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Introducao

A crescente preocupagao com a inocuidade e a
qualidade dos produtos agricolas tem levado os

paises importadores a serem mais exigentes quanto

a segurancga dos alimentos. As micotoxinas, toxinas
produzidas por fungos e presentes em produtos de
origem vegetal e animal, podem prejudicar a saude
humana e de animais através da ingestéo de alimentos
contaminados. Notadamente nos ultimos anos, as
micotoxinas vém ganhando atencao global devido aos
efeitos adversos para saude e economia (SCUSSEL et
al., 2008).

A patulina (PAT) & uma micotoxina produzida por
algumas espécies de fungos do género Penicillium,
Aspergillus e Byssochlamys, que podem crescer em
varios alimentos, sendo o fungo mais importante o
Penicillium expansum (SOUZA, 2009). A podridao
produzida por ele apresenta manchas macias e aquosas
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e a parte deteriorada separa-se facilmente do tecido néo
contaminado. Estes focos de podridéo podem conter
uma grande propor¢ao de patulina. Ja foram detectados
até 150 g desta micotoxina em 1 kg de suco extraido de
magas deterioradas (SCUSSEL, 1998).

Os principais alimentos infectados sdo macas e peras,
assim como seus derivados, sucos e sidras. A ocorréncia
de podridao nesses frutos promove a contaminagéo

dos mesmos pela patulina. Esta micotoxina
normalmente migra para o tecido sadio e € encontrada
em concentragdes mais altas na parte da fruta ndo
deteriorada pelo fungo. Por esta razéo, recomenda-se

a retirada da podridao e do tecido sadio proximo para
prevencgao da contaminagao pela patulina.

A contaminagao de sucos de maga acontece
principalmente no periodo de entressafras, onde as
frutas estragadas sao utilizadas juntamente com as
sadias.
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Muitos paises tém adotado a recomendacgao do Codex
Alimentarius, que indica um nivel maximo permitido de
50 pg/L de patulina em suco de maca. Esse fato estimula
paises exportadores, como o Brasil, a pesquisarem a
qualidade micotoxicolégica dos seus produtos, a fim de
se tornarem competitivos no mercado internacional e de
fornecerem alimentos seguros (MYCOTOXINS..., 2003).
Até 2011, o Brasil ndo possuia limites estabelecidos
para patulina na legislagcéo, contudo, através da RDC

n°® 7 de 18 de fevereiro de 2011 (BRASIL, 2011), ficou
estabelecido o limite de 50 ug/kg para suco e polpa de
magca.

A patulina é denominada como 4-hidroxi-4H-furo[3,2-c]
pirano-2(6H)-1. Sua formula molecular € C,H.O, e

seu peso molecular é de 154,12 g/mol (Figura 1). Sua
atividade carcinogénica ¢ atribuida a insaturagéo a, 3,
juntamente com uma dupla ligagdo conjugada externa
na posic¢ao 4 do anel lactona. Sua absorgdo UV maxima
€ de 256,5 nm e apresenta solubilidade em agua e
solventes organicos comuns, exceto éter de petrleo. E
instavel em solugao alcalina, observando-se queda em
sua atividade biolégica (SCUSSEL, 1998).

OH
o) =

Z~0

Figura 1. Estrutura molecular da patulina.

O

O objetivo deste trabalho foi implementar um
procedimento analitico para determinagao de patulina
em suco de maga. O método usado se baseia no
procedimento descrito pela ISO (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 1993).
Nessa metodologia ¢ feita a separagéo cromatografica
deste analito e de seu principal interferente, o HMF
(5-hidroxi-metil-furfural), por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detecgéo de ultravioleta com arranjo de
diodos (sistema CLAE/UV-DAD).

Parte Experimental

Preparo de amostras

Onze amostras de suco de maga foram obtidas no
mercado varejista do municipio do Rio de Janeiro. As
amostras foram filtradas em papel de filtro rapido devido
ao alto teor de pectina presente no suco.

Extragao

A extragao se baseou no método ISO 8128-
1 (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 1993) e foi realizada com 5 mL do

filtrado e 5 mL de acetato de etila, com homogeneizagéo
em Vortex durante 1 minuto, sendo recolhida a fase
organica. O procedimento foi repetido por duas vezes.
Ao tubo contendo as trés fases orgéanicas extraidas,
foram acrescentados 2 mL de solugéo de carbonato de
sadio 1,4% (p/v) com posterior homogeneizagao em
Voértex por 1 minuto. A fase organica foi recolhida em
tubo reservado. A fase aquosa foram acrescentados 5
mL de acetato de etila, que foram homogeneizados em
Voértex por 1 minuto. Recolheu-se a fase organica para
o tubo de ensaio reservado, onde foram acrescentadas
5 gotas de acido acético glacial. Apés homogeneizacao,
o extrato foi evaporado sob vacuo até que restasse
aproximadamente 1 mL. Em seguida, foi transferido
quantitativamente para frasco de 5 mL utilizando acetato
de etila. Evaporou-se o extrato sob nitrogénio em banho-
maria a 40°C, até a secura. Ressuspendeu-se o residuo
com 500 pL de tampéo acetato (pH=4,0) e transferiu-se
para o frasco de injecao no sistema CLAE-UV/DAD.

Preparo da curva analitica

A partir de uma solugao padrao certificada de patulina
em acetonitrila, foram preparadas oito solu¢gdes com
concentragdes diferentes em tamp&o acetato (pH=4,0),
para os oito pontos da curva. A concentragao da curva
de calibrag&o variou na faixa de 0,1 a 2,0 yg/mL e as
solugdes foram injetadas em quintuplicata.

Preparo do padrao de patulina com HMF

Preparou-se uma solugao de patulina com concentragéo
igual a 9,62 ug/mL, contendo 0,2 ug/mL de HMF em
tampéao acetato (pH=4,0). Esta solugao serve para

se monitorar a separagao entre os picos de HMF
(interferente) e patulina (analito de interesse) na analise
por cromatografia liquida.

Sistema CLAE/UV-DAD

Sistema LC Shimadzu Prominence composto por
controlador CBM 20A, bomba LC 20AT, degasser DGU
20A,, detector de UVvis com arranjo de diodos SPD
M20A, forno CTO 20A, injetor Rheodyne.

Parametros cromatograficos

Utilizou-se coluna cromatografica Symmetry® RP18
de 5 um, (4,6 x 250 mm); fase mével agua:acetonitrila
(90:10); fluxo de 1,0 mL/min; A= 276 nm; e volume de
injecao de 20 pL.

Ensaios de recuperagao

Foram conduzidos seis ensaios de recuperagéo em

dois niveis (50 e 100 pg/kg) através de fortificagao da
amostra de suco (isenta de micotoxina) com as solugbes
padrao de patulina.
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Avaliagao do Método de Analise

Cromatograma obtido por CLAE-UV/DAD

O cromatograma obtido para a solugao padrao de patulina
e de seu interferente, o HMF, na matriz de suco de macga
esta mostrado na Figura 2. Pode-se observar que o
mesmo apresenta uma 6tima resolugdo com as condigdes
cromatograficas aplicadas, sendo possivel distinguir os
dois analitos, assim como outros interferentes.

E (mV)
HMF
tg =4,9 min
Patulina
tg=6,34min

t (min)

Figura 2. Cromatograma obtido para a solugédo padréo de
Patulina contendo o HMF na matriz de suco de maga.

Curva analitica

A validagéo de um procedimento analitico visa a
comprovagao de que o método utilizado é adequado

a finalidade para a qual foi desenvolvido, fornecendo
resultados confiaveis, precisos e reprodutiveis. Os
parametros considerados neste trabalho incluem a
linearidade (coeficiente de correlagéo) e a porcentagem
de recuperacgao.

Linearidade do método

Alinearidade da curva analitica é avaliada para uma
determinada faixa de trabalho, que corresponde ao
intervalo de concentragdes do analito usadas na
composigéo da curva analitica e deve, obrigatoriamente,
apresentar coeficiente de correlacédo (R?) adequado,

ou seja, maior que 0,9. A construgéo da curva analitica
através do método dos minimos quadrados permite a
quantificacdo do analito caso a curva obedeca a certos
critérios de desempenho. O coeficiente de correlagao (R?)
obtido para a curva de patulina foi de 0,9965 e a equagao
de reta foi y=85449 x + 165,28 (Figura 3). Isto demonstra
que o método é linear para este analito na faixa de 0,1 a
2,0 yg/mL.

Resultados dos ensaios de recuperagao

Um parametro importante na validagédo de um método é
a porcentagem de recuperacao. Este valor corresponde
a razao entre a quantidade do analito quantificada pelo
método analitico e a quantidade tedrica adicionada a
matriz antes do procedimento (Equacgéo 1).

massa analito quantificada

% recuperagio = % 100 (Equacéo 1)

massa de padrao teérica adicinada

(CLAE/UV-DAD)
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Y = 85449 x + 165,28
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Figura 3. Curva de patulina na faixa de trabalho, 0,1 a
2,0 yg/mL, obtida no sistema CLAE-UV/DAD.

As médias e os desvios padrdes relativos (RSD) das
recuperagoes obtidas das seis replicatas para a patulina
encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Taxas de recuperagéo da patulina em suco
de maga para os dois niveis de contaminagéo.

Nivel de Contaminagao RSD Recuperagao*
(ug/L) (%) (%)
50,0 9,0 86,0
100,0 11,0 88,0

*os valores apresentados representam a média de 6 replicatas

Estes resultados se adéquam as recomendacdes da
Uniao Europeia (METHOD..., 2012) que estabelece um
percentual de recuperagéo entre 70 e 120% e RSD <

20. Dentre as 11 amostras de suco de maga analisadas,
apenas duas apresentaram contaminagao de patulina de
9 e 13 ug/kg.

Consideragoes Finais

O método utilizado neste estudo demonstrou ser
adequado para quantificagdo de patulina na matriz suco
de maca. As percentagens de recuperagéo obtidas para
os diferentes niveis de concentragao foram satisfatérias
considerando as exigéncias da Unido Europeia. O
meétodo de analise por CLAE/UV-DAD permitiu a
obtengao de cromatogramas com boa resolugao entre os
picos e a presenca do interferente HMF nao prejudicou

a quantificagéo da patulina na amostra. A quantificagao
deste analito sem a etapa de purificagdo dos extratos
com colunas de imunoafinidade demonstrou ser bastante
conveniente.
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