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RESUMO

A presenca de contaminantes em alimentos além de representar um
risco a saude humana e animal, atualmente, € um dos principais entraves
técnicos a comercializagcdo dos produtos agricolas no mercado internacional. A
patulina é uma micotoxina (metabodlito secundario fangico) produzida
principalmente por fungos do género Penicilium, que embora ndo seja
carcinogénica, € mutagénica e neurotdxica. Pode estar presente em frutas
como macga e uva, e alguns cereais, ela é estavel quando presente em suco de
macd, que em muitas vezes destina-se a alimentacado infantil. Este trabalho
apresenta a determinacdo de patulina em suco de maca comercial através do
meétodo de analise 1SO 8128-1, utilizando como ferramenta a CLAE/UV-DAD.
Pelo fato de ter sido detectada a presenca do interferente HMF (5-hidroxi-metil-
furfural), foi necessaria a separacdo cromatografica deste da patulina. Foi
avaliada a recuperacgao de patulina em amostra de suco de maca comercial em
seis replicatas e dois niveis de contaminacdo. A média da recuperacdo de
patulina na concentracao de 16 pg/kg foi de 67% com 21% de desvio padréo
relativo (RSD) e, para a concentracdo de 50 pg/kg, obteve-se média de 73%
com RSD de 21%. O coeficiente de correlacdo (R? obtido para a curva de
patulina na faixa de 0,025 a 3,0 ug/mL foi de 0,9905.

Palavras-chave : patulina, suco de maca, recuperacao.

INTRODUCAO

A crescente preocupacdo com a inocuidade e a qualidade dos produtos
agricolas tem levado os paises importadores a serem mais exigentes quanto a
seguranca dos alimentos. A presenca de contaminantes representa,
atualmente, um dos principais entraves técnicos a comercializacdo dos
produtos agricolas no mercado internacional.
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As micotoxinas sdo metabdlitos fungicos secundarios altamente téxicos
e carcinogénicos, representando, atualmente, risco potencial para o
agronegocio brasileiro e saude humana e animal.

A patulina € uma micotoxina produzida por algumas espécies de fungos
dos géneros Penicillium, Aspergillus e Byssochylamys, que podem crescer em
varios alimentos, sendo o produtor mais importante o Penicillium expansum
(CAST, 2003). Foi identificada em macéas podres contaminadas por fungos e
em cidra comercial em niveis até 45 mg/L. A patulina também foi identificada
em determinados produtos agricolas, tais como: frutas, hortalicas, cereais e
racBes animais mofadas; é estavel em macéa e sucos de uva e em milho seco.
A patulina é considerada mutagénica, imunossupressora e neurotoxica, embora
Nao seja carcinogénica.

O objetivo deste trabalho foi realizar a separacdo cromatografica da
patulina e de seus interferentes, principalmente o HMF (5-hidroxi-metil-furfural)
em extratos de suco de maca comercial.

MATERIAL E METODOS

Preparo da amostra: a amostra de suco de macd comercial foi filtrada
em papel de filtro de filtrac&o rapida.

A extracdo (ISO 8128-1,1993) foi feita com 5 mL do filtrado e 5 mL de
acetato etila, homogeneizados em vortex durante 1 minuto, sendo recolhida a
fase organica. O procedimento foi repetido por 2 vezes. Ao tubo contendo as
trés fases organicas extraidas, foram acrescentados 2mL de solucdo de
carbonato de sodio 1,4% (p/v) e homogeneizados em vortex 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 vortex
por 1 minuto. Recolheu-se a fase organica para o tubo de ensaio reservado,
onde foram acrescentados 5 gotas de acido acético glacial. Apos
homogeneizacgédo, o extrato foi evaporado a vacuo, até o volume de 1 a 2 mL.
Em seguida foi transferido quantitativamente para frasco de 5mL, 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 puL de tampédo acetato
(pH=4,0) e transferiu-se para o frasco de injecdo do CLAE.

Preparo da Curva Padrdo: a partir de uma solucéo padrao certificada de
patulina em acetonitrila foram preparadas oito solugdes com concentragdes
diferentes em tampédo acetato (pH=4,0), para 0s oito pontos da curva. A
concentracéo da curva de calibracdo variou na faixa de 0,025 a 3,0 pg/mL.

Preparo do Padréo de Patulina com HMF: preparou-se uma solugéao de
patulina com concentracao igual a 9,62 pg/mL, contendo 0,2 pg/mL de HMF em
tampdao acetato (pH=4,0).

Sistema CLAE/PDA: UFLC Shimadzu Prominence: controlador CBM
20A, bomba LC 20AT, degasser DGU 20As, detector SPD M20A, forno CTO
20A, injetor manual.

Parametros  Cromatogréficos: utilizou-se coluna cromatografica
Symmetry® RP18, 5 um, (4,6 x 250 mm); fase movel: gua:acetonitrila (90:10);
fluxo: 1,0 mL/min; A= 276 nm; e volume de injecéo: 20 pL.
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Recuperagdo do método: foram conduzidos seis ensaios de recuperagao
em dois niveis: 16 e 50 ug/kg, através de fortificacdo da amostra de suco isenta
de patulina.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O cromatograma obtido para a solugéo padrédo de patulina e de seu
interferente, o HMF, na matriz de suco de maca esta mostrado na Figura 1.
Pode-se observar que o mesmo apresenta uma 6tima resolucdo cromatografica
com as condi¢des cromatograficas aplicadas. Sendo possivel distinguir os dois
analitos, assim como outros interferentes.
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Figura 1. Cromatograma obtido para a solucéo padrdo de Patulina contendo o
HMF na matriz de suco de maca.

A linearidade do método, avaliada para uma determinada faixa de
trabalho, corresponde ao intervalo de concentracdes do analito usadas na
composicdo da curva de calibragcdo e deve, obrigatoriamente, apresentar
coeficiente de correlacdo (R? adequado. A construcdo da curva analitica
através do meétodo dos minimos quadrados permite a quantificacdo do analito
caso a curva obedeca a certos critérios de desempenho. O coeficiente de
correlacdo (R?) obtido para a curva de patulina foi de 0,9905, o que demonstra
que o método € linear para este analito na faixa de 0,025 a 3,0 pg/mL .

Um parametro importante na validacdo de um método é a porcentagem
de recuperacédo. Este valor corresponde a razdo entre a quantidade do analito
adicionada a amostra e quantificada pelo método analitico e a quantidade
tedrica adicionada a matriz antes do procedimento. As médias e os desvios
padrbes relativos (RSD) das recuperacfes obtidas das seis replicatas para a
patulina encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Taxas de recuperagdo da patulina em suco de maca para os dois
niveis de contaminacao.

Recuperacéo Patulina Nivel 1* Nivel 2*
Média 67% 73%
RSD 21% 20%

*0s valores apresentados representam a média de 6 replicatas

1446



e Rel”

Os valores obtidos estdo de acordo com o recomendado pelo
Regulamento Técnico proposto pela ANVISA (2009): 50 a 120% e RSD < 30
para concentracdes abaixo de 20 pg/kg, 70 a 105% e RSD < 20 para
concentracdes entre 20 e 50 pg/kg.

CONCLUSAO

O método demonstrou ser adequado para a matriz suco de macga, pois
0s niveis de recuperacdo obtidos foram satisfatérios e também permitiu a
obtencdo de cromatogramas onde a presenca do interferente n&o prejudicou a
guantificacdo da patulina na amostra.
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