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RESUMO

Validacdo de Método e Estudo de Ocorréncia de Patulina em Frutas

de Clima Temperado

Muriele Mateus do Pinho
Prof. Dr. Eliana Badiale Furlong

As frutas frescas sdo susceptiveis a danos fisicos, quimicos e biol6gicos motivando a
regulamentacdes comerciais rigidas quanto aos aspectos sanitarios e fitossanitarios da
producédo, o que acaba limitando a participacdo do Brasil no mercado internacional. O
ataque de agentes patogénicos, com destaque para os fungos toxigénicos que além da
degradacédo do tecido vegetal, podem produzir substancias toxicas, as micotoxinas. As
micotoxinas sdo produzidas apés a contaminacdo do material pelo fungo sob situacdes
de estresse, decorrentes de condicbes ambientais, da composicdo e mecanismos de
defesa do vegetal e de danos fisicos da fruta. Os fungos do género Penicillium, da
espécie P. expansum, cujo alvo preferencial sdo frutas ricas em acucares redutores
como a maca e outras de clima temperado, sdo produtores de patulina, que afeta
principalmente o figado e o sistema urinario de humanos e animais. Neste trabalho
foram avaliados métodos de extracdo e deteccao de patulina em macas e péssegos
produzidos no Sul do Brasil. A composi¢do quimica das frutas também foi determinada,
visando relaciona-la com os niveis de contaminacdo. Foram estudados os métodos
MSPD, QUEChERS e da A.O.A.C, que foi escolhido ap6s modificacbes. Foram
avaliados os indicativos de mérito como o LOQm (0,5 ug kg™) e a recuperacéo (87%).
O método validado foi aplicado a levantamento de ocorréncia da PAT em amostras de
maca e péssego, dos quais foram determinados a composi¢cao centesimal e o teor de
compostos fendlicos livres. Nas amostras analisadas de macé (Gala, Golden delicious,
Argentina e Fuji) os maiores teores foram encontrados nas amostras de variedade
Golden (173 upg kg?'), seguido pela Argentina (59 e 75 pg kg™). Os péssegos
analisados (Molar e Amarelo) ndo apresentaram contaminacdo por PAT. Quanto a
composicdo quimica ndo houve diferengca marcante entre os componentes maiores das
variedades analisadas. As macas Gala foram as mais ricas em compostos fendlicos
livres. Avaliando a distribuicdo da patulina na polpa e no suco das macgas e péssegos
contaminados artificialmente ficou demonstrado que na fracdo aquosa os teores de
patulina foram menores que no residuo solido, enquanto o inverso foi verificado em
péssegos.

Palavras - chave: patulina; maca; péssego; A.O.A.C; HPLC-UV



ABSTRACT

Methods validation and occurrence study of Patulin in temperated

weather Fruit.

Muriele Mateus do Pinho
Prof. Dr. Eliana Badiale Furlong

Fresh fruit are susceptible to physical, chemical and biological damages, thus, the need
for strict sanitary and phytosanitary commercial laws arises. This limits Brazilian
participation in foreign markets. Fruit products contamination with pathogens, specially
with toxigenic fungi, may lead to not only the degradation of the vegetal tissue, but also
to the production of toxic compounds, in the highlighted case, mycotoxins. Mycotoxins
are produced after contamination by the fungi and under stressful conditions. Adverse
conditon may develop from unfavorable environmental conditions, defense
mechanisms from the fruit organism and the compounds generated from it and from
physical damage. Fungi from the gender Penicillium and species P. expansum are
patulin producers. Their preferable target are reducing sugars rich fruits, such as apples
and other temperated climate fruits. The patulin toxin affects the human and animal liver
and urinary tract. In this work, patulin extraction and dection methods were evaluated
for apples and peaches produced in southern Brazil. The fruits chemical composition
was determinate in order to correlate it with contamination levels. The methods MSPD,
QUECHhERS and AOAC were studied and the last chosen after modifications. The merits
figures evaluated were the LOQm (0, 5 ug kg™) and recuperation percent (87%). The
AOAC methods adapted and validated was applied to a survey PAT occurrence in
apple and peach samples, where the centesimal composition and the free phenolic
compounds were determined. In the analysed apple samples (Gala, Golden delicious,
Argentina and Fuji) the highest toxin levels were found in the Golden delicious variety
(173 ug kg'). The analyzed peache samples (Molar and Amarelo) were not
contaminated with patulin. Regarding the chemical composition, there were outstanding
differences among the analyzed samples._Gala variety apples are richer in free phenolic
compounds. The patulin distribution in polp and juice from apples artificially
contaminated demonstrated higher concentrations in the solid residue than in the
aqueous portion. However, in the artificially contaminated peaches, the concentration
behavior was the opposite.

Key words: patulin; apple; peach; A.O.A.C; HPLC-UV



1. INTRODUCAO

A agricultura brasileira € uma das bases da economia, devido a producdo de
cereais, oleaginosas, hortalicas, frutas e seus derivados para consumo interno e para a
exportacdo. A grande extensdo territorial, diversidade climética e a riqueza no solo,
propiciam condi¢des para diferentes cultivos, de frutas tropicais, subtropicais (Sudeste,
Norte e Nordeste) e temperadas (Regido Sul e Sudeste) (IBRAF, 2011).

O Brasil, depois da China e da india, é o terceiro maior produtor de frutas do
mundo atingindo valores anuais de 41 milhdes de toneladas, portanto uma atividade
agricola importante para o pais (SEAB, 2010). No entanto, a porcentagem da producéo
nacional se destina ao consumo interno, pois o pais ocupa 152 posicao no ranking dos
maiores exportadores. Manga, mac¢a, uva, mamao, banana e limdo se destacaram
como os frutos mais exportados, com destaque para o crescimento do consumo das

frutas tropicais e subtropicais no mercado internacional (FRESH PLAZA, 2009).

As frutas frescas sdo suscetiveis a danos fisicos, quimicos e biolégicos o que

leva a regulamentacdes comerciais rigidas quanto aos aspectos sanitarios e
fitossanitarios da producdo, o que também acaba limitando a participacdo do Brasil no
mercado internacional, especialmente pela falta de condicbes adequadas para

armazenamento e distribuicao (MAPA, 2008).

Entre os danos que podem afetar o valor comercial e nutricional das frutas esta o
ataque de agentes patogénicos que causam a deterioracdo e resultam em danos a
aparéncia da fruta fresca. Os fungos estéo entre os patdgenos que atacam as frutas e
se forem toxigénicos podem produzir compostos téxicos denominados micotoxinas.
Estas se ingeridas podem causar danos crénicos e agudos a salde de humanos ou
animais (WOROBO et al., 2005).

Os efeitos agudos das micotoxinas sao caracterizados por vomitos, diarreia,
hemorragias e distUrbios gastrointestinais comuns a muitos contaminantes (HUSSEIN e

BRASSEL, 2001). Os sintomas crénicos se caracterizam por danos ao sistema



nervoso, imunolégico, renal até efeito carcinogénico, que dificilmente podem ser

associados a um composto especifico de forma clara (RICHARD, 2007).

Os fungos produtores de micotoxinas sao encontrados nas mais diversas
regibes do pais e podem se desenvolver nos mais diversificados substratos sob
condicbes de umidade, temperatura e pH proprios de cada espécie. Estas condicbes
Otimas para o desenvolvimento fungico podem ocorrer no campo, durante ou apos a
colheita, no armazenamento, especialmente se estas operacdes propiciarem danos
fisicos nos tecidos vegetais tornando-os mais vulneraveis ao patégeno (SWEENEY e
DOBSON, 1998).

Durante o armazenamento, os géneros Aspergillus e Penicillium sdo os mais
provaveis de se instalarem nas frutas, enquanto que os do género Fusarium podem
infectar as plantas no campo, pois sao fitopatégenos (SWEENEY e DOBSON, 1998).
Cerca de trezentas estruturas quimicas toxicas produzidas por fungos ja foram isoladas
e identificadas. As mais conhecidas, devido ao seu comprovado poder toxigénico e sua
larga distribuicdo em diversos tipos de substratos sd@o classificadas nas familias
guimicas das aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas, ergot, tricotecenos, zearalenona,
citrinina e patulina, dentre outras. (PITTET, 1998; BENNETT et al, 2003; PATERSON et
al., 2004; BLANC et al., 2005).

Cabe salientar que as espécies fungicas possuem substratos preferenciais para
se desenvolverem assim o género Penicillium tem as frutas como alvo e neste estéo
espécies toxigénicas produtoras de ocratoxina A e patulina. A primeira frequentemente
encontrada em uvas e a outra em macas (SWEENEY e DOBSON, 1998). A patulina
vem sendo empregada como indicador de qualidade nos produtos e derivados de
maga, pois a presenca delas sugere que previamente os frutos foram contaminados
com fungos dos géneros Penicillium, Aspergillus ou Byssochamys spp (CELLI, 2009).

A espécie fangica produtora de patulina é denominada Penicillium expansum,
cujo substrato preferencial sdo as macas que também proporcionam as melhores
condicbes para a manifestacdo do potencial toxigénico do fungo. Além da maca, o
P.expansum € encontrado em cerejas, péssegos, uvas e péras (JIMINEZ et al., 1991;
PRIETA et al., 1994; LEGGOTT e SHEPHARD, 2001; DEMIRCI et al., 2003; RITIENI,



2003), mas ainda assim sdo poucas as informacdes sobre a ocorréncia de patulina
nestas frutas. Uma das possibilidades para esta susceptibilidade das macéds a
producdo da micotoxina pelo fungo pode estar relacionada a prépria composicao
guimica que promove condi¢cdes de estresse ao micro-organismo e consequente
manifestacao do seu potencial toxigénico (JELINEK e HARSINGTON, 1989; MOAKE et
al., 2005).

Estudos sdo realizados em diversos paises com a intencdo de desenvolver
métodos validados e eficazes na detec¢éo e quantificacdo da micotoxina patulina. Uma
técnica muito utilizada na determinacdo de patulina € a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC - do inglés High Performance Liquid Chromatography), com deteccéo
por ultravioleta (UV) ou fotodiodos (DAD - do inglés diode array detector), além da
cromatografia gasosa (GC - do inglés Gas Chromatography) a eletroforese capilar (CE
- do inglés Capilar Eletroforese ) e da cromatografia em camada delgada (TLC - do
inglés Thin Layer Crhomatography) (GOKMEN, 1999 e GOKMEN, 2005).

No Brasil apesar da expansédo do cultivo de magas e de outras frutas de clima
temperado e tropical sdo poucos os dados sobre a situagcdo micotoxicolégica delas,
apesar deste ser um aspecto importante para a seguranca de consumo interno e
competitividade internacional. Dentre as causas para esta escassez de informagdes
esta a inexisténcia de legislacdo para esta micotoxina antes de 2012, além da propria
dificuldade da determinacéo analitica, caracteristica das propriedades quimicas dela e

das matrizes ricas em compostos interferentes.

Sendo assim, este estudo propds a validacdo de um método analitico confiavel
para propiciar a verificacdo da incidéncia da micotoxina patulina em frutas sazonais
produzidas na regido sul do Brasil, tendo em vista contribuir para a estimativa do risco
de ocorréncia dela em frutas disponiveis para consumo in natura, associando a
composicdo fisico-quimica das frutas, visando associa-la a contaminacdo

micotoxicologica.



2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Adaptar e validar método para determinar a ocorréncia de patulina em

variedades de macas e péssegos produzidos no Sul do Brasil.

2.2.0bjetivos Especificos

v' Comparar técnicas para extracao de patulina de macas (Malus domestica);

v' Validar método para determinar a patulina e aplica-lo a verificacdo de
ocorréncia em macas e péssegos (Prunus persica) in natura,

v' Avaliar a composicdo quimica de quatro variedades de maca;

v Verificar a distribuicdo da patulina durante as operacdes de obtencdo de

suco e polpa de macéas e péssegos.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Micotoxinas

As toxinas produzidas por fungos toxigénicos ganharam importancia como
contaminantes da alimentagdo humana e animal desde o acontecimento ocorrido na
Inglaterra, no inicio da década de 60, quando mais de 100 mil perus morreram apos
ingerirem torta de amendoim. Este surto recebeu o nome de Doenga “X” dos Perus,
sendo mais tarde verificado que a causa era a presenca de aflatoxina em um de seus
ingredientes da racdo, a torta de amendoim proveniente do Brasil (ASPLIN e
CARNAGHAN, 1961). Diante desse fato, o interesse sobre as micotoxinas se tornou
mais evidente no meio académico e comercial, implementando a exploragéo do tema e
0 estabelecimento de legislacdo para evitar os danos decorrentes do consumo delas
por humanos e animais.

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos toxigénicos
gue manifestam o seu potencial quando submetidos a condi¢cdes de estresse bibtico e
abiotico, tais como condi¢des climéticas, susceptibilidade do hospedeiro e intensidade
da contaminacdo fungica. Estes metabdlitos sdo moléculas relativamente pequenas
gue apresentam uma grande diversidade estrutural e variados efeitos bioldgicos em
outros organismos (Tabela 1) (PEREIRA, 2008). Diferentes espécies fungicas podem
produzir um mesmo tipo de micotoxina, bem como uma Unica espécie de fungo pode
produzir mais de um tipo de toxina (SONGSERMSAKUL et al., 2008). Entretanto, sabe-
se que nem todos os fungos séo toxigénicos e nem todos 0os metabdlitos secundarios
dos fungos séo toxicos, mas a presencga deles em matrizes biolégicas pode promover a
degradacéo acelerada do tecido (HUSSEIN e BRASEL, 2001; KUMAR et al., 2008).

As substancias téxicas produzidas pelos fungos toxigénicos podem entrar na
cadeia alimentar por meio de contaminacédo direta ou indireta. De forma direta, quando

ocorre 0 consumo de alimentos com a presenca da micotoxina. Indiretamente, ocorre



pelo consumo de um tecido animal que foi alimentado com material contaminado

(SABINO, 1996).

Tabela 1: Principais micotoxinas, espécies fungicas produtoras, seus substratos

preferenciais e seus efeitos toxicos em humanos e animais.

Substratos

Fungos
Produtores

Principal toxina

Efeitos

Amendoim e
milho

Trigo, aveia,
cevada, milho e
arroz

Centeio e graos
em geral

Milho

Cevada, café e
vinho.

Frutas e sucos de
frutas

Milho, cevada,
aveia, trigo e
centeio

Cereais

Aspergillus flavus
e Aspergillus
parasiticus

Penicillium
citrinum

Claviceps
purpurea

Fusarium
verticillioides

Aspergillus
ochraceus e
Aspergillus
carbonarius

Penicillium
expansum e
Penicillium
griseofulvum

Fusarium sp,
Myrothecium sp,
Stachybotrys sp,
Trichothecium sp

Fusarium
graminearum

Aflatoxina B;

Citrinina

Ergotamina

Fumonisinas

Ocratoxina A

Patulina

Tricotecenos: T2,

neosolaniol,
fusarenona x,
nivalenol,

deoxinivalenol

Zearalenona

Hepatotodxica,
nefrotdxica e
carcinogénica

Nefrotdxica para
suinos

Gangrena e
convulsdes

Cancer de
esbfago

Hepatotoxica,
nefrotoxica e
carcinogénica

Toxicidade
vagamente
estabelecida

Hemorragias,
vomitos e
dermatites.

Masculinizagéo e
feminizacdo em

suinos.

Fonte: Adaptado de Pereira, 2008.

Para os fungos se desenvolverem e produzirem micotoxinas sdo necessarias

condicdes favoraveis de temperatura, umidade e pH. (PEREIRA et al., 2002). A



presenca do fungo no alimento ndo implica necessariamente na producdo da
micotoxina, assim como a remoc¢do do fungo toxigénico ndo implica na eliminagao da
toxina. (DINIZ, 2002).

O género Fusarium é encontrado contaminando principalmente os cereais no
campo, especialmente nos tecidos, com atividade de agua superior a 70%. Dentre as
toxinas de Fusarium encontram-se as fumonisinas cujo efeito toxico em humanos ainda
séo inconclusivos, mas que pode estar relacionado ao cancer de eséfago (PITT, 2000).
Outras constituem a classe dos tricotecenos, um grupo de mais de cem micotoxinas,
englobando toxinas de quatro grupos, sendo 0os mais frequentes em alimentos os do
tipo A, tais como: toxinas T-2, HT-2 e do tipo B, na qual esta o desoxinivalenol.
Tricotecenos de ambos o0s grupos estdo associados a alteragcbes no sistema

imunoldgico e neurologico (RICHARD, 2007).

Os géneros Aspergillus e Penicilium sao fungos classificados como de
armazenamento, pois contaminam cereais ap0s a colheita e secagem. Eles séo
produtores de aflatoxinas, frequentemente sdo encontradas em cereais, café e péo
como decorréncia da contaminacdo prévia com o fungo e posterior manifestacdo do
potencial toxigénico quando o microclima ao redor comeca a ser alterado pela propria
atividade respiratoria dos graos (BENNET, 2003).

A ingestdo de alimentos que contendo micotoxinas pode resultar em efeitos
danosos sobre a salde animal e humana (BENNET, 2003 e SHEPHARD, 2008),
conhecidos como micotoxicoses, cuja gravidade depende da toxicidade da micotoxina,
grau de exposicao, idade e estado nutricional do individuo (HUSSEIN e BRASEL,
2001). As micotoxicoses podem ser do tipo primario ou secundario, que pode ser mais
dificil de identificar, devido aos baixos niveis de toxinas na amostra e ainda por nao
produzirem um quadro clinico de sintomas especificos. Em geral elas promovem um
aumento de suscetibilidade a infec¢cdes intercorrentes devido a imunossupressao
ocasionada pelo contaminante, além da ocorréncia de hemorragias e necroses
teciduais. Muitas destas toxinas tém afinidade por determinado 6rgéao ou tecido, sendo

o figado, os rins e o sistema nervoso os mais atingidos (BENNET, 2003).



O efeito de uma micotoxina depende da dose e da frequéncia com que é
ingerido, sendo esse efeito agudo (letal ou ndo) ou subagudo. O efeito agudo é de
manifestacdo e percepcao rapida, podendo levar a morte, porque causa alteracoes
irreversiveis, e é resultante da ingestdo de doses geralmente elevadas. O efeito
subagudo é o resultado de doses menores que provocam distlrbios e alteracdes em
orgdos de humanos e de animais (BENNETT, 2003; MURPHY et al., 2006;
SHEPHARD, 2008). O efeito das micotoxicoses € irreversivel ainda que deixe de haver
exposicao a micotoxina (HUSSEIN e BRASEL, 2001).

3.2. Patulina

Em 1940 foi isolada a patulina, inicialmente designada por clavacina,
claviformina, clavatina, acido gigante, expansina ou miocina C (WOROBO et al., 2005).
Em funcdo de sua acdo antibidtica levantou se a possibilidade dela possuir acao
inibitoria a diferentes espécies de bactérias, mas novas evidéncias mostraram que sua
toxicidade ndo afetava apenas as bactérias e os fungos, mas também a animais e
plantas, sendo assim 0 Seu uso suspenso como agente bactericida e fungicida
(KUMAR et al., 2008).

A patulina possui na sua estrutura uma lactona insaturada (4 - hidroxi-4H furo
[3,2-c] piran-2(6H) ona) que a torna altamente reativa, cuja formula e massa molecular
s8o C;HsO, e 154,12 g mol* respectivamente. Ela é solGvel em agua e em solventes
organicos polares como: etanol, éter, acetona, acetato de etila; insolivel em benzeno e
éter de petréleo. Esta micotoxina apresenta estabilidade em acidos diluidos e é
resistente a temperatura de 125°C numa faixa de pH entre 3,5 e 5,5. Sua atividade

biolégica € reduzida quando submetida a reagbes com compostos sulfurosos,
representados por metabissulfito e radicais sulfidrilas (UGWUANYI et al., 1999;
MOAKE et al., 2005). A sua atividade carcinogénica € atribuida a insaturacdo a, B,
junto com uma dupla ligagdo conjugada externa, unida na posicao 4 do anel lactona
que proporciona a formacdo de adutos com acidos nucleicos (RYCHLIK e
SCHIEBERLE, 2001; MAJERUS e KAPP, 2002; MOAKE, PADILLA-ZAKOUR e
WOROBO, 2005). (Figura 1).



Figura 1: Estrutura da micotoxina patulina.

A patulina é um metabdlito secundario produzido principalmente pelo fungo
Penicillium expansum, um contaminante comum de macas e outras frutas. O fungo se
desenvolve nas porcdes das frutas danificadas mecanicamente ou por pragas,
especialmente quando ocorre o apodrecimento demonstrado pela coloragéo azulada na
parte externa da fruta e bege ou marrom- clara na polpa, deixando o tecido amolecido.
O dano fisico na fruta promove condicfes de atividade de agua (a,) que é favoravel ao
desenvolvimento do fungo, que requer uma atividade de agua entre 0,83 a 0,99. Além
disso, fungos do género Penicillium sobrevivem em altas pressées osmoticas como as

que podem ocorrer nas frutas (KUMAR, 2008).

Outras espécies de Penicillium sao relatadas como produtoras de patulina,
dentre elas: Penicillium cyclopium, Penicillium chrysogenum e Penicillium griseofulvum
(KUMAR, 2008), bem como outros géneros de fungos presentes em alimentos, tais
como: Aspergillus e Byssochlamys spp, estdo associados a producdo da micotoxina
pela via do policetideo. A patulina causa efeitos teratogénicos e cancerigenos em
animais, além de lesdes pulmonares, hepéticas e renais, efeitos gastrointestinais,
neurotéxicos e imunotoxicos (MAJERUS e KAPP, 2002; MOAKE et al., 2005). Para
humanos os estudos s&o inconclusivos, mas sugerem efeitos agudos como: agitacao,
convulsbes, edema, ulceracdo, hiperemia, distensdo gastrointestinal, hemorragia
intestinal, degeneracgdo de células epiteliais, inflamacao intestinal, vdmitos e danos nos
rins (CARLTON e BOON, 1982; MAHFOUD et al., 2002).
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A maca é a fruta mais frequentemente relatada como contaminada com patulina,
embora ela ja tenha sido detectada em uvas, cerejas, morangos, péssegos, ameixas,
tomates, bananas, améndoas, amendoins e avelas (WOROBO, 2005). Normalmente a
micotoxina € encontrada em altas concentra¢cdes na parte da fruta onde ha presenca
de esporos fungicos (93 a 95% de toda toxina detectada), difundindo-se para outras
partes sadias do fruto devido sua hidrossolubilidade (BARKAI - GOLAN e PASTER,
2008). Na Tabela 2 estéo listados alguns registros de ocorréncia de patulina em frutas,

bem como as performances dos métodos empregados.

Tabela 2: Ocorréncia de patulina em frutas, extracdo adotada, limite de quantificacdo e

recuperacao, usando método da A.O.A.C.

Amostras/n® amostral Faixa de LOQ Autor/Local
Contaminacéo %R
Suco de maca (37) (21 — 207 ug LY 0,70 ug L 95% Sargentil/2010
Suco de maca (16) (50,100 e 200 g L) [ 14 pg L' 96,93 e Welke/2008
96%
Suco de magca (100) - 2,5 ug L™ 80% Arbizu/2009
Macas (Puré) (15e 50 ug kg™ 5 ug k' 81, 98% Janotova/2010
LOQ - limite de quantificacédo %R - porcentagem de recuperacao

A ocorréncia de micotoxinas em frutas ndo € um problema apenas de paises em
desenvolvimento, elas influenciam o agronegécio mundial, pois afetam a viabilidade de
exportacdo e importagdo das frutas. Além disso, o consumo de alimentos
contaminados reduz a producdo animal e agricola, e em alguns paises, atingem
também, a saude humana em funcdo dos hébitos e estado nutricional (OFFICIAL
JOURNAL OF THE EUROPEAN UNION, 2009). Na Europa e nos EUA a preocupacao
com esse problema deu origem a implementacédo de niveis maximos para conteudo de
patulina em derivados de macad (WOROBO, 2005). Segundo a Organizacdo Mundial de

Saude (OMS) em associacdo com a Food and Drug Administration (FDA) aconselha
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um méaximo de ingestdo diaria de patulina de 0,4 ug kg'de massa corporal (WHO,
1995).

A Unigio Europeia adotou 50 ug L™ como limite maximo para sucos de macé e
derivados, estabeleceu para produtos sélidos como compotas e purés de maca o limite
méaximo de 25 pg kg* e 10 pg kg™para produtos destinados a criancas e lactantes
(OFFICIAL JOURNAL OF THE EUROPEAN UNION, 2009). A legislagdo para esta
micotoxina é recente no Brasil e estd estabelecido pela RDC n® 7 de 2011, da
ANVISA, que limita em um maximo toleravel de 50 ug kg™ para suco e polpa de
maca.

A implementacéo de limites maximos para produtos alimentares a base de maca
veio demandar por um controle de qualidade mais exigente, de onde surgiu a
necessidade de se desenvolver métodos eficientes para detectar a micotoxina na
matéria prima e seus derivados, que sejam confiaveis, acessiveis e gerem o minimo de
residuos. Os métodos eficazes, que geralmente envolvem a cromatografia em camada
delgada (TLC), a pioneira e a mais simples (SILVA, 2007) ou a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), que é a mais utilizada na determinagéo de patulina (GOKMEN et
al., 2005). O emprego da cromatografia gasosa (GC) ndo € uma rotina na analise de
patulina visto a dificuldade para a derivacdo quimica necessaria para torna-la volatil
(SHEPHARD, 2000; WOROBO et al., 2005; MOUKAS et al., 2008).

3.3. Preparo de Amostra para Determinagcédo de Patulina

O processo de preparacdo da amostra é uma das etapas mais importantes na
determinacdo de patulina em alimentos, da mesma forma que para outros analitos
presentes em baixas a nivel de pg kg™ ou ng kg™ (MAJORS, 1991). Para a selecdo de
método de extracdo para analitos tracos, € importante a escolha de procedimentos
rapidos, com poucas etapas, capazes de produzir recuperacbes quantitativas e
reprodutivas do analito (QUEIROZ et al., 2001).

Em geral o preparo de amostras inicia pela utilizacdo de solventes que extraem
0 analito da matriz em funcdo da afinidade (Kw) com o extratante. Os solventes

comumente usados para extracdo de micotoxinas sdo: cloroférmio, acetona, metanol,
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acetonitrila, benzeno, acetato de etila, hexano e agua, para patulina o solvente de

extracdo mais utilizado é o acetato de etila, visto que ela estd entre as micotoxinas
mais polares (JAIMEZ et al., 2000).

O contato do solvente com o analito para extrai-lo precisa ser facilitado por
procedimentos prévios. Assim, por exemplo, em amostras sdlidas como a maca o
corte, a separacao de por¢cdes comestiveis e homogenizacdo sdo determinantes para a
recuperacao da micotoxina dos intersticios celulares (RIDGWAY et al., 2007).

Entre as técnicas de extracdo utilizadas para micotoxina patulina em amostras
sélidas estdo: MSPD (do inglés “matrix-solid phase dispersion”- dispersao da matriz em
fase solida), QUEChERS (do inglés quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) e
para amostras liquidas, as técnicas utilizadas sao: LLE ( do inglés liquid-liquid extration
- extracdo liquido - liquido) , SPE (do inglés solid - phase extration: extracao Liquido-
Solido) e particio com acetato de etila (JIAN-HE, 2007; RI-NA, 2008,
DESMARCHELIER, 2011).

3.3.1. Amostras Sdlidas

3.3.1.1. MSPD

A dispersdo da matriz em fase solida - MSPD, desenvolvida para amostras
sélidas e semisodlidas (BARKER et al., 2000). No caso de alimentos, onde o estado
fisico ndo é facilmente caracterizado aplica-se a amostras com atividade de agua baixa
e moderada (entre 50 e 80%). Essa técnica tem como caracteristica principal usar
pequenas quantidades de amostras, baixo consumo de solventes organicos, permite a
realizacdo da extragcdo numa Unica etapa de clean-up, 0os equipamentos sédo simples, o
gue torna rapida e de baixo custo (ROACH et al., 2000; GASPAR et al., 2009).

Na préatica a técnica consiste em macerar a amostra e o adsorvente (C18, C8
silica, alumina e outros) até obter uma mistura homogénea; transferir a mistura pastosa
para um cartucho contendo um filtro de vidro, recobrir com |a de vidro e acoplar o
cartucho a um frasco coletor e realizar a eluicdo por gravidade ou com pressao. O

extrato pode ser levado diretamente para a determinagdo ou passar por mais uma
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etapa de limpeza (LANCAS, 2004). Na Figura 2 encontra se o esquema dos passos

tipicos da técnica.

A técnica MSPD-HPLC-UV foi utilizada para a determinacdo da patulina em
amostras de maca e suco concentrado de maca, promovendo uma recuperacao de (89-
103%) e (85 -98%) (RI-NA, 2008).

Amaostra

homogeneizada \ /\\

Pistilo % S
_— Fase solida P— \ ot /
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\ \ \ | . " :
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e \—t/ - 2| La de vidro
~—— Fase sdlida ~~_ Amaostra + J——
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Eluente *—\
1 \ ;
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vidro fase solida [ezsd
o Fr Extrato
L — _ - —» —>
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Eluato

Figura 2: Passos tipicos da extracdo por MSPD, Barker, 2000.

3.3.1.2. QUEChERS

ANASTASSIADES et al. 2003, introduziram uma nova técnica de preparo de
amostra para a extracdo de multirresiduos, principalmente para analise de residuos de
pesticidas, denominada QUEChERS. Ela consiste na extragdo manual da amostra na
proporcéo 1:1 com acetonitrila, acrescentar sais e adsorvente para facilitar a extragéo e
para a limpeza da amostra. A técnica vem se destacando pelas suas vantagens:
rapidez, facilidade de manuseio, economia, eficiéncia, robustez e seguranca. Para
atender as caracteristicas necessarias para a extracao do analito, pode-se modificar o
pH do solvente extrator, aplicar outras misturas de solventes e  diferentes tipos de
sorventes na etapa de limpeza. Na Tabela 3 estédo especificadas algumas modifica¢cdes
das proporgcbes de amostra - solvente, sais e adsorvente que vem sendo realizadas
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para propiciar a recuperacao de analitos contaminantes aproveitando os beneficios do

fundamento da técnica.

Tabela 3: Modificacdes do método de QUEChERS

QUEChERS (Original)

QUEChERS (Acetato)

QUEChERS (Acidificado)

10 g de amostra

15 g de amostra

15 g de amostra

10 mL de ACN 15 mL de ACN 10 mL de ACN e 1% acido
acético
4 g MgSO, 6 g MgSO, 6 g MgSO,
1 g NaCl 1,5 g CH;COONa 1,5 g CH;COONa

1 mL de extrato + 150 mg
de MgSO,4 +25 mg de PSA

1 mL de extrato + 150 mg
de MgSO,4+50 mg de PSA

1 mL de extrato + 150 mg
de MgSO,4+25 mg de PSA

Fonte: Prestes et al., 2011

Um exemplo de aplicacdo deste método para extracdo de patulina em amostras

de péra foi descrito por Desmarchelier, 2011 e consistiu huma extracdo com acetonitrila

(solvente extrator), seguido de uma etapa de particionamento (adicdo de MgSO, e

NaCl), etapa que tem como funcdo promover o efeito salting out, ou seja separar a

fase organica da fase aquosa e transferir as substancias polares para a fase organica e

posterior etapa de clean-up com SPE dispersiva (adicdo de MgSO, e PSA). A faixa de

recuperacao obtida variou entre 94-104% com repetibilidade e reprodutibilidade 7,5%

13%, respectivamente.
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3.3.2. Amostras Liquidas

3.3.2.1LLE

A maioria dos métodos utiliza como preparacdo de amostra a LLE baseado na
particdo da amostra entre duas fases imisciveis, organica e agquosa, em que a
eficiéncia da separacdo é determinada pela solubilidade do analito no solvente de
extracdo, pela razdo de fases e pelo nimero de extracdes (IHA e SABINO, 2006;
GOKMEN, 1998 e SEWRAN, 2000). Assim pelo menos em teoria ndo é possivel
esperar extragcbes com recuperacdo de 100%. A eficiéncia da extracdo LLE vai
depender de fatores como pH, complexacdo e concentracdo salina, que devem ser
ajustadas para aumentar a solubilidade do analito na fase extratora, elevando o
coeficiente de particdo (SNYDER et al., 1997).

A LLE tem sido utilizada por diversos autores para preparagdo de amostra para
a determinacdo de patulina em amostras liquidas, sucos de frutas ou bebidas
fermentadas (SHEPHARD e LEGGOTT, 2000; GOKMEN e ACAR, 1996, 1999;
SEWRAM et al., 2000). Um desses estudos foi realizado na China em 2008, utilizou
cerca de 5 g de amostra de maca com 10 mL de agua seguida por trés particbes com
25 mL de acetato de etila, apés agitacdo em vortex durante um minuto. As fases
organicas foram combinadas e lavadas com carbonato de sodio 1,5%. Em seguida
foram adicionadas cinco gotas de acido acético glacial. Por fim a solucédo foi evaporada
em banho maria a 40 °C e o residuo foi imediatamente dissolvido em 1 mL de solucéo
tampéo e injetados no HPLC-UV. A faixa de recuperacao obtida foi entre 82 -91%, com
LOQ (0,70 ug LY.

3.3.2.2. SPE

A SPE é uma técnica de separagdo onde os analitos a serem extraidos séo
particionados entre uma fase sélida e uma fase liquida, sendo que é necessério buscar

combinacdes que propiciem maior afinidade dele com a fase sélida (LANCAS, 2004).

A SPE é majoritariamente utilizada para preparar os extratos de amostras

liguidas ou analitos semivolatil, mas pode ser também utilizada para os soélidos pré-
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extraidos em solventes (LANCAS, 2004; PAVLOVIC et al., 2007). Essa técnica utiliza

0S mesmos materiais adsorventes empregados na cromatografia liquida, dentre os
guais se destacam os derivados de silica C8, C18 (QUEIROZ et al., 2001).

Este método foi utilizado para extracdo de patulina em amostras de maca in
natura comercializadas em Portugal empregando cartuchos C18 pré- lavados com 10
mL metanol, 3 mL da mistura metanol: agua (10% em metanol) e 3 mL agua ultrapura
acidificada com acido perclérico (100: 0,01 v/v), lavando 0,5 mL de amostra numa
vazdo de 2-3 mL min® com 0,5 mL &gua acidificada. A eluicdo foi realizada 3 vezes
com 1 mL de metanol. Os eluatos foram combinados e secos a vacuo, depois
ressuspenso em agua acidificada (0,5 mL) e analisados em HPLC-DAD (JIAN- KE,
2007). A recuperacdo média encontrada foi de 82% com um desvio padrdo para
repetibilidade de 1,2% e de reprodutibilidade de 2,2%. Na Figura 3 encontra se um

esquema de um conjunto de materiais utilizados na extracdo SPE.
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Figura 3: Representacdo esquematica dos dispositivos empregados na SPE (SNYDER
et al., 1997).

3.3.2.3. Método Oficial - A.O.A.C

O método oficial da A.O.A.C (Association of Official Analytical Chemistry) é
utilizado na extracdo de amostras solidas e liquidas e consiste na particdo do analito
entre duas fases conforme o coeficiente de particdo. Este € o método mais
frequentemente empregado no levantamento de ocorréncia de patulina em amostras de

frutas. O método emprega a extracdo com acetato de etila (1:8 p/v), o emprego de sais
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para clarificacdo e remocdo de agua respectivamente (CaCO3; e NaSQ,), seguido de
limpeza em coluna de silica - gel, juntamente com a agitacdo em vortex a cada etapa
de extracdo. Empregando este método foi realizado um levantamento de ocorréncia de
PAT em 16 amostras de suco de maca provenientes do Rio Grande do Sul. Estando
todas as amostras contaminadas (56 - 653 pg L™), considerando um LOQ (14 ug L") e
a recuperacdo de patulina em suco de maca concentrado fortificados com 50, 100 e
200 pg L* foi de 93, 96 e 96%, com desvio para a repetibilidade de 4,9, 3,6 e 8,7,

respectivamente, para estas concentracées (WELKE et al., 2009).

3.4. Métodos Analiticos para Determinagcdo de Micotoxinas

Para o controle e o monitoramento eficiente dos alimentos susceptiveis a
contaminacao por micotoxinas, os laboratorios devem dispor de técnicas analiticas com
sensibilidade, especificidade, rapidez e facilidade de uso, além de exatiddo e preciséo.
Entretanto, a obtencdo de resultados confidveis para micotoxinas ndo é tarefa fécil,
devido as baixas concentracbes delas nos extratos, a ocorréncia aleatéria do
contaminante usualmente acompanhado de interferentes como lipidios, carboidratos,
proteinas e pigmentos que demandam por uma fase ou mais de limpeza na etapa de
preparo de amostra (OLIVEIRA et al., 2000).

As razbes para o interesse na determinacdo confiavel de micotoxinas sdo: o
controle e monitoramento da qualidade de fontes alimentares, a ocorréncia das
micotoxinas em alimentos que gera a necessidade estimar a exposicdo durante o
consumo de produtos potencialmente contaminados, e o cumprimento da legislacdo. A
avaliacdo da descontaminacdo e detoxificacdo, para maior compreensdo do seu
destino durante o processamento de gréaos, bem como estudo do metabolismo de

producdo fangica sé@o outras aplicacdes para as quais se determina o contaminante.

O método pioneiro para identificagdo e quantificacdo da patulina é a
cromatografia em camada delgada que ainda € um dos métodos oficiais da Associacao
Oficial dos Quimicos Analiticos (A.O.A.C), desde 1999. Este método envolve a
extracao da micotoxina com acetato de etila seqguido por deteccdo em placas de silica-
gel, apds revelacdo com 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona (MBTH). A patulina apos

a derivacdo é visualizada como uma mancha amarela sob luz visivel e fluorescente
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amarelo-laranja sob um comprimento de onda UV (366 nm) (SHEPHARD e LEGGOTT,
2000). A dificuldade em distinguir pequenas diferencas de fluorescéncia nas placas, a
subjetividade envolvida no método, acarretaram a necessidade de métodos mais
precisos e sensiveis, como cromatografia liquida de alta eficiéncia ou a cromatografia

gasosa, dentre outros.

A determinacéo de patulina em HPLC acoplada a detector ultravioleta (UV) ou
fotodiodos (DAD) sdo bastante utilizados na quantificagdo, pois se trata de um
composto muito solivel em agua, relativamente polar e com um espectro de absorgéo
caracteristico a 276 nm (GOKMEN, 1999 e GOKMEN, 2005). A A.O.A.C a partir de
1999 recomenda também como método para identificacdo e determinacdo de patulina
0 HPLC-UV cujo limite de deteccéo é 5 pg L™ utilizando como preparacéo de amostra a
extracao liquido-liquido (SPHEHARD e LEGGOTT, 2000 e WOROBO, 2005).

A cromatografia gasosa € pouco utilizada para patulina porque a derivacao é
uma etapa critica que pode diminuir a precisdo e a exatiddo da determinacdo. As
determinacBes empregadas com GC sao realizadas ap6s a formacao de um derivado
(sililado) utilizando espectrometria de massa com ioniza¢ao por impacto de elétrons ou
usando deteccdo por captura eletrénica. (SHEPHARD e LEGGOTT, 2000; WOROBO
et al, 2005; MOUKAS et al., 2008).

3.5. Frutas

Entre os alimentos preferidos ou recomendados, seja como fonte de vitaminas,
minerais para a manutencdo e prevencdo de doencas, estdo as frutas. Diante da
importancia da ingestdo de frutas diariamente, os consumidores tém se tornado cada
vez mais exigente quanto a qualidade do produto. Ndo apenas a aparéncia, forma e
uniformidade sdo buscadas, como também aspectos sensoriais, potencial nutritivo, e
principalmente a seguranca alimentar do produto, relacionado a presenca de
contaminantes quimicos e biolégicos (AZZOLIN, 2002; TIBOLA e FACHINELLO, 2004).

Apesar dos beneficios derivados de uma alimentagdo rica em frutas, a

seguranca de produtos frescos e minimamente processados tem sido discutida como
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veiculo de algumas doencas, em razdo da incidéncia de microrganismos patogénicos
(CARVALHO, 2003).

3.5.1. Péssego

O péssego (Prunus persica) pertencente a familia Rosaceae, conhecidos como
"frutos com caroco”, o que se encontra envolvido por um endocarpo duro, sendo o
mesocarpo a porcao comestivel (Figura 4). O péssego quando maduro é tugido de cor
verde amarelada e aroma caracteristico que promovem a preferéncia para este fruto.
(MEDEIROS e RASEIRA, 1998).

Epicarpo Mesocarpo

Figura 4: Estrutura do péssego.

Fonte: http://www.fotosearch.com.br

Os péssegos podem ser classificados de acordo com a sua finalidade de
consumo. Os frutos produzidos para o consumo in natura sdo denominados péssegos
de mesa, que apresentam uma coloracdo de casca amarela, com 40 a 80% de
vermelho, polpa ndo aderente ao carogo e com grande variagdo na acidez e dogura em
funcdo da variedade e do estadio de maturagdo (BIASI et al., 2004). Os cultivares
produzidos para conserva geralmente apresentam epiderme amarela, de polpa firme e
aderente ao caroco, sempre mais amarelada e 4cida do que as de mesa (RASEIRA e
NAKASU, 1998).

A maior producdo mundial se concentra na China, com cerca de 30% da oferta

seguida da Italia e dos Estados Unidos (FAO, 2010). O Brasil ocupa a 12° posicao
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entre os paises produtores do mundo, e o terceiro maior produtor da América do Sul,

ficando atras apenas do Chile e da Argentina (FAO, 2009).

Tabela 4: Composi¢éo do péssego por 100 g de por¢cado comestivel

Péssegos - Fracao Valor (g™*100g)
Umidade (%) 89,3
Proteinas 0,8
Carboidratos 9,3
Fibra alimentar 1,4

Fracdo Valor (mg™2100g)
Lipidios 0,1
Calcio 3,0
Fosforo 15
Ferro 0,2
Potassio 124
Vitamina C 3,3

Fonte: Instituto Brasileiro de Estatistica e Geografia - IBGE, 2009

A temperatura € um fator muito importante para a producdo de péssegos de
melhor qualidade, por isso nem todas as regifes conseguem produzir uma fruta de boa
gualidade (HERTER; SACHS e FLORES, 1998). Sendo assim 0s principais centros de
abastecimento nacional da fruta se concentram nos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais. O periodo de oferta inicia em
setembro com a producdo paulista e conclui em fevereiro com a producdo gadcha
(EMPRAPA, 2005).

O Rio Grande do Sul € o principal produtor (94 mil toneladas), com cerca de 50%
da produgéo nacional, seguido por S&o Paulo (38 mil t.) (AGRIANUAL, 2010). Toda a
producdo nacional de péssego se destina ao mercado interno. No estado do Rio
Grande do Sul a grande parte da producdo gaucha € destinada a industria de conserva.
Em Sao Paulo, a producdo de péssegos destina-se ao consumo in natura, onde se
adequam melhor os cultivares precoce. (MADAIL, 2003; ZANETTE e BIASI, 2004).
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A qualidade do péssego € avaliada pelo consumidor pela interacdo das
caracteristicas fisicas como tamanho, forma, cor do fruto e textura da polpa, por
caracteristicas quimicas como sélidos soltveis (principalmente os agucares) e acidez e
por caracteristicas sensoriais como sabor, aroma e suculéncia. Nos péssegos, 0
componente em maior quantidade é a agua, seguida dos carboidratos que constituem
até 11% do fruto. Os minerais e vitaminas representam menos de 1% da parte
comestivel (TORALLES, 2005).

Os lipidios que constituem a membrana citoplasmética aparecem em valores
traco, assim como as proteinas, que sdo ricas em aminoacidos neutros alanina, valina,
glicina, leucina, isoleucina, prolina, treonina e serina que perfazem em torno de 60% do
total (LUH, 1980).

Péssegos sao ricos em potassio, fosforo e célcio, a vitamina encontrada em
maior quantidade no péssego € a vitamina C com aproximadamente 6 mg por 100 g de
fruto, seguida da niacina e da vitamina A (MAHAN e ESCOTT- STUMP, 1999)

Os compostos fendlicos presentes no péssego tem sua funcionalidade na
qualidade do produto fresco e processado, estando envolvido com a cor do exocarpo,
escurecimento enzimatico, a adstringéncia do mesocarpo e com escurecimento nao
enzimatico que ocorre em certos cultivares de péssego quando processadas
termicamente (SAINZ, 2006).

A qualidade dos péssegos esta associada a composicao quimica e a aparéncia
fisica. No entanto, o valor nutricional pode ser alterado pela contaminacéo da fruta, o

gque ¢é bastante relevante considerando o custo de produgcdo associado a
perecebilidade dele (PENTEADO, 1986).

3.5.2. Maca

A macéd é um dos frutos mais cultivados e mais conhecidos do género Malus,
pertencente a familia Rosaceae (Figura 5). As frutas crescem em arvores de folha
caduca que florescem na primavera e produzem o fruto no outono. De coloragéo

vermelha ou verde, podendo apresentar pequenas manchas esverdeadas ou
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amareladas no periodo de fevereiro a abril. O cultivo da maca ocorre preferencialmente

em regides onde o clima € temperado, solo silico argiloso e profundo (LUBY, 2003).

mesocarpo epicarpo

endocarpo

ovirio

Figura 5: Estrutura da maca.
Fonte: http://www.fotosearch.com.br

Conforme o ultimo dado consolidado pelo IBGE, no Brasil em 2011, foi produzido
1,3 milhdes de toneladas de macas, o que o classifica como 9° maior produtor mundial.
A maior producdo mundial de maca se concentra na China, segundo a FAO, o pais
produziu 30 milhdes de toneladas da fruta em 2008, seguido dos Estados Unidos e da
Itdlia. Na América do Sul os principiais produtores sdo Chile, Argentina seguida do
Brasil. Muito bem adaptadas aos climas regionais brasileiros, especialmente do Sul e
do Sudeste do pais, onde os estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo

e Parana séo responsaveis pela quase totalidade do volume produzido (IBGE, 2011).

A producao brasileira ocupa 38 mil hectares dos quais 96% desses pomares
estdo em Santa Catarina (18 mil ha) e Rio Grande do Sul (17 mil ha), com destaque

para os municipios de Vacaria, Bom Jesus e Caxias do Sul (SCP, 2009).

Algumas das variedades mais cultivadas no Brasil sdo: Gala (tipo precoce,
vermelho claro, com tamanho médio e sabor doce) e Fuji (que é mais tardia de cor
rajada e a que mais suporta conservacdo em camaras frias). Outras cultivares
plantadas séo: Eva, Golden Delicious, Brasil , Anna, Condessa, dentre outras, essas
variedades possuem baixa exigéncia de frio, o que as torna recomendaveis para plantio
em regides mais quentes. Em suas variedades, os frutos da macieira podem ser
distinguidos e agrupados por suas qualidades, sabor, tamanho, forma, aparéncia e

consisténcia da polpa, e por suas distintas utilidades. ApGs essa separacdo as macas
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sdo destinadas ao consumo in natura, ou destinadas a fabricacdo de produtos tais

como: suco, sidra, vinagre, alcool, geléias, compotas e doces (SEBRAE).

As variedades Fuji e Gala vém conquistando a preferéncia, além de serem ricas
em nutrientes, como vitaminas do complexo B e vitamina C (4,6 mg), além do mineral
potassio (107 mg). Além disso, sua composicdo de fibras, principalmente da pectina,
fornece aproximadamente 10% das necessidades diarias de fibras. Sdo encontrados
acucares como: a frutose (em maior propor¢do), a sacarose e a glicose. Os teores de
proteinas da maca sao baixos. Sao baixos também os teores de lipidios, estando estes
associados a camadas protetoras das células e da epiderme dos frutos. Quanto aos
acidos organicos, predomina o acido malico, juntamente com os acucares, ésteres e
aldeidos € o principal elemento responsavel pelo aroma e sabor caracteristico da maca
(CORDOVA, 2006).

Tabela 5: Composicdo da macé por 100 g de por¢éo comestivel

Maca - Fracdo Valor (g™100g)
Agua (%) 84
Proteinas traco

Carboidratos 15
Fibra alimentar 1,3
Maca - Fracao Valor (mg™100g)
Lipidios 0,2
Saédio 0,4
Ferro 0,1
Potassio 75
Vitamina C (mg) 2,0

Fonte: Instituto Brasileiro de Estatistica e Geografia - IBGE, 2009

Diante da importancia comercial da maca para o Brasil, torna-se essencial a
constante avaliagdo do produto para garantir o fornecimento da fruta com qualidade, ja
gue a mesma é comercializada tanto para 0 mercado externo e interno, para as
industrias de processamento, consumidores finais da fruta “in natura” e consumidores

finais de produtos derivados da maca.
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Os produtos da cadeia maca foram classificados em trés grupos principais, de acordo
com a demanda:

Maca in natura para mercado externo: sdo frutas, em sua maioria da categoria extra
de excelente qualidade, selecionadas com alto rigor em coloracdo, uniformidade,
auséncia de defeitos e de residuos quimicos. As quantidades comercializadas séo
principalmente da variedade Gala.

Maca in natura para o mercado interno: sdo comercializadas pelas empresas
produtoras de acordo com os critérios de classificacao: categoria Extra, categorias | e
1, tipos Il e IV.

Maca in natura sem classificacédo: sdo comercializadas diretamente pelo produtor, os
atacadistas ou consumidores, principalmente no periodo de safra. Por fim a maca
industrializada, subprodutos da fruta, que em funcéo da grande produtividade agricola
do pais, acaba gerando um excedente da fruta que ndo é comercializada no mercado
in natura, devido a defeitos, como a presenca de manchas, rachaduras, tamanho
inadequado e o principal fator, o visivel apodrecimento de algumas por¢des, gerando
substrato para a industria do processamento (DANESI et al., 2007).

3.6. Caracterizacao Fisico-Quimica

Caracterizar um alimento envolve analisar a sua constituicdo quimica,
caracteristicas fisicas e sensoriais. A determinacdo da composicdo centesimal dos
alimentos visa determinar principalmente os teores de: umidade, cinzas, proteinas,

carboidratos, fibras, lipidios, vitaminas e minerais.

3.6.1. Umidade

A determinacdo de umidade é uma das medidas mais importantes e utilizadas na
analise de alimentos e esta relacionada com a estabilidade, qualidade e composi¢céao do
produto (CECCHI, 2003). Neste sentido os teores de umidade de uma matriz podem
afetar a contaminagdo, pois as diferentes espécies fungicas possuem necessidades
distintas de agua para o seu desenvolvimento em um substrato. Por exemplo, o fungo

de armazenamento Penicilllum contamina cereais e frutas em ambientes onde a
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umidade esta na faixa de 80-85% (BENNET, 2003). O conhecimento do teor de
umidade das matérias primas é de fundamental importancia na conservacao e
armazenamento, na manutencado da sua qualidade e no processo de comercializacado
(CECCHI, 2003).

3.6.2. Cinzas

As cinzas constituem a fragdo mineral dos alimentos; sdo formadas pelos micro
€ macronutrientes os quais possuem relacdo direta com o solo em que foi cultivado.
Segundo a literatura as cinzas das frutas sdo constituidas principalmente de grandes
guantidades de K, Na, Ca e Mg e pequenas quantidades de Al, Fe, Cu, Mn e Zn e
tracos de Ar, I, F e outros elementos. Em produtos vegetais a determinacdo de cinzas
tem relativamente pouco valor, pois 0s componentes minerais S&0 muito variaveis e a
determinag&o das cinzas totais fornece, em geral, apenas uma indicagdo da riqueza da

amostra nesses elementos (CECCHI, 2003).

3.6.3. Acidez Total Titulavel e pH

A acidez foi determinada e expressa como porcentagem do acido malico. De
acordo com Zambiazi (1987), a acidez para diferentes cultivares de maca deve estar
compreendida entre 0,2-0,7% em acido malico para a comercializacdo. Neste estudo
os valores de acidez para as quatro variedades nas diferentes coletas se mantiveram
constante, tendo as variedades Golden Delicious e Argentina os percentuais (0,2%)
similar ao relatado por Cérdova (2006), de 0,3%. A acidez das amostras as torna

aceitaveis para a comercializagao “in natura”.

O teor de acidos organicos nos frutos tende a diminuir durante o processo de
maturacdo devido a oxidacdo dos acidos no ciclo dos &cidos tricarboxilicos em
decorréncia da respiracdo (BRODY, 1996). Dessa forma, a variacéo da acidez pode ser
um indicativo do estadio de maturacao do fruto, pois decresce em funcédo do avanco da
maturagdo. Para as macas analisadas ndo foram observadas variagdes significativas,
indicando que a atividade respiratoria, por consequéncia os indices de maturacdo se

mantiveram variando lentamente (KLUGE et al., 2002).
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Cada micro-organismo possui um valor 6timo de pH no qual seu crescimento é
maximo, e as mudancas bruscas de pH de um alimento podem se refletir na atividade
microbiana. No caso dos fungos que se desenvolvem e produzem micotoxinas nos
mais variados pH (PEREIRA et al., 2002). O efeito da variacdo dele para menos limita,

mas ndo impede a contaminagéo de tecidos vegetais.

3.6.4. Compostos Fendlicos

Na macd, os flavondides que se encontram em maior quantidade sao os
flavondis, a florizina (polifenol caracteristico da macéd), as antocianinas, e o acido
fendlico mais abundante € o acido clorogénico, e o acido galico, o acido fendlico mais
simples também encontrado. A estes compostos é atribuido o grande poder
antioxidante das macéds (AWAD et al., 2000). Além disso, os compostos fendlicos sédo
bem conhecidos como fungicidas, antibacterianos e antiviréticos (LO e NICHOLSON,
2008).

O efeito inibitério dos compostos fendlicos na germinacdo de esporos,
crescimento micelial e produgéo/atividade de enzimas microbianas variam entre os
diferentes grupos de fendis. Em vista disto atribui-se aos compostos fendlicos intensa
participacdo nos mecanismos bioquimicos, estruturais e de resisténcia em plantas
(NICHOLSON e HAMMERSCHMIDT, 1992; NICHOLSON, 1995).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Amostras

As amostras de maca (Gala, Fuji, Golden Delicious e Argentina) e péssego (Amarelo
e Molar) foram adquiridas no periodo entre julho e setembro de 2013 em diferentes
estabelecimentos comerciais (supermercados) e feiras livres da cidade de Rio Grande.
A coleta das amostras se fez tomando de forma aleatéria 500 g de cada variedade das
frutas, considerando o bom aspecto delas, cor, auséncia de danos fisicos. Cabe
salientar que nas feiras livres eram amostrados no minimo dois fornecedores diferentes
para cada variedade. ApoOs a coleta as frutas de mesma variedade eram misturadas e
tomadas 500 g que eram armazenadas sob-refrigeracéo (5 °C) até sua utilizacao.

4.1.2. Solucao Padrao

O padrao de patulina (PAT) foi adquirido da Sigma Aldrich (E.U.A.) (P1639). As
solucdes padréo utilizadas foram preparadas a partir da diluicdo de aproximadamente 5
mg (massa original contida no frasco de padrdo) de PAT em 50 mL de cloroférmio. Os
frascos para armazenamento do padrédo foram previamente higienizados empregando
lavagem com detergente e agua corrente e posterior enxague com acido nitrico 0,1 M,
agua destilada seguida por secagem dos frascos. Cada 10 mL da solucdo estoque
foram acondicionados em frascos escuros com tampas de rosca e secos sob corrente
de N, portanto o residuo sélido seco continha 1 mg de PAT. A partir das massas do
residuo seco foram preparadas solugdes de trabalho nas concentra¢des de 10, 15, 20
g mL™* cuja concentracéo foi determinada espectrofotometricamente, considerando a
absortividade molar de 14600 L mol™ .cm™ em etanol a 276 nm, visando emprega-los
para a fortificacdo durante a etapa de escolha do método de extracao e validacdo do
procedimento. A estabilidade das solu¢des foi monitorada, repetindo o procedimento de
guantificacdo durante o periodo dos experimentos. Para o preparo da curva analitica e

estudo da linearidade as solucdes padréo foram diluidas 1,33 pg mL™.
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4.1.3. Instrumentacao

Balanca analitica de precisdo FA 210 4N (Bioprecisa, Brasil);
Banho Maria BIOPAR COEL TLK 48 (Brasil);

Banho ultrassonico 25, 37,40 e 40 kHz 150 W - UNIQUE (Brasil);
Blender WARING COMMERCIAL 34 BL 97 (7012) (USA);
Centrifuga refrigerada CIENTEC CT — 5000 R (Brasil);

Coluna analitica DISCOVERY BIO WIDE PORE C18 (25 cm x4, 6 mm 10 pum)
(Supelco USA);

Cromatoégrafo liquido Shimadzu, disponivel no Laboratério de Micotoxinas e
Ciéncias de Alimentos — FURG, equipado com sistema administrador CBM -20
A, modulo LC — 20 AT, desgaseificador DGU — 20 A5 e detector UV- VIS SPD-
20 A, conectado em software LC solution data aquisition, injetor Rheodyne loop

20 uL;

Espectrofotébmetro modelo Cary 100 - Varian UV - VISIBLE (USA) controlado
pelo software Star;

Estufa (60 -200 °C) - Quimis (Brasil);

Evaporador rotatério modelo Quimis Q - 344 B, (Brasil);

Micropipetas autométicas com capacidade variavel de 10 - 1000 pL;
Mufla TECNAL, modelo TE — 631 (Brasil);

pHmetro LUTRON, modelo 206;

Shaker TECNAL, modelo TE — 420 (Brasil);

Sistema de purificacéo de agua Mili- Q Direct — Q UV; Millipore (USA);

Vértex mixer VIXAR (Coréia).
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4.1.4. Solventes e Reagentes

Os solventes e reagentes utilizados durante a parte experimental encontram - se
listados abaixo.

= Agua destilada;

= Agua ultra pura;

= Acetonitrila grau HPLC (Vetec, Brasil);

» Acetonitrila grau HPLC (Panreac, Espanha);
= Carbonato de sodio 4% (Synth, Brasil);

= Cloreto de sddio (Synth, Brasil);

= Cloroférmio (Quimex, Brasil);

» Fenolftaleina;

» Folin Ciocalteau (Préton Quimica, Brasil) 2 N;
= Gas nitrogénio;

» Hidroxido de bario 0,1 M (Vetec, Brasil);

» Hidroxido de sédio 0,1 e 2 M (Vetec, Brasil);
= Metanol grau HPLC (Vetec, Brasil);

» Patulina (SIGMA ALDRICH, USA);

» Silica- gel 60 MERCK;

= Sulfato de s6dio (Synth, Brasil);

= Sulfato de cobre 2% (p/v) (Synth, Brasil);

= Sulfato de zinco 5% (p/v) (Synth, Brasil);

» Tartarato de sodio (p/v) (Synth, Brasil);

» Tartarato de potéssio (p/v) (Synth, Brasil).
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4.2. Estabelecimento das Condi¢cdes Cromatogréaficas

4.2.1. Definicdo da Fase Movel para Eluicdo da PAT em HPLC-UV

A patulina foi determinada em HPLC equipado com coluna analitica Discovery
C18 (25 cm x 4, 6 mm 10 pm), operando em modo isocratico. Foram realizados
experimentos para definir a melhor fase movel tendo como indicativo o melhor perfil do
pico eluido em cromatogramas obtidos no intervalo de dez minutos de corrida, para
evitar o alargamento de banda. Para escolher a composicdo da fase mdével foram
testadas diferentes propor¢cdes de agua e acetonitrila, sempre com a mesma vazao de

1 mL min * (Tabela 6).

Tabela 6: Combinacfes de solventes para eluicdo em modo isocréatico.

Proporcdes (% v/v)
Testes Agua ACN
Teste 1 90 10
Teste 2 80 20
Teste 3 70 30
Teste 4* 90* 10
Teste 5* 80* 20
Teste 6* 70* 30

* Teste 4, 5 e 6 - agua acidificada

A acidificacdo da fase movel foi realizada com acido acético 1% pH 3 para
estabilizacdo da patulina. A escolha dos solventes para definir a fase mével teve como
principal critério a polaridade da micotoxina PAT e as misturas de solventes mais
citadas na literatura. Definidas as melhores condicdes cromatogréficas para
determinagédo da micotoxina no HPLC-UV, foi realizada a validagéo para determinagéo

de patulina, empregando os indicativos de mérito listados a seguir (INMETRO, 2003).
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4.2.2. Limite de Deteccédo e Limite de Quantificagao

Para a determinacdo do LOD; e do LOQ; do instrumento foram realizadas
injecbes em triplicata da fase moével e da solugdo padrdo em concentracdes
decrescente (0,01, 0,005, 0,0025, 0,00125 ug mL™) até que a area do sinal atingisse
uma altura trés vezes superior ao ruido da linha de base, no tempo de retencdo da
patulina (4,6 min). A partir do valor do desvio padrédo das areas multiplicada por trés e
dez foram estimados o LOD; e o LOQ); respectivamente, usando o coeficiente angular
da curva padrao (INMETRO,2003).

4.2.3. Curva Analitica e Linearidade

A partir da solucao trabalho de 1,33 pyg mL™ foi construida uma curva padrdo nas
concentracdes 0,01, 0,02, 0,04, 0,05, 0,06, 0,1 ug mL*, sendo as diluicdes preparadas
com agua ultrapura:acetonitrila (90:10 v/v). Cada ponto da curva foi injetado em
triplicata e a partir das médias das areas dos picos foi possivel calcular o coeficiente
angular, o coeficiente linear e o coeficiente de correlacdo linear do modelo de resposta

concentracao x sinal.

4.2.4. Precisdo do Instrumento

A preciséo instrumental foi avaliada em funcdo de 10 injecGes sucessivas do
padrdo de PAT, referente a um ponto da curva analitica (0,1 ug mL™") (RIBANI et al.,
2004).

Os resultados de precisédo foram expressos através da estimativa do erro padréo
relativo percentual (RSD%) (Equagbes 1 e 2).

ek

n-1

S =

RSD (%) = &%

(2)

Em que:
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s = estimativa do desvio padrdo absoluto;
X = média das &reas (replicatas);

x = medida da area;

n = nimero de repeticdes.

Para avaliacdo da precisdo intermedidria foram realizadas 10 injecOes
sucessivas do padrdo de PAT, referente a um ponto da curva analitica (0,1 ug mL™) por
dois analistas (RIBANI et al., 2004). .

A preciséo foi calculada a partir da estimativa do erro padréo relativo percentual
(RSD%) (Equacdes 1 e 2).

4.3. Estabelecimento das Condi¢cbes de Extracao

Foram testados trés métodos para a extracdo da patulina: MSPD, QUEChERS e
A.O.A.C (2000), considerando como indicativo de eficiéncia o valor de recuperacdo

percentual obtido em cada procedimento.

4.3.1. Preparo de Amostra para Estudo da Extracao

Apés a coleta as magas com casca foram submetidas a um processo de limpeza
com agua corrente, agua destilada e etanol, em seguida foram cortadas manualmente
em cubos de aproximadamente 1 cm® e armazenadas congeladas em recipientes
plasticos até a sua utilizacdo. No momento da extracdo as amostras de macas foram
processadas em blender por cinco minutos, até obtencdo de uma pasta que foi
contaminada com padrdo de patulina considerando o LOQ e as diluicdes proprias de
cada método. Para este estudo foi escolhida a variedade Gala, as mais ricas em
acucares redutores que sao interferentes da extragéo, visto a polaridade dos solventes

extratores.

4.3.2. Estudo das Técnicas de Extracao

O método MSPD validado por Rubert et al. (2011), consistia em tomar porcdes

de 1,0000 g de amostra contaminada e misturar com 1 g (C18) durante 5 min, até a
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obtencdo de uma mistura homogénea que era deixada em repouso por no minimo 3
horas. A mistura era introduzida em uma coluna de vidro (10 cm de comprimento e 2,0
cm de diametro), e eluida com 20 mL de uma mistura de acetonitrila: metanol (50:50
v/v). O residuo foi evaporado e ressuspenso em 1 mL de metanol antes da
determinagdo cromatogréfica.

O método QUEChERS desenvolvido Anastassiades et al. (2003) e adaptado por
Desmarchelier para determinar patulina: consistia em pesar 10,0000 g de amostra
fortificada e deixadas em repouso por 24 horas para total evaporacdo do solvente.
Logo apds foram adicionados 10 mL de acetonitrila, seguido de agitagcdo em vértex. Em
seguida foram adicionados 4 g de sulfato de magnésio, 1 g de cloreto de sddio. O
material foi centrifugado (3200 g 10 min/ 25 °C) e ao sobrenadante recolhido foram
adicionados 150 mg de sulfato de magnésio e 25 mg de acido propil sulfénico (PSA),
seguido de agitacao orbital (200 rpm /1 min/temperatura ambiente) e centrifugacao
(3200 g /5 min/ temperatura ambiente). Apos a etapa de limpeza 1 mL do sobrenadante
foi recolhido para a determinagao cromatografica.

Método A.O.A.C (2000): consistia em pesar 10,0000 g de amostra fortificadas
deixando-as em repouso por 24 horas. Para extracdo foram empregados 20 mL de
acetato de etila agitando vigorosamente a mistura durante 1 minuto em vortex,
repetindo o procedimento mais duas vezes. As fases organicas foram combinadas e
submetidas a particdo com 10 mL de solucdo de carbonato de sédio 1,5%. O extrato
organico obtido foi adicionado 1 g de sulfato de sédio anidro para a remoc¢do de agua
residual. O extrato foi transferido para uma coluna de vidro (10 cm de comprimento e
2,0 cm de diametro) contendo 6 g de silica gel (seca), sendo a toxina eluida com 20 mL
de acetato de etila. ApGs a evaporacado, o extrato foi ressuspenso em 500 uL de &gua:
acetonitrila (90:10 v/v) para determinacdo cromatografica. Todas as extracdes foram

realizadas em triplicata.

O método oficial foi adequado para minimizar o uso de solvente extrator, diminuir
o efeito da interferéncia da pectina através da acidificacdo do meio (pH 3), incluséo do
banho ultrassénico para facilitar a descompartimentalizacdo das células do tecido da
fruta e exclusdo dos sais para diminuir o gasto de reagentes e os problemas com o

descarte dos residuos. Os efeitos foram avaliados tendo como resposta 0s niveis de



34

recuperacdo da patulina. Na Tabela 7 encontram-se as modificacbes realizadas no

método oficial.

Tabela 7: Variaveis estudadas para adaptacdo do método oficial a extracdo de PAT em
macas.

Variaveis A.O. AC A.O.A.C
Oficial Modificado
Solvente extrator (acetato) 80 mL 40 mL
Agitacao (vortex) 3 min. 6 min.
Agitacao (ultrassom) - 15 min.
pH 4,2 3,0
Sais CaCO3(1,5% p/v) NaCl (19) -

Variaveis Adaptadas

» Solvente extrator: a proposta do método oficial seria a extracdo da patulina num
volume 80 mL de solvente extrator. Testes foram realizados para verificar se a
diminuic&o do solvente causaria perdas na recuperacdo da micotoxina. Os volumes
foram gradativamente diminuidos nas etapas de extracdo, resultando em um
volume final de 40 mL.

» Agitacdo em vortex: como descrito no item 4.3.2 o método oficial recomenda 3
minutos de agitacdo em vértex. Foram realizados testes dobrando o tempo de
agitacao.

» Agitacdo em ultrassom: a inclusdo do ultrassom na extracdo de diferentes
micotoxinas foi realizada anteriormente no laboratério (LAMCA) mostrando bons
resultados em varios meétodos de extracdo de micotoxinas. Foram realizados
testes no método oficial de extragdo da patulina, adotando 15 minutos de banho
ultrassénico na poténcia 60 Hz, estando a amostra e 0s agentes extratores em
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tubos de centrifuga presos em suportes préoprios para que ambos fossem
submetidos as mesmas condi¢des de ultrassonicacéo.

» pH: a acidificacdo do meio com acido cloridrico 0,1 M durante 24 horas a uma
temperatura de 25 °C, com o propdsito de separacao da pectina um interferente na
etapa de extracdo, além da estabilizacdo da patulina.

» Exclusdo dos sais: A exclusdo dos sais para clarificacdo e remoc¢ao de agua teve

como objetivo a diminuicdo dos residuos gerados na extracao.

4.4. Validagdo do Método Oficial Adaptado

Para a determinacé&o do limite de quantificagcdo do método LOQ,, foi considerado
o limite de quantificacdo do instrumento e as diluicdes realizadas durante o preparo do
extrato da amostra (INMETRO, 2003).

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade (RSD,),apos
fortificacdo de maca da variedade Gala em trés niveis, seguido por extracdo da patulina
com o protocolo do método oficial modificado. A repetibilidade do método foi expressa
pela estimativa do erro padréao relativo percentual (RSD%) (Equacéo 1,2).

A exatiddo foi avaliada através da recuperacdo, obtida pela determinacao
cromatografica das mesmas amostras preparadas para a determinacdo da precisédo e
calculada, conforme Equacéo 3. (INMETRO, 2003).

R(%): Cl'C2/C3 x 100 (3)
Em que:

C, = concentracdo determinada na amostra fortificada;
C, = concentracéo determinada na amostra nao fortificada;
C; = concentracéo adicionada do padréo.

Os valores aceitaveis de recuperacao para analise de tracos estdo entre 70 e
120% com precisédo de até +/- 20% (INMETRO, 2003).

A seletividade do método foi avaliada pela comparacéo entre uma curva analitica
de PAT com o extrato da matriz (curva de efeito matriz) e uma curva analitica sem a

presenca da matriz. Para a construcdo da curva de efeito matriz, primeiramente foi
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realizada a extracdo de uma amostra de maca (isenta de PAT) empregando o método
de extracao da A.O.A.C modificado.

A curva de efeito matriz foi construida através da injecdo de seis pontos em
triplicata nas seguintes concentragbes: 0,01, 0,02, 0,04, 0,05, 0,06 e 0,1 pyg mL*
diluidos no extrato da fruta, e a curva com padrao foi construida com 0os mesmos
pontos da curva na matriz. A seletividade foi estimada a partir do céalculo de fator de
matriz das curvas, usando a relacdo entre os coeficientes angular de ambas as curvas

analiticas.

4.5. Caracterizacao Fisico- Quimica da Maca

4.5.1. Preparo de Amostra para Caracterizacéo Fisico- Quimica da Maca

Para caracterizacao fisico- quimica as amostras de maca de cada coleta foram
descascadas e trituradas em blender, até a obtencdo de uma pasta homogénea. As

cascas também foram trituradas em blender para a caracterizacao.

4.5.2. Umidade — Método n° 935.29 - AOAC (2000)

Foram secas capsulas de aluminio por 30 minutos em estufa a 105 °C e
resfriadas em dessecador. As capsulas vazias foram pesadas e suas massas,
anotadas; foram adicionadas aproximadamente 3,0000 g de amostra de maca em cada
capsula tarada e novamente as massas foram apontadas. As capsulas foram levadas a
estufa a 105 °C por 6 horas, ap0s esse tempo, levadas ao dessecador até o equilibrio
com a temperatura ambiente. Foi feito uma pesagem das massas e repetida a
operacdo de secagem a cada 30 minutos, até que o peso se tornasse constante. O

mesmo procedimento foi realizado para as cascas das magcas.
% Umidade: M, — Mg/M, X100 (4)
Em que:

M, = massa inicial (Q)

Mg = massa final (g)
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4.5.3. Cinzas - Método n° 923.03 — AOAC (2000)

Primeiramente, os cadinhos foram identificados e levados a mufla a temperatura
de 560 °C por 1 hora. Antes de retira-los da mufla a temperatura foi reduzida a 150 °C,
seguindo o resfriamento em dessecador até atingir a temperatura ambiente para
afericdo da massa. Neles foram pesados aproximadamente 3,0000 gramas de amostra
de maca. Foi realizada uma carbonizag&o prévia o em Bico de Bunsen e a incineragéo
foi concluida em mufla a 560 °C ao longo de 3 horas, seguindo o mesmo procedimento
operacional antes da pesagem. Para dar fim a determinacao, a incineracdo foi repetida
até que a massa se tornasse constante. O mesmo procedimento foi realizado para as

cascas das macas.

% cinzas = massa cinza/massa amostra x 100 (5)

4.5.4. Acidez Total Titulavel e pH - Método AOAC (2000)

20,0000 g de amostra foram trituradas em homogeinizador com 100 mL
de 4gua. Apos a filtracdo foi recolhido o sobrenadante que foi determinado o pH e 20
mL utilizados para titulagdo com solucdo de NaOH 0,1 M padronizada (0,098) usando

como indicador uma solucao alcodlica de fenolftaleina 0,5%.

% (acido malico) = [V x eq.g &cido x 100] / P (6)

Em que:
V = volume de NaOH.

P = g ou mL da amostra usado na titulacéo.
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4.5.5. Determinacdo dos Compostos Fendlicos

Foram pesados 3,0000 g de amostra e adicionados 10 mL de metanol, sendo a
mistura submetida a agitacdo horizontal. Ap6s uma interrupcdo de 15 min, a agitacdo
da mistura foi continuada com auxilio de mais 10 mL de metanol. O extrato foi filtrado, o0
metanol evaporado e 0os compostos fendlicos ressuspendidos em agua destilada. Em
seguida o extrato foi clarificado com hidroxido de béario 0,1M e sulfato de zinco 5% e
apos 20min de repouso, centrifugado, filtrado e o volume aferido a 25 mL com agua
destilada (SOUZA et al.,2007).

A quantificacédo dos fendis no extrato foi realizada utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteau (acido fosfotungstico e acido fosfomolibidico 2 N em meio alcalino). Para
isto aliguotas de 0,5 mL do extrato fendlico foram adicionados a tubos de ensaio
juntamente com 0,5 mL de 4gua destilada. Em seguida, foram adicionados 4,5 mL da
solugdo alcalina (Na,CO3 4%, CuSO,4 2% e tartarato duplo de sédio e potassio 4%, na
propor¢do de 100:1:1). Os tubos permaneceram por 15min em banho-maria a 40°C.
Posteriormente foram adicionados 0,5mL do reagente de Folin-Ciocalteau (diluido 1:2
em agua destilada), deixando em repouso por um intervalo de 10min. O complexo
colorido resultante da reducdo do reagente pelos componentes fendlicos do extrato
teve sua absorvancia determinada a 750nm sendo o sinal tomado como transmitancia.
A quantificagdo dos compostos fendlicos totais foi estimada por interpolacdo das

absorvancias das amostras empregando curva de calibracdo de acido galico (1,7 a 13

ug mL™?).

4.6. Ocorréncia de PAT em Maca e Péssego

As amostras coletadas de mac¢a das variedades Gala, Fuji, Golden Delicious e
Argentina e péssego das variedades Amarelo e Molar foram submetidas a extracéo
conforme o método adaptado e validado. Todas as determina¢fes foram realizadas em
triplicata.
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4.7. Estimativa da Distribuicdo de Patulina em Suco e Polpa das frutas

Para a estimativa da distribuicdo da patulina no residuo soélido e na fracdo
aguosa foram consideradas as quatro variedades de macads de grande aceitabilidade
comercial (Gala, Golden Delicious, Fuji e Argentina), o periodo de coleta se deu em
setembro de 2013. Nos dois casos foram coletados 500 gramas das frutas do proprio
produtor (em feiras livres) e coletadas em redes de supermercado, onde se emprega
camaras frias para conservacdo antes da exposicdo para venda. Até o momento da

utilizacdo as frutas foram mantidas sob refrigeracao.

Primeiramente as superficies das macas foram limpas com etanol, e em seguida
com o auxilio de uma seringa de 50 L a solugéo padrdo de patulina (10 yg mL™) foi
injetada no centro das frutas e as mesmas colocadas em um recipiente fechado por um
periodo de quatro dias. Apés esse periodo as frutas foram descascadas, logo apos
foram homogeneizadas em blender por cinco minutos até que os pedacos estivessem
totalmente desintegrados. A massa obtida foi centrifugada a uma rotacdo de 3200 g e
temperatura de 25 °C.O sobrenadante foi separado do residuo soélido para posterior
extracdo da micotoxina distribuida em ambos. Foram quantificadas em HPLC-UV

utilizando o método desenvolvido neste trabalho.



5.APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1. Estabelecimento das Condi¢cdes Cromatogréaficas

5.1.1. Definicdo da Fase Movel para Eluicdo da PAT em HPLC-UV

Para estabelecer as melhores condigcBes cromatograficas para a determinagdo de
patulina foram feitas injeces usando solugcbes padrdo. As variaveis estudadas na
etapa cromatografica foram as proporcbes da fase movel e acidificacdo. O
comprimento de onda escolhido para a deteccédo do analito foi 276 nm, descrito na
literatura (SARGENTIL, 2010). Usando uma proporcédo de agua ultrapura: acetonitrila
(90:10 v/v) a patulina foi eluida em 4,2 minutos num total de 10 minutos de elui¢é&o.
Nesta condicdo nao foi verificado alargamento de banda e o pico apresentava forma

gaussiana (Figura 6).
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Figura 6: Cromatogramas da micotoxina PAT em HPLC - UV dutilizando quatro

diferentes testes da fase movel.

01: Agua ultrapura: ACN (90:10 v/v); 02: Agua ultrapura: ACN (80:20 v/v); 03: Agua
ultrapura: ACN (70:30 v/v); 04: mesmas propor¢cdes dos testes 01, 02, 03 com
acidificagéo.



41

Em todos os cromatogramas a patulina pode ser visualizada, mas os tempos de
retencdo diferiam. Observando os cromatogramas 02 e 03 o pico apresentava
deformacéo posterior e base alargada, sendo os tempos de retencdo de 4,5 e 5,5
minutos respectivamente. O cromatograma 04 apresentou ligeiro alargamento na base
e tempo de retencao de 4,5 minutos. Portanto foi escolhido o cromatograma 01 que foi

obtido na condicdo descrita.

A acidificacdo também proporcionou resultados cromatogréaficos satisfatorios

(cromatograma 04), porém o cromatograma 01 foi o perfil mais definido.

Bacha 2012 determinou patulina em HPLC - UV equipado com coluna analitica
C18 (25 cm x 4, 6 mm 5 pm) e vazdo de 1,0 mL min™, operando em modo isocratico
com uma fase mével dgua: acetonitrila (90:10 v/v), obteve um tempo de retencéo de

4,8 min, 0 que € similar ao deste trabalho.

5.1.2. Limite de Deteccao e Quantificagdo, Curva Analitica, Linearidade e

Precisao

Para a construc@o da curva foram utilizados seis niveis de concentracdo da PAT,
abrangendo desde o LOQi (0,01 ug mL™), sendo o ultimo ponto dez vezes maior que
o primeiro (0,1 pg mL™?) (Figura 7). Esses valores estdo de acordo com a ANVISA, que
sugere cinco concentracbes que devem ser injetadas em ordem crescente de
concentracdo, no minimo em triplicata de cada, com estimativa de erro relativo de

(RSD %) entre as injecdes inferiores a 5%.

33000 y=257927x+ 4494,7
R?=0,9934 ° C
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Figura 7: Curva analitica do padrdo de PAT (0,01 - 0,1 ug mL™)
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As areas dos picos obtidos com as diferentes concentracfes de padrdo (Tabela
8) foram ajustadas em modelo de regressdo linear para ser empregado na
guantificacdo da micotoxina PAT. O coeficiente de correlagcdo do modelo (r) foi maior
que 0,99, portanto de acordo com as orientagdes da ANVISA e do INMETRO, que
recomendam a faixa de r 2 0,99 e r =2 0,90 respectivamente (ANVISA, 2003).

Tabela 8: Indicativos quantitativos para determinacao da PAT

Indicativos Curva analitica PAT
Curva analitica y = 257927 x + 4494,7
Intervalo (ug mL™) 0,01-0,1
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9934
Limite de deteccdo LOD; (ug mL™) 0,001
Limite de quantificacdo LOQ; (ug mL™) | 0,01

A precisdo do instrumento foi avaliada em termos de repetibilidade (RSDr) e
precisdo intermediaria (RSDpi). O RSDr foi obtido a partir de 10 inje¢Bes sucessivas do
padrdo de PAT, referente a um ponto da curva analitica (0,1 yg mL™) e a preciséo
intermediaria por dois analitos conforme sugerido pelo INMETRO (2003) que
recomenda sete ou mais repeticdes para o calculo da estimativa do desvio padréo. Foi

obtido um RSDr entre 1,2 e 1,7 e precisao intermediaria entre 6,7 e 9,2%.

5.2. Estabelecimento das Condi¢cdes de Extragdo

5.2.1. Estudo da Recuperacdo do Método MSPD, QUEChERS e A.O.A.C

A escolha do método de extracdo utilizado para a validagdo do método de
deteccdo e quantificacdo da PAT em amostras de maca foi realizada a partir dos

resultados de R(%) e CV%. Estes valores estdo apresentados na Tabela 9.



43

Tabela 9: R(%) e CV% dos métodos de extracdo MSPD, QUEChERS e A.O.A.C

Nivel de Fortificacao Método de extracao R(%) +/- CV
(2x LOD) 58 +/- 6,1
(4x LOD) MSPD 37 +/- 32,4
(5x LOD) 54 +/- 5,9
(2x LOD) 59 +/- 5,7
(4x LOD) QUEChERS 61 +/- 13,9
(5x LOD) 29 +/-21,1
(2x LOD) 69 +/- 3,7
(4x LOD) A.O.A.C 77 +/-3,1
(5% LOD) 57 +/- 2,9

O método MSPD apresentou valores de recuperacao R (%) entre 37 e 58%
para 0os niveis de contaminacdo estudados, com coeficiente de variacdo acima do
recomendavel (32,4%) para conferir confiabilidade ao estudo (maximo 20%). Os
valores aceitaveis de recuperacdo para analise de tracos estdo entre 70 e 120%,
estando todos dentro desse limite (INMETRO, 2003). Nesse estudo os percentuais de
recuperacao foram inferiores ao encontrado por RI - NA (2008), que obteve percentuais
de recuperacdao satisfatorios para amostras de maca e suco concentrado de maca (89-
103%) e (85-98%) respectivamente.

O método QUEChERS resultou em de recuperacdes entre 29 e 61%, ou seja
abaixo do recomendado e ainda o coeficiente de variacdo estava acima do permitido
para conferir confiabilidade ao estudo ( 21,1%). O método foi utilizado para a
determinagdo da patulina em amostras de péra, promovendo uma recuperacdo 94-
104% (DESMARCHELIER, 2011).
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O método A.O.A.C para determinacdo de patulina resultou em percentuais de
recuperacao entre 57 e 77%, o mais préximo ao recomendado (ANVISA, 2003), cujo o
CV(%) maximo foi de 3,7%. A partir disto foram realizados experimentos para adequar

os teores de recuperacdo e gerar menos residuos quimicos para o descarte.

5.3. Validacdo do Método A.O.A.C Adaptado

O limite de quantificacdo LOQ,, para o método de extracdo da A.O.A.C

modificado para a PAT em amostras de maca foram de 0,5 ug kg™ .

Para a repetibilidade os teores de (RSD,) variaram entre 4,5 e 7,9% estando de
acordo com o estabelecido pela INMETRO (2003), que sugere valores de no maximo
20%.

O método da A.O.A.C é geralmente utilizado na extracdo da PAT em amostras
de tecidos vegetais como macd, uva e péra e tem demonstrado ser um método
eficiente com valores de recuperacdo acima de 80%. Neste estudo algumas
modificacbes foram necessarias para que a extracdo fosse mais eficiente e
obtivéssemos percentuais de recuperacdo desta ordem. Essas modificacdes foram o
emprego da agitacdo com ultrassom associada a agitacdo em vortéx, além da

acidificacdo do meio.

O emprego da agitacdo com ultrassom conferiu maior eficiéncia na extracao,
uma vez que as ondas percolam a matéria, provocando bolhas que explodem e
consequentemente aumentam o movimento das moléculas, que associado a agitacao
dos tubos em vortex propiciaram maior interacéo soluto - solvente. A acidificacdo pode
ter promovido maior estabilidade a estrutura da patulina e uma menor interferéncia da
pectina presente na matriz (WANG, PAGAN e SHI, 2002; CHO, HWANG, 2000).

O método da A.O.A.C modificado neste estudo foi aplicado em amostras de
macas em trés niveis de fortificagdo. Os valores de recuperacdo variaram entre 82 e
87%, cujos CV variaram entre 4,5 e 7,9% demonstrando que a modificacdo na forma
de agitacdo e acidificacdo do solvente propiciaram melhora comparativamente ao

método original quando aplicado as nossas amostras (Tabela 10).
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Tabela 10: Valores de recuperacdo para PAT em amostras de macga

Nivel de Fortificagdo %R CV %
(2x LOQ) 82 4,5
(4x LOQ) 83 7,9
(5x LOQ) 87 6,1

Outros autores tem utilizado o método da A.O.A.C com sucesso, porém sem
adotar modificacdes como neste trabalho. Welke, et al. 2008, determinaram patulina
em suco de macgd concentrado e pasta de macéd, obtendo 93, 96 e 96% para os trés
niveis de fortificacdo estudados 50,100, 200 ug L™ para o suco de maca concentrado,
enquanto que para a pasta de maca os percentuais de recuperacdo foram 91, 92 e
88% para os trés niveis de fortificacdo 200, 300 e 400 ug kg™*. No trabalho de Junior et
al. (2007) também foi utilizado o método oficial para extracdo da patulina em amostras
de uva, e foram obtidos valores de recuperacédo entre 60 e 85%.

Embora ndo seja muito estudado o efeito de matriz para detectores de
ultravioleta, é recomendavel testa-lo visto que quando nido € possivel garantir que
serdo encontradas amostras isentas de contaminacdo, pelo fato que a ocorréncia da
micotoxina é aleatdria. No caso deste estudo as curvas padrdo no solvente e no extrato
da matriz foram paralelas e os coeficientes lineares foram muito semelhantes,
demonstrando que ndo ha interferéncia da matriz na determinacdo do analito de
interesse (INMETRO, 2003). Os dados de regressao linear da curva de matriz e curva

padrédo estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11: Indicativos de desempenho para as curvas na matriz e padrao

Indicativos Curva na matriz Curva padréo
Concentracées (ug mL™) 0,01- 0,1 0,01- 0,1
Coeficiente de correlacao (r) 0,9813 0,9941
Coeficiente linear (a) 255538 257927

A relacdo entre os dois coeficientes lineares é aproximadamente 1 (1,009),
portanto segundo Kruve (2009), quando a resposta do analito é igual a 1 nenhum efeito
matriz € observado. Esta caracteristica € mais uma garantia para a confiabilidade dos

resultados obtidos para a aplicagdo do método.

5.4. Caracterizacdo Fisico- Quimica da Maca

5.4.1. Umidade

No caso das quatro variedades de maca estudadas foi observado uma diferenca
significativa entre os percentuais de umidade para a primeira coleta (julho) em relacdo
a Ultima coleta (setembro) (Tabela 12), os valores variaram de (68- 89%) de umidade
para a polpa da fruta com um CV entre (2-10%). Para a casca o0s valores variaram de
(59-82%) de umidade com um CV variando de (2-10%).

Os dados do estudo demonstraram que o percentual de umidade foi maior na
coleta de setembro, estando as frutas com um tempo de maturacdo maior, sugerindo
gue as macas estariam mais susceptiveis a contaminacdo fungica, pois com o passar
do tempo a atividade metabdlica propiciou um maior teor de agua livre que pode ser
verificado nas amostras com mais de 80% de umidade, portanto mais disponiveis para

0 desenvolvimento microbiano.

Comparando os niveis de umidade ao longo do periodo amostrado as maiores
variacdes foram verificadas para as macas da variedade Fuji e Golden Delicious, que

apresentaram aumentos superiores a 10%. O valor médio de umidade estimado para
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as quatro variedades foi de 79% que € inferior ao valor encontrado por Cérdova (2006)
de 87,2% para a maca comercial, Goularte et al. (2006) encontraram 85% para macga
Fuji madura e 83% para macad Fuji supermaduras e Souza e Ocacia (2009)
encontraram 85%. Cabe salientar que os autores empregaram determinacdo de

umidade pelo método gravimétrico de secagem em estufa, como neste trabalho.

5.4.2. Cinzas

Os percentuais de cinzas encontrados para a polpa das macés deste trabalho
variaram entre 2 e 3% CV (6-18%). Nas cascas das macgas 0s percentuais variaram
entre 1 e 4% e CV (7-19%). Os valores de cinzas obtidos nas polpas analisadas foram
aproximadamente 5 vezes mais elevados que o relatado por Moura et al. (2012), cujos
percentuais foram da ordem de 0,5% para macéas in natura e 0,6% para macas
desidratadas. Fato que confirma que a variabilidade dos teores de cinzas em frutas &
determinada por variaveis abidticas. No caso do interesse em relacionar com a
contaminagdo fungica ndo ha muitos estudos associando a este fator, embora o

metabolismo fangico possa ser afetado pelos minerais presentes no substrato.

5.4.3. Acidez Total Titulavel e pH

Neste estudo o pH das quatro variedades de maca ndo variou ao longo das
coletas, sendo a variedade Golden Delicious a que apresentou os valores de pH mais
baixos durante o periodo avaliado. O pH médio das amostras (4,3) é semelhante ao
encontrado por Vicenzi e Bilhalva (1998) e por Coérdova (2006) para macas Fuji da
regido de Curitiba, enquanto que Goulart (2000) encontrou valores inferiores (3,9) para

maca Fuji colhidas no estadio de maturacéo indicado para a comercializa¢do “innatura”.

Um aspecto que chama atencdo é que os valores de pH encontrados séo
favoraveis a producdo de patulina pelo fungo Penicillium expansum, uma das espécies

produtoras.
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5.4.4. Determinacdo dos Compostos Fendlicos

No nosso trabalho o conteudo dos compostos fenolicos livres (CFL) foi
expresso como &cido galico/ g de polpa de maca variando entre (744- 2464 ug g™ +/- 7
e 19%), visto que este é um dos primeiros acidos fendlicos a ser formado na via de
sintese dos compostos polifendlicos. Na variedade Gala foram encontrados 0s maiores
niveis de (CFL) ao longo do periodo de coleta (2464 ug g de amostra), sugerindo que
se eles possuem papel de defesa e tem menor probabilidade de ocorrer a
contaminacdo fungica (BAKAN et al., 2003; GRIFFIN, 1994; RASOOLI e ABYANEH,
2004).



Tabela 12: Faixa de variacdo da composi¢cao das magas entre julho a setembro de 2013 e CV %.
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Variedades (Polpa) (Casca) (Polpa) (Casca) (Polpa) (Polpa) (Polpa)
Umidade % (CV) | Umidade % (CV) | Cinzas % (CV) Cinzas % (CV) CFL* (ug g-) (CV) pH (CV%) Acidez (CV%)
Fuji 68-81 | +/-9,2% | 59-72 | +/-9,9% | 2,5-3,6 | +/-18% | 2,1-3,1 | +/-19% 744-856 +/-7% 4,1-4,7 +/-8% | 0,03-0,04 +/-16%
Gala 81-84 | +/-2,1% | 67-82 | +/-10% | 2,4-3,3| +-17% | 2-2,4 | +/-16% 2104-2464 +/-8% 4,4-4,9+/-6% 0,04 + ni
Argentina 82-87 | +/-3,1% | 71-81 | +/-6,5% | 2,9-3,3 | +/-6,5% | 1,1-1,7 | +/-7,5% | 1189-1667 +/-19% | 4,3-4,5+/-2,5% 0,2 + ni
Golden 73-89 +/-10% | 65-68 | +/-2,2% | 2,3-2,8 | +/- 10% | 3,1-4 | +/- 14% 807-934 +/- 7% 3,4-3,5+/- 1,5% 0,2 + ni
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5.5. Ocorréncia de PAT em Macgéas e Péssegos

O método adaptado para determinacdo de PAT foi utilizado para a quantificacédo
desta micotoxina em amostras de macas e de péssegos “in natura”. Os estudos a cerca
da contaminacdo em péssegos sdo escassos comparativamente as macas, e na regiao
Sul é praticamente inexistente ainda que seja uma das principais produtoras do pais.
Das amostras analisadas de macéd das quatro variedades, os niveis de contaminacdo
foram abaixo do limite de deteccdo do método (Tabela 13). As amostras que
apresentaram contaminacdo mais elevada pertenciam as variedades Golden Delicious
(173 pg kg?), seguido da variedade Argentina (59 e 75 ug kg™). Esses valores estdo
acima do permitido pela legislacdo do Brasil que regulamenta 50 ug kg™ para suco e
polpa de macd. Nos péssegos das variedades amarelo e molar ndo foi detectada
contaminacdo, usando o método da A.O.A.C adaptado, o que pode ser promissor para
a saude publica.

Tabela 13: Quantificagdo da PAT em amostras de maca e péssego.

Variedades/N° de Contaminacéao CV%
amostra .
S (Mg kg™)
<LOQ* -
*

Fuji (15) <LoQ -
<LOQ* ]
<LOQ* -

Gala (15) 21 8,0
<LOQ* -

<LOQ*59 4,7
Argentina (15) s 3.9
6,4
173 3,8
. 7,7
Golden Delicious (15) 38
<LOQ*

<LOQ*: nivel abaixo do limite de quantificacdo do método.
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A figura 8 mostra o cromatograma da amostra contaminado da variedade Gala,
com tempo de retengcdo em 4,6 minutos, ou seja, com um tempo de retencdo maior do
gue o obtido com o padréo de patulina. Esse fato pode ser explicado pela interferéncia

da matriz na deteccao da micotoxina, que tem seu tempo de retencao alterado.
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Figura 8: Cromatograma da amostra de maca contaminada com PAT.

Um estudo realizado no Brasil na cidade de Campinas avaliou a ocorréncia de
PAT em 30 amostras de suco de maca obtido por moagem ou prensagem da fruta
sélida, com posterior etapa de clarificacdo e pasteurizacdo, nelas foi detectada a
presenca de patulina em apenas 3,3% das amostras em niveis inferiores ao
recomendado pela legislacdo (17 pg L) (SYLOS e RODRIGUES-AMAYA, 1999),
semelhante ao deste trabalho onde apenas 4,1% das amostras estavam contaminadas.

No Reino Unido por Burda (1992), analisando 328 amostras de suco de maca
encontrou 23% delas com a toxina com niveis de contaminagdo variando entre 51 e
1130 g L™, superiores ao permitido pela legislagdo da Unido Europeia, que também
estabelece 50 pg L™ como limite maximo para suco de macéd e derivados. Estas
diferengcas na frequéncia de contaminacdo podem estar relacionadas a diferentes
variaveis bioticas (variedade da fruta e viruléncia da cepa fangica) e abiéticas (manejo
da cultura, condicbes ambientais e outros).

De acordo com os dados obtidos a variedade Golden Delicious apresentou o
valor mais elevado de contaminagdo. Cabe mencionar que ela foi a variedade que
apresentou os percentuais mais elevados de umidade na coleta no més de setembro
(89%) e o pH mais proximo ao ideal para o desenvolvimento fungico. Ainda é

importante salientar que nas amostras desta variedade foram encontrados os menores
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teores de compostos fendlicos livres, reforcando a relacdo destes compostos com
mecanismos de defesa das plantas.
Como era esperado os fatores bioticos (composicdo do substrato) séo

importantes para a susceptibilidade a contaminacéo fungica.

5.6. Estimativa da Distribuicéo de Patulina no Suco e na Polpa de Frutas

O estudo da distribuicdo da PAT no suco e na polpa das macas e péssegos foi
conduzido para inferir sobre o risco de contaminacdo dos produtos derivados a partir de
matéria prima contaminada. As frutas foram contaminadas artificialmente a partir do
pedunculo como ocorre na natureza, pois o fungo penetra a partir deste ponto para o

interior. Os valores percentuais de recuperacao estao na Tabela 14.

Nas macas, apesar da solubilidade da micotoxina em meios polares ela ficou
aderida ao residuo solido, possivelmente pelo papel adsorvente da pectina (YAPO,
2006). Em péssego os resultados foram diferentes para ambas as variedades
estudadas que resultaram em percentuais de recuperacdo mais elevados na fracdo
aguosa da fruta, fato que pode ser explicado pela menor interferéncia da matriz na

solubilidade da PAT que acompanha a fracdo aquosa durante a extragéo do suco.

Novamente a variedade Golden Delicious destacou-se das demais e mostrou 0os
mais elevados percentuais de recuperacdo na fragcdo aquosa. Isso indica que essa
variedade causaria um risco maior de contaminacédo no preparo de suco de maca. A
variedade Argentina apresentou os maiores percentuais de recuperacdo no residuo
sélido, sugerindo que ao serem usadas para o preparo de geleias, haveria maiores
risco de contaminacao pelo consumo. Nos péssegos 0 maior risco esta no preparo de

sucos a partir das duas variedades (Tabela 14).



Tabela 14: Distribuicdo da PAT na fracdo aquosa e residuo sélido das macas e dos

péssegos.
Maca % Residuo sdlido % Fracdo aquosa
Fuji 78 19
Gala 71 22
Golden 73 33
Argentina 79 13
Péssego Residuo sélido Fracdo aquosa
Amarelo 45 49
Molar 37 65




6.CONCLUSOES

Dentre os métodos propostos o da A.O.A.C foi o escolhido para ser adaptado,
devido aos melhores percentuais de recuperacao obtidos. Contudo, este método pode
ser aprimorado elevando sua eficacia na aplicacdo em frutas in natura de clima
temperado. A agitacdo em ultrassom e a acidificacdo do solvente foram fundamentais

para maior eficiéncia do método.

A ocorréncia de PAT foi verificada em 4,1% das amostras de maca in
natura. As amostras da variedade Golden Delicious apresentaram 0s maiores
percentuais de contaminacdo (173 ug kg') seguido das amostras da variedade
Argentina (75 pg kg™). Nos péssegos das variedades amarelo e molar ndo foi
detectada contaminacdo, usando o método da A.O.A.C adaptado, o0 que pode ser

promissor.

Quanto a composi¢cao quimica ndo houve diferenca significativa entre o teores
dos componentes nas quatro variedades estudadas. As macas da variedade Gala

foram as mais ricas em compostos fendlicos livres.

Avaliando a distribuicdo da patulina na polpa e no suco das macas e péssegos
contaminados artificialmente ficou demonstrado que na fragdo aquosa da variedade
Golden Delicious foram encontrados os mais elevados percentuais de recuperacédo do
contaminante (33%), indicando que essa variedade causaria um risco maior de
contaminacdo ao ser empregada para o preparo de sucos. Ao contrario a variedade
Argentina apresentou 0s maiores percentuais de recuperacao no residuo sélido (79%),
demonstrando que o preparo de geleias causaria maior risco no seu consumo. Nos
péssegos 0 maior risco esta no preparo de sucos.

Dentre os principais desafios futuros da presente pesquisa destacam-se a
validacdo do péssego, a determinacdo de pectina nos mesmos, assim como, nas
macas, outras formas de preparo de amostra e seus efeitos, e finalmente o tratamento

de residuos e a sua descontaminacao.
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