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RESUMO. Patulina € uma micotoxina produzida por véarias espécies de firggusillium, Aspergillus

e Biossochlamys principalmente peldeniccillium expansunfungo presente nas magas podres. E

um composto téxico, que em experimentos com animais tem demonstrado ter atividade mutagénica,
carcinogénica e teratogénica. O contetido de patulina em suco de mac¢é € um bom indicador da qualidade
das macas utilizadas no processamento. Treze marcas comercializadas em Belo Horizonte / Minas Gerais
foram coletadas entre marco e setembro de 1999. A metodologia utilizada foi a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa. Patulina foi extraida com acetato de etila e o extrato foi
purificado por particdo com solugéo de carbonato de sédio. A separagdo e quantificacéo foi realizada
em um cromatégrafo liquido por meio de uma coluna de fase revgiSaun) e detetor de ultravioleta

a 278 nm. Patulina e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) foram completamente separados utilizando como
fase mével 0,8% tetrahidrofurano em agua contendo 0,02% de azida de s6dio em uma vazao de 0,5 mL/minuto.
O limite de deteccao foi < 5 pg/L. Foram obtidos recuperacdes média de patulina superiores a 73% e
coeficientes de variacdo menores que 7%. Patulina foi detectada em apenas uma amostra (10 pg/L). Apesar
da baixa incidéncia de patulina em suco de mac¢éa neste estudo, autoridades brasileiras de salde devem
continuar a monitorar estes produtos.
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INTRODUCAO 2. Metodologia
2.1 Dissolucdo do padrdo e determinacdo da concen-
Patulina € um metabdlito secundéario produzido por tracdo da solucdo padrdo de patulina
vérias espécies deenicillium, Aspergillug Biossochlamys Foi dissolvido 5 mg de patulina (Sigma) em 25 mL de
em condi¢des de alta atividade de 4gua (0,95-0,99) e tempeeetato de etila. Pipetou-se 250 pL para baldo volumétrico de
tura de 0-31° C e que podem contaminar frutas e alguns vegenL e o solvente foi evaporado até secura em atmosfera de
taist020.23 nitrogénio. Imediatamente adicionou-se alcool etilico absoluto,
Patulina é toxica e produz tumores em ratos no local dgitou-se em ultra-som e completou-se o volume com alcool
aplicacdo quando injetado por via subcut&néando etilico absoluto. A partir do registro do espectro na regido do
demonstrado atividade mutagénica, carcinogénica e teratogétiravioleta da solugdo padréo, foi lida a absorvancia a 278 nm
ca em varios experimentos com anirhais (pico méximo) e determinada a concentracéo de patulina a par-
Os alimentos mais susceptiveis a contaminagédo porde seu peso molecular (154) e absortividade molar,'2460
patulina na dieta humana séo as magas e seus produtos (puré e
sucos¥. Embora a contaminacéo com patulina esteja primaria- 2.2 Determinacgdo da recuperacdo de patulina adicio-
mente associada com &reas de tecido podre, ela pode penetrar nada ao suco de maga
cerca de 1 cm em regido sadia da ffiffaDesta forma, a Amostra de suco de maga, isenta de patulina, foi conta-
determinacgéo de patulina pode ser utilizada como um indicadoinada, em triplicata, em quantidades variaveis de solu¢édo
de qualidade em sucos de macéas processados e produtosadedo de patulina (10,72 a 85,72 pg/L), cuja concentragédo
frutas, desde que quantidade apreciavel de toxina possa estadeterminada como descrito no item 2.1. Em seguida
presente no alimerfto procedeu-se a extracédo da patulina.
Admitindo a toxicidade da patulina, autoridades de saude
de diversos paises tém estabelecido uma concentracdo maxinta3 Determinagdo de patulina em suco de maga
de 50 pg/L, em suco de maca convenientemente diluido para Foi utilizado o método descrito por Brause et a\.
consumo. A Organizacdo Mundial de Saude tem adotad@atulina foi extraida com acetato de etila e purificada por parti-
mesmo nivél O Brasil ndo tem legislagao que estabelec¢a nivegdo com solucéo de carbonato de sddio. O residuo de agua do
permitidos de patulina em alimentos. extrato da amostra foi removido com sulfato de sddio anidro
Estudos conduzidos em diferentes paises revelaram uepapos evaporacao do acetato de etila, a patulina foi determi-
incidéncia de patulina, principalmente em produtos de maggda por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo
em niveis geralmente baiXd¥2?22e ocasionalmente eleva-a 278 nm. A identificacdo da patulina foi feita comparando-se
dos. 0 tempo de retencdo e os espectros obtidos no detetor por
Os métodos que tém sido desenvolvidos pawaranjo de diodos das solucdes padrbes de patulina e solucdes
guantificacdo de patulina em suco de maca incluem principdhs amostras. Para limpeza da coluna, 50 pL de solugéo acética
mente cromatografia em camada delgada (C@B) cromato- 4cida (pH = 4) foi injetada entre repeticbes de cada amostra.
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE)!® 27 A determinagéo foi feita em triplicata e cada repeticdo foi
Entretanto, substancias interferentes co-extraidasjetada duas vezes.
como o 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), tém afetado a quanti-
ficacdo de patulina em suco de maca e devem ser consideradds4 Instrumental
na metodologia analitica empregadas rotineiramente, principal-  2.4.1 Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
mente porque os niveis de 5-HMF sdo o dobro ou o triplo dos  Foi utilizado o equipamento Shimadzu, modelo LC-
niveis normalmente detectados de patéliha 10AD, equipado com injetor automatico (50 pL), detetor de
O objetivo deste trabalho foi verificar os niveis deilltravioleta SPD-10AV e detetor por arranjos de diodos para
patulina, em suco de magé consumidos no Brasil, por cromatonfirmacéo de patulina.
grafia liquida de alta eficiéncia.

2.4.2 Coluna
) A coluna utilizada foi a de fase reversa Techsphgge C
MATERIAL E METODOS 250 mm x 4,6 mm diametro interno, de 3 pm o didmetro da
particula, operada a 30°C e precedida por uma coluna de guarda
1. Amostragem e tratamento da amostra C, de 25 mm x 4,6 mm o diametro interno. Apos as injegoes

Todas as marcas disponiveis de suco de maga foramfinal do dia, a coluna era lavada com acetonitrila: agua
coletadas em supermercados de Belo Horizonte/MG, no peri0:40) por 2 horas para limpeza.
do de marcgo a setembro de 1999. As amostras foram utilizadas
diretamente para analise ou previamente centrifugadas a 4000 2.4.3 Fase movel
rom por 15 minutos e diluidas como recomendado para  Solug¢do aquosa de tetrahidrofurano 0,8% contendo
consumo. As analises foram efetuadas em triplicata. 0,02% de azida de sodio, filtrada previamente em membrana
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de celulose regenerada de 0,45 pm e 15 mm de didmetro, a un#a2 Recuperacéo
vazédo de 0,5 mL/min. Os solventes utilizados eram grau Os resultados de recuperacéo e coeficientes de variacéo
cromatografia liquida e a agua foi purificada pelo sistema detéo apresentados na Tabela 1. Observa-se que os valores de
ultrafiltracéo (Barnstead). Durante toda a andlise era borbullmeeuperagao variaram de 73,8 a 78,3% e os coeficientes de varia-
do gés hélio na fase movel. ¢do (C.V.) de 1,8 a 7,0%, demonstrando a adequacao do método
na quantificacdo de patulina em suco de maca. Segundo Horwitz
2.5 Verificagdo da eficiéncia da coluna para separacao et al®, valores de recuperacéo acima de 70% e C. V. até 30%
de patulina e 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) sdo aceitaveis para qualquer contaminante ao nivel de pg/Kg. O
Transferiu-se 100 pL da solucéo padrao de patulinavalor médio de recuperacgao para patulina (76,1%) pode ser expli-
100 pL da solucdo de 5-HMF (5 mg/25 mL acetato de etileqdo, enparte, porque a vitamina C, componente do suco de maca,
para um balédo volumétrico de 10 mL. Evaporou-se até resichen forma natural ou adicionado, parece reagir com pattilina
em atmosfera de nitrogénio e diluiu-se com solugdo acética
acida (pH = 4). Injetou-se entdo 50 pL dessa solucdo no3.3 Ocorréncia

cromatdgrafo liquids. Foram analisadas 13 amostras de suco de maca e a
patulina foi detectada em apenas uma amostra, com uma
2.6 Calculo concentracdo de 10 pg/L (Tabela 2). A baixa incidéncia de

A gquantificagdo de patulina foi feita por padronizacépatulina pode ser devido a presenca de vitamina C ou diéxido
externa, utilizando-se uma curva padrdo com solu¢cdds enxofre, normalmente encontrados no suco de maca e que
contendo 0,0625, 0,125, 0,25, 0,50 e 1,0 ng/uL de patulimaagem com a patulih&® Sylos e Rodriguez-Amasfa em
preparadas em solugdo acética acida (pH = 4). A partir #8699, também detectaram patulina em apenas uma amostra de
calculo da area do pico da patulina do extrato da amostra e slaso de macd de 30 comercializadas, em Campinas, SP.
solugBes padréo, foi calculado o teor de patulina na amostEmntretanto, Mancnisky e Midibanalisaram no periodo de

janeiro/1992 a abril/1993, 76 amostras de suco de macé coleta-

RESULTADOS E DISCUSSAO das na cidade Maringa (Parand) e detectaram patulina em 15
(21%), com média de 15,38 ug/L e faixa de concentracdo de
3.1 Separacgédo entre patulina e 5-HMF 6,4-77,5 pg/L. Essa variagdo nos niveis de contaminagdo de

Pelos cromatogramas apresentados nas Figuras 1 @&ulina em suco de magéa no Brasil revelam a necessidade da
observa-se que a fase moével e a coluna utilizada, contantinuidade do monitoramento pelas inddstrias e 6rgdos de
didametro da particula de 3 um, possibilitaram uma ultinfescalizagdo, uma vez que a presenca de patulina decorre do
separacado entre patulina e 5-HMF. Os tempos de retencé@scimento de fungos em macas podres durante o armazena-
foram 16,34 e 19,21 minutos, para 5-HMF e patulina, respenentd®. Todos os trabalhos citados utilizaram como metodolo-

tivamente. gia de analise a cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura 1. Cromatograma caracteristico de (A) padrdo de patulina (B) padrdo de 5-hidroximetilfurfural. CondicGes
cromatograficas: coluna X3u), 250 mm x 4,6 mm; guarda colung @ 25 mm x 4,6 mm; Fase moével: 0,8% tetrahidrofurano
em agua com 0,02% azida de sédio; Vaz&o: 0,5ml/min; Detec¢do: 278 nm
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Figura 2. Cromatograma caracteristico de (C) Mistura de 5-hidroximetilfurfural e patulina (D) Suco de mag¢éd naturalmente
contaminado. Condi¢Ges cromatograficas: colupa(3f), 250 mm x 4,6 mm; guarda colung Ge 25 mm x 4,6 mm; Fase
mavel: 0,8% tetrahidrofurano em dgua com 0,02% azida de sodio; Vazao: 0,5ml/min; Deteccédo: 278 nm

Tabela 1. Recuperacgéo e coeficientes de variacdo de patulifiabela 2. Niveis de patulina em amostras de suco de maca

em suco de maca coletadas em Belo Horizonte/Minas Gerais, em 1999
Nivel de \alor - Coeficiente : Resultadd Presenca de
Contaminagdo Encontrado Média  Recuperagdo de Variagcdo Marca Origem Embalagem (ng/L) vitamina C
(Hg/L) (ng/L) (ug/L) (%) (%) A México Lata ND s
8,20 B México Tetra Pak ND S
10,72 8,00 8,4 78,30 5,6 C México Tetra Pak ND S
8,90 D Coréia Lata ND S
E Portugal Tetra Pak ND S
16,97 F Argentina Btra Pak ND S
21,43 16,36 16,7 77,90 1,8 G Bahia ®tra Pak ND s
16,68 H Rio de Janeiro dtra Pak ND S
30,00 I Minas Gerais €tra Pak 10,0 S
42,86 34,40 32,6 76,00 7,0 J Rio Grande do Sul eftra Pak ND S
33,36 L Séo Paulo €tra Pak ND S
M Cearéd \idro ND N
56,90 N Rio Grande do Sul  dtra Pak ND S
76,40 59,00 56,4 73,80 5,1
53,30 ! Triplicata
ND - Nao Detectado. Limite de Detecgéo: <5 pg/L
66,80 S: Sim; N: Nao
85,73 62,49 63,8 74,50 4,0
62,22
' Recuperagdo Média: 76,1% CONCLUSAO

Os resultados obtidos parecem indicar que a contami-
nacdo de sucos de macga por patulina no Brasil é baixa.
Os niveis de contaminagédo de patulina em suco de m&gdtretanto, como os levantamentos realizados ainda séo
consumidos no Brasil sdo inferiores quando comparados @osicos e existe a possibilidade de variacdes devido a matéria
descritos em outros paises. Na Austrélia, Bued&/atkins et prima utilizada, a real dimens&o do problema somente sera
al?® detectaram patulina em 58% e 65% das amostras analisarhecida apés monitoramento por um periodo maior de
das, respectivamente. Cerca de 50% das amostras contant@@po e com a participacdo de outros grupos de pesquisa de
das apresentavam niveis de patulina superiores a 50 pg/L.dué&ros estados.
Espanha, Prieta et #.detectaram patulina em 82% das
amostras, sendo que em 75% a concentracdo foi inferior a 10 AGRADECIMENTOS
pg/L. Trabalhos desenvolvidos por Gokmen e Atdma
Turquia revelaram presenca de patulina em suco de macd, na Os autores agradecem ao Ministério da Saude e CNPq
guase totalidade das amostras. pelo auxilio financeiro.
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ABSTRACT. Patulin is a mycotoxin produced by several species of mdedadllium Aspergillusand
Bissochlamy)s but mainly by the apple-rotting fung@nicillium expansumPatulin is a highly toxic
compound that has been shown to be mutagenic, carcinogenic and teratogenic in experiments with animals.
The patulin content of apple juice is a good indicator of the quality of the apples used in the process.
Thirteen brands were collected from retail markets in the city of Belo Horizonte, state of Minas Gerais,
Brazil, between March and September 1999. A rapid reversed-phase liquid chromatographic determination
of patulin was used. Patulin was extracted with ethyl acetate and the extract was cleaned up by partition
with sodium carbonate solution. The identification and quantification of patulin was determinegd by C
reversed phase column (3 um) and a variable-wavelength UV-VIS detector set at 278 nm. Patulin and 5-
hydroxymethylfurfural were completely resolved by using 0,8% tetrahydrofuran in water containing 0,02%
sodium azide as the mobile phase at a flow rate of 0,5 mL/min. The detection limit was <5 pg/L. Average
recoveries greater than 73% of patulin and coefficients of variation of less than 7% were obtained. Patulin
was detected in only one sample (10 pg/L). Although the incidence of patulin in apple juice in the present
study was low, Brazilian health authorities should continue monitoring these products.

KEY WORDS. Apple; apple juice; patulin; HPLC.
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