

detectada, em altos niveis, em magas que tiveram
contato com o solo no momento da colheita, durante
seu armazenamento ou processamento e que também
ndo foram pasteurizadas. O mesmo foi observado no
concentrado desses dois tipos de magds armazenado
por 4 a 6 semanas em temperatura de 0 a 2°C.

Outra pesquisa foi desenvolvida a fim de avaliar
a producdo de patulina em magas nos cultivares
Gala e Fuji inoculados com P. expansum (NRRL
1172) e P. variabile isolado de macas. Para isso,
foram utilizadas temperaturas de armazenamento
empregadas na industria (0°C), de camara fria (4°C)
e temperatura ambiente (25°C) nos tempos de 15, 30,
60 ¢ 90 dias. A produgao de patulina ocorreu em todas
as combinag¢des de armazenagem, constatando que a
medida que se elevava a temperatura, era acelerado
o desenvolvimento dos fungos e a produgdo de
patulina. A 0°C o aparecimento de patulina s6 foi
detectado em 60 dias, a 4°C em 30 dias € a 25°C em
15 dias. As variagoes de pH ndo foram significativas
e a deterioracdo macroscopica aumentava conforme
o aparecimento de toxina. Os autores concluiram
que os riscos freqiientes de produgao de patulina nas
temperaturas de refrigerag@o indicam a necessidade
de melhor controle nos estidgios de colheita e
armazenagem de magas (ROSS et al., 1998).

Marin et al. (2006) avaliaram o grau de
contaminacdo por patulina em macas infectadas
com P expansum, armazenadas a temperatura
ambiente (20°C) por curtos periodos de tempo
(5 dias) e sua relagdo com a cultivar (Golden ou
Fuji), grau de maturacdo, tamanho das lesdes e
capacidade migratéria da toxina no tecido sadio.
Altas concentragdes de patulina foram encontradas
em macgads Golden, maduras e que apresentavam
lesdes maiores. A migragdo da toxina pelo tecido
sadio da fruta era maior quanto maior o tamanho
da lesdo, chegando a 4 cm quando apresentavam
grandes areas afetadas e de 2 cm em lesdes menores.
Entre 2 a 6% de patulina migrou para o tecido sadio,
estando mais concentrada no didmetro de 1,5 cm da
les@o. Os autores sugerem que a remog¢ao do tecido
afetado e tecido sadio proximo ¢ uma boa pratica
para prevencao de toxina em derivados de maga.
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Morales et al. (2007), avaliaram a producdo
de toxina por Penicillium expansum toxigénico
isolado de frutos em magds maduras cultivar
Golden, com e sem aplicagdo de fungicida (Folpet®,
tiabendazol e imazalil), durante armazenamento a
1°C por 6 semanas. Em nenhum fruto foi detectada
a presenca de toxina, indicando que a temperatura
de armazenamento inibiu a producdo de toxina
pelo microrganismo. Em adi¢do, mantiveram esses
frutos a temperatura de 20°C por 3 dias, simulando
a temperatura ¢ tempo de transporte. Neste caso,
observaram o aparecimento de lesdes significativas
com semelhante acimulo de patulina em todos os
frutos, indicando que o tratamento com fungicida
ndo alterou a produgéo de toxina pelo fungo.

Wilson ¢ Nuovo (1973) isolaram 60 cepas de P.
expansum produtoras de patulina em macas com
deterioragdo, mantidas sob armazenagem de 0°C.
Northolt, Van Egmond e Paulsch (1978) confirmaram
o fato, constatando o desenvolvimento e produgdo
de patulina em macas armazenadas a 1°C. Rychlik e
Schieberle (2001) avaliaram a capacidade migratdria
da toxina em magcas, encontrando concentragdes de
patulina em porg¢des de até 4cm de distancia da lesdo,
sendo essas com valor menor que 6 x 107 pg de
patulina/g de tecido sadio. Celli (2006) quantificou
a concentracdo de patulina em podriddes de maca,
bem como o tecido sadio ao redor da lesdo (1cm).
Encontrou patulina em todos os tecidos deteriorados
e sadios analisados, chegando a 115,65 ¢ 5,02ug de
patulina/g de tecido, respectivamente.

Martins et al. (2002), verificaram a ocorréncia
simultanea de patulina e citrinina, micotoxinas
produzidas principalmente por fungos Penicillium
sp. e Aspergilus sp., respectivamente, em 351
podridoes de maca dediferentes cultivares, utilizando
Cromatografia em Camada Delgada para detecgao e
quantifica¢@o. O nivel de deteccdo foi de 120-130
ng/kg para patulina e de 15-20 pg/kg para citrinina.
Do total de amostras, 68,6% estavam contaminadas
somente com patulina, 3,9% somente com citrinina
e 19,6% contaminadas com patulina e citrinina,

simultanecamente. A concentragdo de patulina

chegou a 80,50 mg/kg na cultivar Richared, ¢ a de
citrinina 0,92 mg/kg na cultivar Rome Beuaty, ndo
sendo encontradas concentragdes elevadas de ambas
em uma mesma amostra. Os autores concluiram
que magds que apresentam porcdes deterioradas
apresentam risco ao ser humano se consumidas,
como fruta ou suco de fruta, uma vez que podem
conter elevada concentragdo de patulina.

Uma verificagdo da possivel contaminac¢do por
patulina no aroma de magé, um destilado de interesse
comercial produzido durante a concentracdo de
suco, foi realizada por Kryger (2001). O autor
produziu um aroma de maga a partir de um suco
com elevada taxa de toxina (3420 ppb) e verificou
que nenhuma patulina foi encontrada no destilado.
Destacou, por outro lado, que ocorreu diminui¢ao
desta micotoxina presente no suco concentrado, mas
que essa diminuicao era decorrente do tratamento
térmico empregado, o que ja tinha sido relatado por
outros pesquisadores. As concentragdes de toxina
reduziram aproximadamente 33% num tratamento
térmico a 100°C por 3 horas sob vacuo. Das analises
realizadas em 4 amostras de aromas comerciais,
nenhuma apresentou niveis detectaveis de patulina.

Como a patulina é um parametro de qualidade
em sucos de magd, Kadakal, Nas e Ekinci (2004)
determinaram a presenca de ergosterol e patulina
em sucos contaminados para verificar se havia
alguma relacdo entre elas. Foram analisados sucos
produzidos a partir de macds sadias, ¢ a partir
de macas deterioradas apresentando 30%, 60%
e 100% da area contendo podriddo. Utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detector diodo array para quantificacdo de patulina
e de ergosterol, encontraram concentragdes
crescentes de ambos a medida em que aumentavam
as podridoes da matéria prima, variando de 1,9 a
861,0 pug de patulina/L (R=0,99) e de 0,7 a 111,0
mg de ergosterol/L (R=0,99). Ao correlacionar
todas as concentracdes de patulina e ergosterol,
encontraram um coeficiente de correlagdo linear
de 0,98. Concluiram que, assim como a patulina,
o ergosterol também pode ser utilizado como um
controle microbiologico em magas.
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Gokmen e Acar (1998a) investigaram a relagdo
entre a patulina ¢ o acido fumarico em 70 sucos
comerciais de mag¢a concentrados para determinar
se a presenca de acido fumarico ¢ decorrente
da atividade microbiologica da matéria-prima.
Tanto a patulina, micotoxina produzida em magas
principalmente por Penicillium expansum, como o
acido fumarico, formado a partir do acido malico
sintético adicionado no suco de mag¢da durante
a concentracdo do suco ou pelo crescimento de
Rhizopus spp, foram quantificados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia. Nenhuma correlagao
significante foi encontrada para as amostras com
niveis de patulina abaixo que 50 pg/L. As amostras
que continham niveis de 67 a 216 pg de patulina/L
tiveram um coeficiente de correlacdo ligeiramente
mais alto de 0,55. O coeficiente de correlacdo mais
significante (0,71) foi determinado quando todas
as 70 amostras eram correlacionadas. Este estudo
indicou que a presenca de &cido fumarico em suco
de magd ¢ devido a atividade microbioldgica da
matéria-prima, porém, o tratamento de calor aplicado
para concentragdo do suco, também propicia grande
aumento desses niveis.

Pesquisas
apresentam maiores niveis de patulina que magas
convencionais, sendo que essa maior contaminagao
se deve ao ndo tratamento com fungicidas, o que

apontam que macgds organicas

provavelmente resultou em maior incidéncia
de fungos toxigénicos e, conseqiientemente, de
patulina nessas frutas (MALMAURET et al., 2002;
PIEMONTESE; SOLFRIZZO; VISCONTI, 2005).
A Tabela 2 mostra a ocorréncia de patulina em sucos
de maca e derivados comercializados em alguns

paises.

Bebidas fermentadas ndo devem apresentar teores
detectaveis de patulina, uma vez que as leveduras
fermentativas degradam a toxina em condigdes
anaerobias. Em meio contendo patulina a levedura
¢ induzida a produzir composto(s) capaz(es) de
degradar a toxina. (LIPOWSKA et al., 1990;
STINSON et al., 1978). Sumbu, Thonart ¢ Bechet
(1983) mostraram que a degradagao de patulina por

leveduras esta associada a um mecanismo de defesa
do microrganismo e depende da sintese de proteinas,
uma vez que esta micotoxina ndo era degradada
quando adicionada simultanecamente com ciclo-
heximida, um inibidor de sintese protéica.

Drilleau e Bohoun (1973) analisaram 8 sidras
francesas e 5 sidras dos EUA, encontrando patulina
em 5 e 4 amostras, respectivamente. Visto os
processos utilizados, a contaminacdo apresentada
nestas sidras provém do uso de matéria-prima
com elevado grau de contaminagdo ou por alguma
modificacdo nas etapas de produgdo como longo
periodo entre a obtengdo do suco e o inicio da
fermentagdo, onde o crescimento flngico ¢ a
producdo de toxina continuam.

Em 2003 a Agéncia Britanica de Seguranca
Alimentar (FOOD STANDARDS AGENCY -
FSA, 2003) realizou um estudo em 100 amostras de
sidras comerciais, ndo encontrando concentrag¢des
detectaveis de patulina (limite de deteccao de 3
ug/L). Enfatiza que o processo fermentativo por
S. cerevisiae ¢ capaz de degradar de 93 a 99% da
toxina inicial.

Na industria, o uso de conservantes durante o
processamento de frutas se tornou uma necessidade
para garantir a saude dos consumidores por sua
capacidade de preservar a qualidade dos produtos
derivados (LEITAO, 1990). A agio do metabissulfito
¢ um fato comprovado, com vantagem na capacidade
de degradar a patulina (ROSS, 1995). Além da
degradagdo de patulina por compostos sulfurados,
promissores
alternativas com eventual utilidade, citando-se a
remocdo das partes deterioradas do fruto antes do
processamento, porém pouco viavel para as inddstrias
(CHERAGHALI et al., 2005; SYDENHAM et al.,
1995), adsorcao da toxina pelo uso de carvao ativado
(KADAKAL; NAS, 2002; LEGGOTT et al., 2001),
e desintoxicagdo biologica efetuada pela microbiota
presente no proprio fruto (HARWIG et al., 1973;
KARLOVSKY, 1999; ROSS, 1995; WALKER;
MCLEOD; HODGSON, 1995).

os estudos mencionam outras
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Tabela 2. Ocorréncia de patulina em sucos de maga e derivados em alguns paises.

n° de amostras  n° amostras Concentracao de

Pais analisadas positivas patulina (ug/L) Referéncia
Brasil 30 1 (3,5%) <17 Sylos e Rodrigues-Amaya (1999)
EUA 10 2 (20%) 80-110 Trucksess e Tang (1999)
Inglaterra 40 1(2,5%) > 50 United Kingdom (1999)
Brasil 13 1(7,5%) <10 Prado et al. (2000)
Italia 82 2 (2,5%) 0,68 — 1150 Beretta et al. (2000)
Turquia 482 162 (33,5%) 50-376 Gokmen e Acar (2000)
Africa do Sul 20 6 (30%) 5-45 Leggott e Shephard (2001)
Fernandez-Trevejo, Arias Verdés
Cuba 20 1(3%) <172 Sersa Esping)s; (2001b) ’
L. Fernandez-Trevejo, Arias Verdés,
Suécia 39 5(13%) 2-50 Sersa Esping)sa (2001b)
Turquia 45 27 (60%) 19,1 - 732,8 Yurdun, Omurtag e Ersoy (2001)
Bélgica 43 35 (81,5%) 0,7-17,3 Tangni et al. (2003)
Italia 21 5 (24%) 5,8-56,4 Ritieni (2003)
Japdo 76 15 (20%) 1,4 45,6 Ito et al. (2004)
Italia 67 28 (42%) 0.07 - 69.3 Piemontese, Solfrizzo e Visconti
(2005)
Ira 23 18 (78%) 15-149 Cheraghali et al. (2005)
Holanda 63 1(1,5%) <25 B"ngzgz’g ggg‘zlz‘gjoks’)va“
Brasil 27 3 (11%) 3-7 Tha e Sabino (2008)

Koca e Eksi (2005) investigaram o efeito da
temperatura de armazenamento sobre a reducdo de
patulina em sucos concentrados durante 6 meses,
mantidos a 22°C e a 30°C, contaminados com
toxina nas concentragdes de 64, 105 e 150 pg/L. Os
resultados demonstraram uma reducdo de patulina
tempo e temperatura dependentes. Apos 1 més de
armazenamento a 22°C a redugdo foi de 45 a 64%
e a 30°C, de 66-86%, sendo gradativo até o quarto
més, quando ndo encontraram teores detectaveis da
toxina.

Gokmen et al. (2001) analisaram os efeitos
da clarificacdo sobre a concentragdo de patulina,
compostos fenolicos e 4cidos organicos no suco
de magd. Os processos de clarificacdo empregados
utilizaram tratamento enzimatico para floculagado
seguidos de combinacdes de gelatina e bentonite,
carvao ativado, ultrafiltragdo, resina adsorvente e/

ou polivinilpolipirrolidona (PVPP). A clarificagdo
convencional que utiliza gelatina, bentonita e carvao
ativado demonstrou ser a mais eficaz na redugdo de
patulina (40,9%), porém, esta técnica causou uma
diminui¢do significante na intensidade da cor e de
compostos fenolicos no suco, afetando diretamente
os padrdes de identidade. A clarificagdo empregando
ultrafiltragdo seguida de tratamento com resina
adsorvente também resultaram na diminui¢do
notéavel de patulina (11,0%), trazendo melhorias na
cor e transparéncia do suco. O PVPP ndo apresentou
nenhum efeito sobre os teores de patulina, mas
removeu drasticamente a concentragdo de fendis.
A composicao de acidos organicos nao foi afetada
pelas técnicas empregadas.

O carvdo ativado, por suas propriedades
adsorventes, foi usado para reduzir os niveis de
patulina em suco de magd, porém, sabe-se que a
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aparéncia e o sabor do suco podem ser afetados pelo
tratamento (HUEBNER et al., 2000; KADAKAL;
NAS, 2002; LEGGOTT et al., 2001).

A cinética de adsor¢do da patulina em carvao
ativado, energia de ativagdo e calor de adsorgdo foi
avaliado por Mutlu, Hizarcioglu ¢ Gokmen (1997).
Os pesquisadores estabeleceram uma aproximacao
para investigar o mecanismo de adsor¢do em carvdo
ativado de um grupo de substincias quimicas
importantes nos sucos de fruta, selecionando a
patulina como a substancia quimica modelo. A
cinética de sua adsor¢do em carvao ativado era
determinada por curvas isotérmicas de adsor¢do de
equilibrio a qual variou de 20 a 80°C e concentragdes
de patulina de 100 a 400 ppb. Constantes da taxa
de adsor¢do aparentes (Kaapp) foram alterados
de 1,07x10°* para 1,86x10%/g.min enquanto a
temperatura aumentava. Para as curvas de adsorgado
de equilibrio, foi empregado o modelo de Langmuir
e parametros ajustados (K e Q°) foram obtidos
para diferentes temperaturas. Energia de ativacgio
e calor de adsorcdo era determinada em sistema
de adsorcdo do grupo (Ea = 2,02 kcal/mol e AH =
2,24 kcal/mol). Concluiram que a adsor¢do ocorreu
endotermicamente através de mecanismos fisicos, a
dependéncia de temperatura na cinética de adsor¢ao
foi descrita pelo modelo de Langmuir na férmula de
Arrhenius e o calor estavel da patulina no processo
em grupo foi reduzido ao minimo.

Um material constituido de particulas de carvao
ativado ligado a graos de quartzo foi desenvolvido e
caracterizado por Huebner et al. (2000) para remover
a patulina em solucdo aquosa. Para confirmar a
eficiéncia do material desenvolvido utilizaram um
micro invertebrado aquatico (Hydra attenuata) que
possui baixa tolerancia a toxinas. Sua sensibilidade
a torna ideal para avaliar a toxicidade de diversos
compostos quimicos, como a patulina. Os resultados
indicaram que o material estudado reduz em até 76%
o nivel de patulina em suco de maga naturalmente
contaminado.

Trés tipos diferentes de carvao ativado (NORIT
SA 4, NORIT SX 4 e NORIT CA 1) tiveram seu

potencial avaliado na redugdo de patulina em suco
concentrado de maca, provendo uma desintoxicagao
de sucos com niveis elevados da toxina. Os
tratamentos foram realizados em sucos com 12°Brix
e 120ng de patulina/mL e outro com 20°Brix e 160ng
de patulina/mL, utilizando diferentes dosagens de
carvao e temperaturas para verificar sua influéncia.
O carvao NORIT SA 4 e o NORIT SX 4 exibiram
curvas isotérmicas de adsor¢do semelhantes numa
dosagemde 1 g/L. Eles alcangaram reducdes de 80%
e 70% de patulina, respectivamente, em 12°Brix e
a 55°C. A semelhanca em desempenho entre eles
(carvao-vapor ativado) indicou que a pureza e a
acidez de superficie ndo influenciam a adsorc¢io de
patulina. O carvdo quimicamente-ativado (NORIT
CA 1) era menos efetivo na remogéo de patulina,
reduzindo 45% da concentracdo inicial numa dose
de 1 g/L. A remogdo da patulina foi influenciada
pelo Brix do suco, sendo que em Brix mais elevados
a dose de carvao ativado requerido para remocao
equivalente era maior. Numa dose de 1 g/L, NORIT
SA 4 removeu 45% da patulina em suco com
20°Brix, enquanto a mesma dose removeu 80%
da patulina em suco com 12°Brix. A remocao de
patulina dos sucos por NORIT SA 4 (dose 1g/L) ndo
foi influenciada pelas mudancas de temperatura entre
30 a 65°C. Em conclusio, o carvio ativado NORIT
SA 4 provou ser o tratamento mais efetivo para a
reducdo das concentra¢des de patulina em suco de
maga utilizando menores dosagens (LEGGOTT et
al., 2001).

O efeito da quantidade e do tempo de contato
do carvao ativado sobre a concentracao de patulina
em suco de maga foi estudado por Kadakal e Nas
(2002). O melhor resultado foi obtido quando
utilizaram 3 gramas de carvao ativado por litro de
suco com tempo de contato de 5 minutos, obtendo
reducdo na concentragdo de micotoxina de 62,2 para
30,8 png/kg.

Karlovsky (1999)
de patulina por leveduras durante os processos
fermentativos. Harwig et al. (1973) eliminaram a
patulinasubmetendo o sucodemaga a fermentagao de

citou a desintoxicacdo
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duas semanas por Saccharomyces spp. As leveduras
destinadas a fabricacdo de sidras, constituidas de S.
cerevisiae industriais, removeram eficientemente a
patulina (BURROUGHS, 1977).

Stinson, Osman ¢ Bills analisaram em 1979, a
solubilidade dos produtos da degradagao da patulina
ocasionado pelo processo fermentativo utilizando
para isto, toxina marcada com "“C. Encontraram
pelo menos 6 diferentes produtos que migraram
durante a Cromatografia em Camada Delgada além
de um componente majoritario, imovel. Relataram
também a formagdo de pequena quantidade de CO,
a partir da patulina.

Diferente de Stinson, Osman e Bills (1979)
que haviam relatado a formagdo de CO,, Moss
e Long (2002) verificam que ndo ha formacao de

O

CH,0OH CH,0OH

(E)-ascladiol

0
HOH,C ‘
\\,,;::/ ::::;/

componentes gasosos pela degradagdo de patulina.
Ao utilizar a toxina marcada com '“C, estes Gltimos
tinham como objetivo a caracterizacdo melhor
definida das condi¢des sob as quais S. cerevisiae
a degrada e a identificagdo dos principais produtos
da degradacgdo. Todos os carbonos da molécula de
patulina marcados foram rastreados nos produtos
formados e concluiram que a sua degradacdo so
ocorre quando o crescimento € anaerobio, separando
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia um dos
principais componentes formados, o (E)-ascladiol
(Figura 03). Relataram tracos de (Z)-ascladiol
¢ outros componentes ndo caracterizados com
pesos moleculares inferiores, sendo que nenhum
desses compostos era gasoso nem apresentaram
volatilidade.

CH;OH

(Z)-ascladiol

Figura 3. Produtos da degradacao da patulina (MOSS; LONG, 2002).

Stinson et al. (1978) projetaram um estudo
para avaliar a persisténcia de patulina em suco de
macad durante a fermentagdo utilizando para isto,
oito cepas de leveduras comerciais e trés diferentes
processos para producdo de sidra utilizados nos
EUA, o Noroeste do Pacifico, que utiliza a adigao de
agUcar para dar inicio a fermentacao, o da California
que recebe adi¢do de agucar em duas etapas da
fermentacdo e o Tradicional, sem adi¢do de agucar
confiando na presenca de agucar do proprio suco.
Somente duas cepas, pelo processo Tradicional,
ndo foram capazes de remover patulina a um nivel

inferior a 50 pg/L. Visto que este tltimo processo
ndo ¢ utilizado por inddstrias, suspeita-se que a
contaminacdo apresentada em sidras comerciais se
da por alguma modificagdo nas etapas de producao,
como a diminui¢do do tempo de fermentagdo ou a
adicdo de suco contaminado no fermentado.

Lipowska et al. (1990) examinaram a variagao
na concentrac¢do de patulina durante a produgdo de
vinho de mag4, utilizando 12 mostos com presenca
de patulina. Apoés o término da fermentagdo a
patulina ndo estava presente e foi encontrado que
0 tempo necessario para seu desaparecimento ¢
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curto, chegando a 48 horas do inicio da fermentagao
alcodlica. Avaliaram também a influéncia da
sulfitagem do suco de maga destinado a fermentacao,
mostrando que SO, conduz a uma eliminagdo de
patulina no mosto, o que condiz com os achados de

Sylos e Rodrigues-Amaya (1999).

Sumbu, Thonart ¢ Bechet (1983) estudaram a
acdo da patulina sobre S. cerevisiae (cepa codificada
como 1278b[a]) verificando a existéncia de inibi¢ao
do crescimento da levedura embora passageira, cuja
durag@o € proporcional a concentragdo da toxina no
meio. Demonstraram que existem dois momentos na
acdo da patulina em células de levedura: primeiro,
a agdo da toxina no metabolismo da levedura e a
inibicdo subseqiiente de crescimento e, segundo, a
retomada de crescimento indicando o aparecimento
de um mecanismo de resisténcia provavelmente
associado com o desaparecimento da micotoxina
durante o processo fermentativo. Também
observaram que a degradagdo de patulina por
leveduras esta associada a outro fator, um mecanismo
de defesa do microrganismo e dependente da sintese
de proteinas, uma vez que esta micotoxina ndo era
degradada quando adicionada simultaneamente
com cicloheximida, um inibidor de sintese protéica,
mas ndo foi concluido se essa proteina atua
diretamente sobre a toxina ou se permite a sintese
de uma substancia responsavel pela degradagdo. Da
mesma forma, Celli (2006) verificou a degradacao
desta toxina em suco de maga pelo crescimento de
Saccharomyces cerevisiae (LALVIN ICV DA47).
Ao cultivar a levedura em meio contendo 7ug de
patulina/mL, observou que nas primeiras 19,5
horas, ndo houve degradacao. Apos esse periodo ela
passou a ser eliminada, com velocidade de 0,078

pg/mL.h.

Ao considerar o efeito antagonico e degradador
de Pichiamembranifaciens e Sporobolomyces roseus
na degradacdo de 588,4 para 290,0 pg de patulina
(25°C/15 dias) em estudos preliminares (COELHO
etal.,2004; LEVY etal., 2002), Coelho et al. (2007)
avaliaram o efeito degradador de Pichia ohmeri 158
isolada de ecossistema natural (formigueiro) sobre

toxina produzida por P. expansum toxigénico (107
ug/mL). Para tanto, foi adicionado simultaneamente
223 ug de patulina e 3,0 x 10° células de P. ohmeri
158 em 25 mL de Caldo Extrato de Malte, seguido
de quantificacdo aos 2, 5, 10 e 15 dias de incubagdo a
25°C por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
A levedura diminuiu mais de 99%
inicialmente adicionada apo6s 15 dias de incubagao.

da toxina

Desde a descoberta de patulina, diferentes
métodos vem sendo desenvolvidos com intuito de
tornar a analise mais rapida e aumentar os niveis
de detecgdo e quantificacio (MOAKE; PADILLA-
ZAKOUR; WOROBO, 2005). Atualmente, os
métodos mais utilizados para quantificar patulina
em produtos de fruta sdo baseados na separagdo da
toxina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
com detector UV. Este é o método oficial adotado
pela AOAC para suco de macad (método 995.10)
(AOAC, 2000) com um limite de quantificagdo de
5 ng/L. Neste método o suco é extraido 3 vezes
com acetato de etila, seguidos de desidratagdo com
sulfato de so6dio. O solvente ¢ evaporado sob fluxo
de nitrogénio gasoso a 40°C e o residuo devera ser
dissolvido em acetonitrila:agua (10:90) no momento
da analise em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia. A Cromatografia Liquida utiliza coluna
C18 de fase reversa (5 um, 250 x 4,6 mm) e detector
UV fixado em 276nm. O sistema ¢ isocratico, com
fluxo de a 1 mL/min e fase movel acetonitrila:dgua
(5:95). Utilizando esta técnica, Ferndndez-Trevejo,
Verdes e Espinosa (2001a) fizeram uma curva
de calibragdo para validagdo da metodologia de
detecc¢do de patulina em sucos de magds e obtiveram
acurvay = 1952,5x + 1673,5 com um coeficiente de
correlagdo 0,9991. O limite de detecgdo foi 1,7 ug/L
e o de quantificacdo, de 5,2 pg/L. O valor médio
da recuperagdo de patulina obtido por esses autores
foi de 82,5%, a partir de niveis de contaminagdo de
0,020, 0,050 € 0,100 pg/mL.

Sheu e Shyu (1999) desenvolveram uma técnica
para extragdo de patulina de suco de maca, a qual
utilizava dialise combinada com derivatizagdo e
acilagdo seguida de confirmagdo por Cromatografia
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Gasosa ¢ Massas. As
amostras de suco de maga adicionadas de 4-N,N-
dimetilaminopiridina

Espectrometria  de
eram dialisadas usando
cloreto de metano e anidrido acético nos tubos de
dialise. A patulina era derivatizada em seu acetato
e determinada utilizando Cromatografia Gasosa e
Espectrometria de Massas com o ion seletivo para
monitorar a concentracdo. A curva de calibracao
apresentou linearidade entre 10 e 250 pug /L, ¢ o
limite de quantificacdo era 10 pug/L. Os niveis da
toxina em sucos comerciais variaram de 0 a 107,2
pg/L com 77-109% de recuperagdo. Em 7 amostras
das 10 analisadas, foi encontrada a presenga de
patulina. A técnica que combina extracdo de patulina
por dialise e acilagdo demonstrou grande potencial
podendo ser utilizada para extragdo de compostos
em meio aquoso que necessitem derivatizagdo antes
da determinagao.

Sewram et al. (2000) desenvolveram outro
método para determinacdo de patulina, o qual
empregou Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
— Espectrometria de Massas — Espectrometria de
Massas com monitoramento selecionado de reagdo
(SMR — selected reaction monitoring) utilizando a
pressdo atmosférica e moléculas ionizadas (APCI
— atmospheric pressure chemical ionization) como
ions positivos e negativos. Este método que tem
como principio a indu¢do da dissociagao por colisdo
(CID) apresentou um coeficiente de correlagdo de
0,99 quando comparado aos resultados encontrados
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
demonstrando sua aplicabilidade como uma nova
ferramenta para analise de patulina em suco de
mac¢d, mesmo em baixas concentracdes, uma vez
que quantificaram concentragdes de 4pg/L.

Gokmen e Acar (1999) descrevem um método
simultdneoparadeterminagdodehidroximetilfurfural
(HMF) e patulina em sucos de maga. A toxina ¢é
extraida com acetato de etila, passando por coluna
de clarificacdo (silica mais carbonato de sddio)
para remocdo de interferentes e da umidade. A
determinacdo era realizada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia de fase reversa usando

coluna C18 e detector diodo. A fase movel utilizada
era acetonitrila — agua (99:1, v/v) e fluxo de 1,0 mL/
min. A taxa de recuperagdo do HMF variou de 86%
a 100%, obtendo média de 94%, ¢ a da patulina
variou de 94% a 125% com média de 103%. Os
limites de detecgdo eram menor que 0,01mg/L para
HMF e menor que 5 pg/L para patulina.

No ano seguinte, Shephard e Leggott (2000),
revisam métodos para
determinacdo de patulina em fruta e sucos de fruta.

analiticos disponiveis
Dentre eles estdo Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com detector UV e com detector diodo,
Cromatografia Gasosa ¢ Cromatografia em Camada
Delgada. O método de escolha foi o de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia por ser mais rapido e
seguro, podendo ser aplicado a diversas amostras.
Os autores apontam que futuramente métodos
mais sensiveis serdo necessarios para confirmacao
de niveis mais baixos de patulina, os quais serdo,
provavelmente, utilizando Espectrometria de Massas
e ao desenvolvimento de anticorpos patulina-
especificos. Moake, Padilla-Zakour ¢ Worobo
(2005) complementaram as conclusdes de Shephard
e Leggott (2000), que ha anos ndo existem novos
métodos para quantificacdo da toxina, sendo que
os ja existentes exigem operadores treinados para
manusear materiais e equipamentos, sugerindo que
o desenvolvimento de um método rapido e “caseiroO
seria extremamente benéfico para a indistria.

Em 2005, Bobeldijk e Van
Osenbruggen (2005) desenvolveram um método

Boonzaaijer,

analitico seguro para determinacgdo e quantificagdo
de patulina utilizando técnicas convencionais,
disponivel a maioria dos laboratorios. O método que
utiliza Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detector diodo, ¢ aplicavel a sucos de maca e outros
produtos mais solidos. A separagdo da micotoxina
se deu pela adigdo de hidroximetilfurfural (HMF),
obtendo limite de quantificacdo de 25ug/L ou 25ug/
kg e um grau de recuperag@o de 87% para sucos de
macgad. Os pesquisadores afirmam que este método
tem sensibilidade para ser utilizado no controle de
qualidade, uma vez que a Unido Européia estabelece
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um maximo de 50pg de patulina/L, porém, ndo
pode ser utilizada para alimentos infantis, no qual é
permitido um maximo de 10ug de patulina/L.

Silvaa, Schuch e Jabolnski (2007) descreveram
um método rapido para separacao e identificacao de
5-hidroximetilfurfural (HMF) e patulina em sucos
de macd através de Cromatografia Eletrocinética
Capilar Micelar, empregando sulfato de dodecil
sodio (SDS) como surfactante. A separacao foi feita
usando o Instrumento de Eletroforese Capilar 3D
(Hewlett-Packard-Stras-se  8,D-76337) equipado
com detector UV. Nas condi¢bes otimizadas
(tampao SDS:borato 50:50), encontraram melhor
efeito na resolugdo do analito e no seu tempo de
migragdo quando era aplicada a voltagem de 9Kv.
Obtiveram boa separacdo na linha de base entre o
HMF e a patulina e limites de deteccdo de 30 ug/L e
9 ug/L, respectivamente, mostrando ser um método
util para um amplo intervalo de concentracdo de
HMF e de patulina em sucos de maga, sem nenhuma
desvantagem em relacdo ao método oficial.

Consideracoes finais

Apesar dos  estudos  ndo
conclusivamente os efeitos da patulina na saude
humana, ha pouca davida a respeito do potencial
perigo inerente a contaminagdo de alimentos
pela toxina. Apds pesquisas bastante elucidativas
com relagdo a natureza quimica e bioldgica da
patulina, fez-se avangos nos métodos de deteccao
e quantificagdo, criando maiores possibilidades
de medidas de controle inteiramente eficazes. A
contaminac¢do de alimentos com patulina ainda ¢

percebida em alimentos industrializados, assim,

provarem

novas pesquisas devem continuar direcionando sua
atengdo para alimentos contaminados com a toxina.
O aperfeicoamento de técnicas de remocao e de
degradacdo de patulina em alimentos contaminados,
preservando sua qualidade e valores nutricionais, &
de interesse para a seguranca alimentar.
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