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RESUMO

PATULINA EM MACAS ARMAZENADAS EM ATMOSFERA CONTROLADA
DINAMICA UTILIZANDO UPLC-MS/MS E MONITORAMENTO EM
SUPERMERCADOS

AUTORA: Ingrid Duarte dos Santos
ORIENTADORA: Profa. lonara Regina Pizzutti

Este trabalho teve como objetivo avaliar o grau de contaminacéo de patulina em macas na pés-colheita
submetidas a diferentes condi¢cdes de armazenamento em atmosfera controlada (AC), além de macas
e sucos disponiveis em supermercados. Em relacdo as magés submetidas ao armazenamento, foram
realizados dois experimentos independentes. O primeiro experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x3, totalizando seis tratamentos com quatro repeti¢des.
O fator A consistiu da presenca e auséncia de 1-MCP. O fator B consistiu: i) AC com 1,2 kPa de O, e
2,0 kPa de COy; ii) ACD com medicdo de fluorescéncia de clorofila (ACD-FC); e iii) ACD com
monitoramento do quociente respiratdrio (ACD-QR 1,3). O segundo experimento também foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado, porém em esquema unifatorial, totalizando trés tratamentos
com quatro repeticdes. As condi¢des foram: i) AC com 1,2 kPa de O, e 2,0 kPa de CO,; ii) ACD-FC; e
iii) ACD-QR 1,3. Em ambos os experimentos foram utilizados frutos provenientes de pomares
comerciais da cidade de Vacaria — RS, sendo armazenados durante nove meses nas condi¢des citadas
mais sete dias de exposi¢cdo a 20 °C para simular a vida de prateleira. Posteriormente, os frutos foram
submetidos as analises de: ocorréncia de podriddes, porcentagem de frutos sadios e ocorréncia de
patulina. Além disso, contaminagcdo com patulina foi avaliada em macads e sucos disponiveis
comercialmente em supermercados de diferentes regides da cidade de Santa Maria - RS. O método
analitico para determinacdo de patulina em macgés e suco de maca foi desenvolvido e validado no
CEPARC. Neste método a amostra foi extraida com acetato de etila acidificada seguida da adicdo de
Na,SO, e posterior etapa de purificacdo (silica e Na,SO,). O solvente foi evaporado a 65 °C e o residuo
dissolvido em acetonitrila:agua (75:25). A técnica analitica empregada foi a UPLC-MS/MS. Os
resultados evidenciaram que as condi¢des estudadas de AC e ACD néo foram eficientes para impedir a
producdo de patulina, tanto nas macgas ‘Galaxy’ quanto nas ‘Fuji Kiku’, nas condigdes estudadas
somadas a exposicdo de 7 dias a 20 °C. Os frutos sadios ndo foram contaminados com patulina
presente nos frutos com podriddo armazenados na mesma camara. Para macas ‘Galaxy’, a aplicagéo
do 1-MCP aumentou a porcentagem de frutos com podriddo e a concentracéo de patulina, ndo sendo
vantajosa sua aplicagao nesta cultivar. Nas mac¢as ‘Fuji Kiku’ ndo houve diferencga significativa entre AC
e ACD-FC e ACD-QR 1,3 na concentracdo de patulina, embora todos os frutos desta cultivar tenham
apresentado contaminacdo de patulina mesmo que com valores inferiores ao LMT de 50 ug kg™. O
monitoramento de amostras de maca e suco de macgéd coletadas nos supermercados evidenciou a
presenca de patulina em ambas as matrizes, com concentracdes variando entre <LOQ (25 pg kg) a
1297,9 pg kg*, verificando-se a existéncia de amostras com concentragdes muito acima do limite
estabelecido pela legislagédo brasileira. Futuros estudos sdo necessarios para aumentar o potencial de
conservagcdo de magd, relacionados as novas técnicas de ACD (FC e QR) e aplicacdo de 1-MCP na
determinacé@o de podriddes e contaminacdo por patulina, pois devido a perecibilidade desta fruta, o
controle do amadurecimento € fundamental para o aumento da vida Util apés a colheita, visando ao
mercado interno e a exportagdo. Além disso, os dados obtidos no monitoramento servem rnmn
indicativo, havendo a necessidade de sua continuagdo em distintos anos agricolas.

Palavras-chave: Malus domestica Borkh; micotoxinas; pés-colheita; 1-metilciclopropeno; quc
respiratoério; fluorescéncia de clorofila; monitoramento.



ABSTRACT

PATULIN IN APPLES STORADE IN DYNAMIC CONTROLLED ATMOSPHERE BY
UPLC-MS/MS AND MONITORING IN SUPERMARKETS

Author: Ingrid Duarte dos Santos
Advisor: lonara Regina Pizzutti

The goal of this study was to evaluate the patulin contamination in post-harvest apples submitted to
different storage conditions under controlled atmosphere (CA), in addition to apples and juices available
in supermarkets. In relation to apples submitted to storage, two independent experiments were
performed. The first experiment was conducted in a completely randomized 2x3 factorial, totaling six
treatments with four replications. Factor A was presence and absence of 1-MCP. The factor B was: i)
CA with 1.2 kPa O, and 2.0 kPa CO,; ii) DCA with chlorophyll fluorescence measurement (ACD-FC);
and iii) DCA with respiratory quotient monitoring (ACD-QR 1,3). The second experiment was also
conducted in a completely randomized design, totaling three treatments with four replicates. The
conditions were: i) CA with 1.2 kPa O, and 2.0 kPa CO,; ii) DCA-CF; and iii) DCA-RQ 1.3. In both
experiments were used fruits from commercial orchards of the Vacaria - RS city, being stored for nine
months in the mentioned conditions plus seven days of exposure at 20 °C to simulate the shelf life.
Afterwards, the fruits were submitted to the analysis: decay incidence, percentage of healthy fruits and
patulin occurrence. In addition, contamination with patulin was evaluated in apples and juices
commercially available in supermarkets in all regions of the Santa Maria - RS city. Analytical method for
patulin determination in apples and apple juice was developed and validated in CEPARC. In this
method, samples were extracted with acidified ethyl acetate followed by the addition of Na ,SO,4. The
cleanup step uses silica and Na, SO,). The solvent was evaporated at 65 °C and residue dissolved in
acetonitrile: water (75:25). The analytical technique employed was UPLC-MS/MS. The results showed
that the studied conditions of CA and DCA were not efficient to prevent the production of patulin, in both
the 'Galaxy' and 'Fuji Kiku' apples, under the conditions studied in addition to 7 days exposure at 20 °C.
Healthy fruits were not contaminated with patulin present in fruits with rot. For apples 'Galaxy', the
application of 1-MCP increased the percentage of fruits with rot and the patulin concentration, being not
advantageous its application in this cultivar. In the 'Fuji Kiku' apples there was no significant difference
between CA and DCA-CF and DCA-RQ 1.3 in the patulin concentration, although all the fruits of this
cultivar showed patulin contamination even though values lower than the LMT of 50 ug kg'l. The apple
and apple juice samples monitoring collected in supermarkets evidenced the presence of patulin in both
matrices, with concentrations ranging from <LOQ (25 ug kg™) to 754.4 ug kg™, showed samples with
concentrations well above the limit established by Brazilian legislation. Future studies are needed to
increase the apple conservation potential, related to the new techniques of DCA (CF and RQ) and 1-
MCP application in the rot determination and patulin contamination, because due to the high
perishability of this fruit, control of maturation is fundamental to the increase in the shelf life postharvest,
aiming at the internal market and export. In addition, the data obtained in the monitoring serve as
indicative, requiring the continuation in different agricultural years.

Keywords: Malus domestica Borkh; mycotoxins; postharvest; 1-methylcyclopropene; respiratory
quotient; chlorophyll fluorescence; monitoring.
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1 INTRODUCAO

A producéo brasileira de maca expandiu-se significativamente nas ultimas duas
décadas, onde fatores como a producdo de variedades modernas, regides com
condicbes climaticas favoraveis, bem como preocupacfes com produtividade e
conservacgao, transformaram o Brasil em um grande produtor mundial. No ano de
2014, segundo ultimo dado consolidado pelo IBGE, a area plantada de maca no Brasil
foi de 37.562 hectares, representando uma producao de 1.377.393 toneladas. Dentro
desta perspectiva, a regido sul representou 99,6% desta producdo, onde os estados
de Santa Catarina e Rio Grande do Sul representaram 46,0 e 50,1% de participacéao,
respectivamente.

O aumento da exigéncia na qualidade, somado a concentrada producdo de
macad em um curto periodo do ano, faz necessario 0 uso do armazenamento para
fornecer ao mercado consumidor um produto de qualidade por um maior periodo de
tempo. Desta forma, varias tecnologias e estratégias de armazenamento foram
desenvolvidas para prevenir a deterioracdo do fruto, prolongando a vida util e
preservando suas caracteristicas organolépticas. Dentre o0s processos de
conservagao, o armazenamento em atmosfera controlada (AC) € uma das técnicas
mais utilizadas no armazenamento de macas. Esta técnica consiste no
armazenamento refrigerado, com controle da temperatura e umidade relativa, reducao
na pressdo parcial de O, e aumento de CO, nas camaras de armazenamento,
permitindo o armazenamento de macéas por até nove meses.

Uma nova tendéncia na AC convencional é a atmosfera controlada dindmica
(ACD), onde o nivel de O, pode ser alterado durante o periodo de armazenamento,
mas sempre permanecendo ligeiramente acima do limite de oxigénio mais baixo
(LMO). Portanto, o LMO pode ser medido em tempo real nesta técnica de
armazenamento. A ACD utiliza alguns métodos para detectar este limite, por exemplo,
quociente respiratério (QR) e fluorescéncia de clorofila (FC). Juntamente com o
armazenamento em AC e ACD, pode ser empregado o uso do composto 1-MCP, que
auxilia na reducdo da maturagéo do fruto e na ocorréncia de disturbios fisioldgicos.

A incidéncia de podriddo durante o armazenamento € a principal causa de
perdas de maca no Brasil, 0 que pode afetar diretamente na qualidade do fruto, além
de resultar na producdo de micotoxinas, que sao metabdlitos secundarios de fungos

gue ao serem ingeridos através de alimentos contaminados podem provocar efeitos
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toxicos e carcinogénicos em humanos e animais. Devido ao fato de serem
quimicamente estaveis, as micotoxinas tendem a se manter intactas durante o
armazenamento e 0 processamento.

A patulina é uma micotoxina produzida por varias espécies de Penicillium,
Aspergillus e Byssochlamys. O P. expansum é conhecido como o principal produtor
desta micotoxina, sendo responsavel por 70-80% da deterioracdo em frutos
armazenados, especialmente macds. Como consequéncia, macds e seus produtos
derivados, como o suco, séo a principal fonte de patulina na dieta humana. Os frutos
fora do padrdo comercial sdo direcionados a industrializacdo para a elaboracgéo,
principalmente de sucos, que sao exportados na forma de concentrado. Portanto, o
fato de frutos contendo fungos toxigénicos e micotoxinas serem utilizados para
produzir subprodutos da maca, constitui um potencial risco na saude, principalmente
para bebés, j4 que esta fruta € amplamente utilizada nesta classe de consumidores.

Observa-se um aumento na preocupacdo com a contaminacdo de macas e
seus derivados com fungos toxigénicos e patulina, tanto em nivel mundial como no
Brasil. Devido essa contaminagdo afetar o agronegocio de muitos paises e
representar um risco significativo a saude dos consumidores, ratifica-se a importancia
da quantificacdo da micotoxina patulina, jA que a mesma é empregada como
indicador da qualidade de alimentos, bem como investigar a eficiéncia do processo de
conservacao desses produtos, resultando em maior disponibilidade de alimentos de

boa qualidade.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia da micotoxina
patulina em macas na pos-colheita submetidas a diferentes condicbes de
armazenamento em atmosfera controlada dinamica, além de macas e sucos

disponiveis comercialmente em supermercados da cidade de Santa Maria - RS.



17

1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o grau de contaminagao por patulina em:

» Macgas ‘Galaxy’ expostas as técnicas de monitoramento com quociente
respiratorio e fluorescéncia de clorofila associadas ao armazenamento em diferentes
condi¢cbes de atmosfera controlada dinamica, bem como compara-las com a aplicacao

de 1-metilciclopropeno (1-MCP);

» Macas ‘Fuji Kiku’ expostas as técnicas de monitoramento com quociente
respiratorio e fluorescéncia de clorofila associadas ao armazenamento em diferentes

condi¢des de atmosfera controlada dinamica;

» Macads e sucos de macad disponiveis em supermercados de todas as

regides da cidade de Santa Maria — RS em diferentes anos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AMACIEIRA E A MACA

A macieira (Malus domestica Borkh) pertence a familia Rosaceae e subfamilia
Pomoideae e produz como frutos a maca. A essa familia pertencem outras espécies
frutiferas importantes, tais como, a pereira, 0 pessegueiro, a ameixeira, a cerejeira, a
nectarineira e a amendoeira. Os frutos sdo de clima temperado e considera-se que a
maca € uma das mais importantes frutas comercializadas na forma in natura, tanto no
contexto internacional como nacional (GIRARDI et al., 2004; MELLO, 2004).

As macieiras sdo cultivadas em todo o mundo, mas estdo especialmente
concentradas no hemisfério norte. O fator determinante no plantio das macieiras
numa regido depende do periodo de baixa temperatura que é necessario para o
repouso vegetativo e quebra de dorméncia (BARRET et al., 2005).

O fruto da macieira apresenta tamanho e formato variavel de acordo com a
cultivar. Geralmente, a polpa € de cor branca ou creme, crocante, com elevado teor
de agua. A casca pode ser verde, amarelada, vermelha ou rosada. Em algumas
variedades a casca apresenta coloracdo uniforme, enquanto em outras, apresenta-se
estriada. O pedunculo, de tamanho e espessura variaveis, esta inserido na cavidade
peduncular, enquanto o célice situa-se no lado oposto, na cavidade calicinar. Em cada
fruto podem ser encontrados até dez sementes, relativamente pequenas, inicialmente

de coloracéo clara e, posteriormente, escura (EMBRAPA, 2013).

2.2 CARACTERISTICAS NUTRICIONAIS

Em virtude da sua composicdo nutricional, a macd demonstra ser,
mundialmente, uma das frutas preferidas para o consumo sendo indicada para a
manutencao da saude (STEINMETZ e POTTER, 1996).

Além da importancia comercial, a maca apresenta uma série de beneficios
guando presente na dieta humana. Estudos mostraram que a ingestao de macas e de
seus produtos esta associada ao controle da glicemia, auxiliando os portadores de
diabetes a manter a boa saude pela presenca da pectina. A pectina auxilia também na
reducdo do mau colesterol, pois forma uma barreira de fibra na parede intestinal

impedindo a absorc&o do colesterol e de outras gorduras (CORDOVA, 2006).
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As macdas também exercem uma funcgéo protetora e benéfica para a mucosa do
trato digestorio, pois além das fibras, possuem agentes cicatrizantes, sendo seu
consumo indicado também para pessoas que sofrem de problemas como azia,
gastrite e Ulceras, além de auxiliar no funcionamento intestinal (BENEFICIOS DA
MACA, 2009).

A composigcdo nutricional da maga apresenta altos valores de vitaminas do
complexo B, vitamina C e E, além do mineral potassio. Além disso, sua composicao
de fibras, principalmente da pectina, fornece aproximadamente 10% da ingestéo
diaria recomendada desses nutrientes. Segundo Coérdova (2006), o principal
constituinte da macéd, baseado em sua quantidade, é a &gua. No entanto, os
constituintes de maior valor alimenticio s&o os carboidratos, sendo que
aproximadamente 75% consistem em acucares facilmente assimilados pelo homem.

Entre os aclUcares encontram-se a frutose (em maior proporgcéo), sacarose e
glicose. Hemiceluloses, celulose e substancias pécticas fazem parte da fracao fibrosa
dos carboidratos que juntas, contribuem para a capacidade de retencdo de agua dos
produtos da maca. Em relacdo as proteinas, os teores sdo baixos, sendo a maior
parte enzimas envolvida no metabolismo dos frutos durante o desenvolvimento,
maturacdo e poés-colheita. Sdo 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, sendo este o principal elemento responsavel pelo aroma e sabor
caracteristico da fruta (CORDOVA, 2006).

A fibra alimentar, considerada o principal componente de vegetais, frutas e
cereais integrais, permitiu que estes alimentos pudessem ser incluidos na categoria
dos alimentos funcionais, pois a sua utilizacdo dentro de uma dieta equilibrada pode
reduzir o risco de algumas doengas como as coronarianas e, certos tipos de cancer.
Além de agregar uma série de beneficio, pode ser utilizada no enriqguecimento de
produtos ou como ingrediente, pois € constituida de polissacarideos, lignina,
oligossacarideos resistentes e amido resistente, entre outros, que tem diferentes
propriedades fisico-quimicas (GIUNTINI, LAJOLO e MENEZES 2003).



21

Tabela 1 - Constituintes da magé dados em porcentagem.

Constituintes %
Umidade 84,1
Carboidratos 14,9
Aclcares 11,1

Fibras 1
Acidos (mélico) 0,47
Proteinas 0,30
Cinzas 0,29
Lipidios 0,40

Energia (Kcal/100g) -

Fonte: Cérdova, (2006).

2.3 PRODUCAO DE MACA NO BRASIL

A cadeia produtiva da macad possui insercdo destacada no cenario da
fruticultura brasileira, o que lhe confere inquestionavel importancia na cadeia
agroalimentar do pais. A extensdo territorial e a diversidade climatica do Brasil
permitem o cultivo das mais variadas frutas. Até a década de 60 a cultura das
macieiras ndo teve expressao econdmica no Brasil. Entretanto, com o incentivo do
Governo Federal deu-se o surgimento dos primeiros pomares comerciais que se
iniciaram na regido de Fraiburgo - SC e posteriormente no Parana e Rio Grande do
Sul, onde se destacaram as variedades ‘Gala’, ‘Fuji’ e ‘Golden’, sendo estas as
variedades mais bem adaptadas a regido sul do Brasil (AGAPOMI, 2011; TODA
FRUTA, 2003a). O Brasil comecou a aparecer nas estatisticas internacionais na
década de 1980, sendo que em 2001 atingiu a autossuficiéncia (TODA FRUTA,
2003b).

A tecnologia produtiva foi, em grande parte, introduzida por tradicionais
produtores japoneses e europeus, 0S quais investiram em sistemas de producao mais
adequados ao clima e solos brasileiros. Além de sua produtividade, foram obtidos
excelentes resultados quanto a qualidade do produto final, o que coloca a maca
brasileira em condi¢cdes de competir com os melhores produtos do mercado mundial
(MOURA et al., 2007).

Devido a macieira ser uma fruteira tipica de clima frio, a regido sul se tornou a
principal produtora de magéa do Brasil. Nessa regidao ocorrem as melhores condi¢bes
climaticas para o desenvolvimento, floragédo e frutificagdo da macieira, especialmente
nas regidoes acima de 800 m de altitude do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
(EMBRAPA, 2013).
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No Brasil, a safra da maca inicia-se no final de dezembro, nas regibes mais
quentes, com a colheita das cultivares de baixo requerimento de frio e se estende até
o inicio de maio, nas regibes mais frias, com a colheita das cultivares de alto
requerimento de frio, dai a necessidade de um sistema de armazenagem a frio para
conservagao da fruta durante o restante do ano (EMBRAPA, 2013).

No ano de 2014, segundo ultimo dado consolidado pelo IBGE, a area plantada
de maca no Brasil foi de 37.562 hectares, representando uma producéo de 1.377.393
toneladas. Dentro desta perspectiva, a regiao sul representou 99,6% desta producéo,
onde os estados de SC e RS representaram 46,0 e 50,1% de participacéo,
respectivamente (IBGE, 2014).

Segundo dados da Associacdo Gaucha de Producdo de Maca (AGAPOMI,
2015), a safra 2014/2015 de macé no Rio Grande do Sul totalizou 492.053 toneladas,
tendo um aumento de aproximadamente 5% quando comparada a safra de 2013/2014
a qual totalizou 468.055 toneladas.

2.3.1 Cultivares ‘Galaxy’ e ‘Fuji Kiku’

A macieira € uma das arvores frutiferas que dispde de um maior nimero de
variedades. Atualmente, sdo descritas em torno de 7.500 variedades, porém
comercialmente, poucas sdo utilizadas. No Brasil, quase toda a producdo se
concentra em duas cultivares, Gala e Fuji, que representam em torno de 90% da area
plantada (TODA FRUTA, 2003c).

Dentre os exemplos de mutantes de ‘Gala’, encontra-se a ‘Galaxy’. Ja da
variedade ‘Fuji’, encontra-se a mutante ‘Kiku’. Na grande maioria dos casos, todas as
demais caracteristicas continuam sendo as mesmas da planta de origem (EMBRAPA,
2013).

Mais de 45% da produgao nacional de macas é constituida pela cultivar ‘Fuji’.
(HUNSCHE et al., 2003). Sua mutante ‘Fuji Kiku’" apresenta excelente sabor e boa
suculéncia tendo, por isso, grande aceitacdo no mercado nacional e internacional
(BRACKMANN et al., 2002). Segundo Argenta et al. (1994), € a cultivar em maior
expanséo na producéo brasileira sendo, portanto, € necessario 0 seu armazenamento
refrigerado para regular a oferta e colocar o produto no mercado na entressafra.

Nos ultimos anos, tém-se realizado esforgos para melhorar a qualidade dos

frutos comercializados dessa cultivar e, assim, atender as exigéncias dos
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consumidores (HUNSCHE et al., 2003). A conservagdo desta cultivar € bastante
variada em fungcdo das condi¢Bes climaticas durante o desenvolvimento dos frutos
(BRACKMANN et al., 2002).

A mutante ‘Galaxy’ apresenta epiderme vermelha rajada, lisa e brilhante, polpa
firme, crocante, suculenta, bem balanceada em acidos e solidos solaveis
(BRACKMANN et al., 2008 e BRACKMANN et al., 2009). Essa maca €
comercialmente vantajosa por apresentar coloracdo da epiderme mais vermelha e
intensa e sabor adocicado, enquadrando-se dentro das exigéncias dos consumidores
brasileiros, assim como a ‘Fuji Kiku’ (LIMA, 1999).

A colheita de macgéas ‘Galaxy’ se concentra no més de fevereiro e de macgas
‘Fuji kiku” concentra-se em abril, portanto, necessitam ser eficientemente
armazenadas para serem ofertadas durante o ano todo.

Porém, quando em armazenamento refrigerado, o aparecimento de disturbios
logo apds trés meses limitam bastante essa disponibilidade, pois diminuem a
qualidade da fruta. Para que a qualidade das macas seja mantida por maior tempo
durante o armazenamento, deve-se respeitar o ponto ideal de colheita, que é
determinado pelas modificac6es bioquimicas e morfolégicas que ocorrem durante o
desenvolvimento dos frutos (BRACKMANN, 1992).

2.4 PRODUCAO MUNDIAL

A maca é cultivada em todos os continentes e 0s maiores produtores estéo
localizados no Hemisfério Norte do planeta, principalmente na Asia e na Europa. Em
nivel mundial, de acordo com os ultimos dados publicados pela Organizacdo das
Nacoes Unidas para Alimentacao e Agricultura (FAOSTAT, 2012), os 15 paises com
maior producdo de macd somam uma producdo total de cerca de 63 milhdes de
toneladas da fruta. A Tabela 2 mostra os 15 paises com maior produ¢do mundial de
maca e os respectivos volumes produzidos em 2012.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615006858#b0035
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615006858#b0030

24

Tabela 2 - Relacédo dos 15 maiores paises produtores de maca no mundo. Ano de 2012.

Posicao Pais Producéo total (toneladas)

1 China 37.000.000
2 EUA 4.110.046
3 Turquia 2.889.000
4 Pol6nia 2.877.336
5 india 2.203.400
6 Italia 1.991.312
7 Ird 1.700.000
8 Chile 1.625.000
9 Russia 1.403.000
10 Franca 1.382.901
11 Brasil 1.335.478
12 Argentina 1.250.000
13 Ucrénia 1.126.800
14 Alemanha 972.405

15 Uzbequistao 820.000

Fonte: Adaptado de FAOSTAT, 2012.

2.5 INDUSTRIALIZACAO

Como acontece com a maioria das producdes agricolas, existe uma fracdo de
safra de magéd que acaba nao sendo comercializada no mercado in natura, que pode
chegar a 30% da producado nacional, sendo destinado a industrializacdo (WOSIACKI,
NOGUEIRA e SILVA, 2000).

As macas podem ser classificadas em comerciais ou industriais, de acordo com
a finalidade. As macés comerciais sdo consumidas frescas (in natura) e, portanto,
devem atender a padrdes rigidos de qualidade. Os Estados Unidos sdo um dos
poucos paises produtores de maca onde existem algumas lavouras especificas para
frutas industriais (THE WORLD APPLE REPORT, 2008).

No Brasil, os pomares ndo produzem frutas exclusivas para diferentes classes
de magas. Assim, as frutas chamadas industriais séo resultantes de um processo de
selecéo e classificacao das frutas comerciais. Na comercializagcdo das macas, a etapa
de classificacdo gera um descarte de 15 a 30% de frutas que ndo alcancaram o
padréo exigido para o consumo (NOGUEIRA et al., 2007).

A colheita é feita de acordo com os critérios de qualidade relacionados a
caracteristicas que se desenvolvem pés-colheita, durante a maturacdo dos frutos.
Frutos destinados a comercializacdo imediata e a exportacdo sdo aqueles que
apresentam melhor qualidade em termos de aparéncia, como coloracdo uniforme,

forma caracteristica, auséncia de podriddes e danos mecéanicos. Frutos com maior
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tamanho ou mais arométicos, com elevado teor de sélidos sollveis e com coloragéo
mais intensa sédo obtidos com colheita tardia (TU, NICOLAI e BAERDEMAEKER,
2000).

Frutas fora do padrdo comercial sdo direcionadas a industrializacdo, para a
elaboracéo, principalmente, de sucos que sao exportados na forma de concentrado
(NOGUEIRA et al., 2007). O percentual de industrializacdo de macas no pais tende a
aumentar, devido a demanda crescente pelo suco pronto para consumo no mercado
interno. As macas industriais também sdo usadas na fabricacdo de sidra, vinagre,
puré, geleias, alimentos infantis (baby foods), entre outros produtos (NOGUEIRA et
al., 2004). Nos Estados Unidos, em torno de 40% de toda mac¢d produzida é
processada, sendo que mais da metade é destinada a producdo de suco (THE
WORLD APPLE REPORT, 2008).

Com o aumento da producdo nacional, aumentaram as exportacées da fruta in
natura e a venda para as fabricas de suco (WOSIACKI et al., 2002). A maior parte da
producdo nacional de suco concentrado de macd destina-se a exportacao,
apresentando grande concorréncia com a Argentina e Chile, que sdo grandes
produtores mundiais com tradigdo no processamento de magéas (PRADO, 2000).

Os frutos que ndo se destinam imediatamente ao mercado consumidor s&o
armazenados em camaras frigorificas que contribuem para diminuicdo do seu
metabolismo, conservacdo das caracteristicas fisico-quimicas e diminuicdo no

crescimento de fungos.

2.5.1 Suco

O Decreto n° 6.871, de junho de 2009 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), dispde sobre a padronizacdo, classificagdo, registro,
inspecédo, producdo e fiscalizacdo de bebidas. Segundo este decreto, o suco ou
sumo, € a bebida ndo fermentada, ndo concentrada, ressalvados alguns casos, e ndo
diluida, destinada ao consumo, obtido da fruta madura e sa, ou parte do vegetal de
origem, por processamento tecnolégico adequado, submetida a tratamento que
assegure a sua apresentacao e conservacao até o momento do consumo.

Quanto ao processamento e constituicdo o suco pode ser classificado como:

e Suco Integral: suco sem adicdo de aclUcares na sua concentracao e

composic¢ao natural.
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e Suco Concentrado: suco parcialmente desidratado, que quando reconstituido
devera apresentar teor de solidos soluveis originais do suco integral, ou teor de
sélidos solaveis minimo estabelecido nos respectivos padrfes de identidade e
qualidade para cada tipo de suco.

e Suco desidratado: suco no estado solido, obtido pela desidratacdo do suco
integral.

e Suco Misto: suco obtido pela mistura de frutas, combinacdo de frutas e
vegetais combinacéo das partes comestiveis de vegetais ou mistura de suco de fruta
e vegetal.

e Suco Reconstituido: suco obtido pela diluicdo do suco concentrado ou
desidratado, até a concentragdo original do suco integral ou ao teor minimo de sélidos
soluveis estabelecido nos respectivos padrées de identidade e qualidade para cada
tipo de suco integral.

e Néctar: € a bebida ndo fermentada, obtida da diluicdo em &gua potavel da
parte comestivel do vegetal ou de seu extrato, adicionado de acglcares, destinada ao
consumo direto.

Ainda, segundo a Instru¢do Normativa n° 01, de 7 de Janeiro de 2010 do
MAPA, o suco de maca é definido como uma bebida ndo fermentada e néo diluida,
obtida da parte comestivel da maca, através de processo tecnologico adequado,
devendo apresentar coloracdo branca a translicida, sabor e aroma proéprios, sendo
gque o mesmo deve obedecer aos padrdes de identidade e qualidade fixada para o
suco de frutas.

No Brasil, 0 suco de maca é pouco comercializado devido a baixa procura por
parte dos consumidores. Entretanto, no mercado internacional, o suco de maca é um
dos mais consumidos, 0 que torna o fato da contaminacdo com fungos e micotoxinas
preocupante, uma vez que o Brasil exporta esse produto para diversos paises
(WELKE et al., 2009).

2.6 CONTAMINANTES EM MACAS E SEUS DERIVADOS

2.6.1 Fungos
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A presenca de fungos em alimentos processados representa condigbes
insalubres da transformacgéo e/ou qualidade inaceitavel da matéria-prima (COUSIN,
ZEIDLER e NELSON, 1984). O reino dos fungos compreende um grupo de
organismos que podem se classificar em leveduras e fungos filamentosos ou bolores,
sendo os fungos filamentosos os produtores de micotoxinas (CARRILLO, 2003).

Os fungos filamentosos s&o organismos eucariontes e multicelulares, sendo
extremamente comuns na natureza, podendo ser utilizados na medicina e na
industria. Porém, sabe-se que a atividade de fungos ocasiona alteracdes no sabor,
odor e na qualidade dos alimentos, podendo causar transformacfes indesejaveis,
devido aos diferentes graus de deterioragdo (VECCHIA e FORTES, 2007).

Para seu crescimento, os fungos utilizam uma série de substancias quimicas
denominadas metabdlitos primarios, como por exemplo, acidos nucléicos, proteinas,
carboidratos e lipidios. O uso de metabdlitos primarios esta associado com a fase de
crescimento rapido (CARRILLO, 2003).

Os metabdlitos secundarios sao formados no final da fase exponencial de
crescimento e ndo sdo importantes para o crescimento ou metabolismo de seu
produtor. De forma geral, a formacdo desses metabdlitos se da por grandes
quantidades de precursores de metabdlitos. A producédo de micotoxinas é uma forma
que o fungo encontra para reduzir a quantidade de precursores que nado sao
necessarios para o seu metabolismo (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).

Entretanto, o desenvolvimento dos fungos ndo estd necessariamente
associado com a producdo de micotoxinas. Dentro de uma espécie, o potencial
micotoxigénico, bem como a multiplicacdo desses fungos depende largamente da
cepa, temperatura, umidade relativa do ambiente e caracteristicas intrinsecas da
matriz colonizada pelo fungo (nutrientes, acidez, presenca de conservantes
antimicrobianos, entre outras) (DRUSCH e RAGAB, 2003).

Autores afirmam que a auséncia do fungo em alimentos ndo garante a
auséncia das micotoxinas, visto que, sao compostos estaveis. Esses metabolitos
podem ser encontrados em alimentos quando o fungo ndo esta mais presente. Além
disso, um fungo pode produzir diferentes micotoxinas e uma micotoxina pode ser
produzida por varios fungos diferentes (TANIWAKI e SILVA, 2001; KOE et al., 2001).

As micotoxinas de maior importancia sao produzidas principalmente por trés
géneros de fungos: Aspergillus, Penicillium e Fusarium (HUSSEIN e BRASELL, 2001;
GILBERT e POHLAND, 2003). As espécies de Aspergillus sp. e Penicillium sp.
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costumam contaminar alimentos durante a secagem e armazenamento enquanto que
as espécies de Fusarium sp. contaminam as plantas antes ou depois da colheita
(HERMANNS et al., 2006).

2.6.2 Micotoxinas

O termo micotoxinas é composto pela palavra grega Mikes, que significa fungo,
e da palavra latina Toxicum, que significa veneno. Sdo metabdlitos secundarios
produzidos por varias espécies de fungos que podem causar uma variedade de
sindromes clinicas e doengas conhecidas como micotoxicoses, tanto em animais
como no homem (MURRAY et al., 2006; JESTOI, 2008).

As micotoxinas sdo termoestaveis resistindo a temperaturas de
aproximadamente 270 °C, possuem baixo peso molecular e resistem a acdo de
enzimas do sistema digestivo (ASTOVIZ e SUAREZ, 2005). Como possuem grande
estabilidade quimica, mesmo apos a remocédo dos fungos na industrializacdo, essas
toxinas permanecem no alimento (LOPES et al., 2005).

Mais de 100 fungos sdo considerados toxigénicos e aproximadamente 300
substancias ja foram identificadas como micotoxinas, onde se destacam a aflatoxina,
ocratoxina, zearalenona, fumonisina, desoxinivalenol e patulina (HUSSEIN e
BRASELL, 2001; RODRIGUEZ-AMAYA e SABINO, 2002; MURPHY et al., 2006).
Porém, é dificil estimar o niumero real desses metabdlitos que estdo envolvidos na
ocorréncia de micotoxicoses devido a diversidade de seus efeitos toxicos (MURRAY
et al., 2006; JESTOI, 2008).

As micotoxicoses ocorrem quando ha ingestdo das toxinas através dos
alimentos contaminados, podendo desencadear desde uma doenca aguda a uma
doenca crbnica, como também problemas nefrotoxicos, imunotdxicos, teratogénicos,
mutagénicos, carcinogénicos e até a morte (MURRAY et al., 2006). Além desses
efeitos, as micotoxicoses podem estar associadas a disfun¢cdes hormonais graves,
aumento da susceptibilidade a doencas, reducdo da expectativa de vida e ainda
desordens dos sistemas nervoso central, cardiovascular, pulmonar e trato intestinal
(RAI e VARMA, 2010). Por estas razbes, as micotoxinas representam um risco a
saude humana e animal.

A gravidade, bem como, os sintomas de uma micotoxicose depende do tipo e

da toxicidade da micotoxina, a quantidade, a duracéo e via da exposi¢cédo, 0 sexo, a
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idade, o estado nutricional e a saude do individuo exposto (BANDO et al., 2007). Por
iISso, as micotoxinas sdo compreendidas dentro do grupo dos contaminantes mais
importantes em alimentos devido ao seu impacto negativo sobre a saude publica,
seguranca alimentar e economia de muitos paises, particularmente os paises em
desenvolvimento (PINEIRO et al., 2003).

A diversidade quimica das micotoxinas ja conhecidas representa uma das
maiores dificuldades para o desenvolvimento das técnicas analiticas. Muitos dos
métodos existentes apresentam limitagdes, tais como altos limites de deteccdo e
baixa recuperacdo ou ainda problemas relacionados a repetibilidade nos resultados
das analises (JESTOI, 2008).

Técnicas de deteccdo altamente seletivas, tais como a espectrometria de
massas (MS), permitem a deteccdo e quantificacdo de concentracbes extremamente
baixas de micotoxinas (JESTOI, 2008).

O estudo das micotoxinas incluindo a sua deteccao, biossintese e toxicologia
aliadas ao estudo sobre epidemiologia e controle dos fungos que as produzem é de
fundamental importancia para manutencdo de um abastecimento seguro de alimentos

a populacéo.

2.6.2.1 Micotoxinas em frutas

As frutas, de um modo geral, trazem a caracteristica de serem alimentos de
facil deterioracdo, devido, principalmente, a quantidade de agua livre, o que afeta
diretamente a conservacdo e o uso prolongado da fruta. No periodo pés-colheita e
durante o transporte e armazenamento desses produtos agricolas, a presenca de
fungos toxigénicos pode ser influenciada por muitos fatores, dentre eles, nivel de
umidade, temperatura, aeracao e tempo de armazenamento.

A maioria das frutas tem alta acidez, com pH variando entre 2,5 e 5. Esta faixa
€ considerada o mais importante fator na determinacdo dos tipos de micro-
organismos que podem deteriorar essa classe de alimentos. Os fungos capazes de
tolerar essa faixa de pH, sdo os principais micro-organismos deteriorantes de frutas e
de produtos derivados de frutas (STINSON et al., 1981).

As frutas tornam-se mais susceptiveis a invaséo de fungos durante o processo
de maturagédo, pois o pH dos tecidos aumenta, a casca torna-se mais macia,

carboidratos soluveis séo formados e as barreiras de defesa enfraqguecem (STINSON
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et al., 1981). A contaminacdo de derivados de frutas com micotoxinas geralmente
resulta do uso de frutas com qualidade deficiente no processamento (SYDENHAM et
al, 1997).

Com isso, a presenca de micotoxinas em frutas ndo tem apenas causado
problemas de saude, mas também tem resultado em perdas econdmicas,
especialmente em paises exportadores de frutas e seus produtos derivados (KOE et
al., 2001).

2.6.2.2 Patulina

2.6.2.2.1 Caracteristicas fisicas e quimicas

A patulina vem sendo empregada como indicador da qualidade nos frutos e
produtos de macad (MOSS, 2008). Quimicamente, a patulina € uma lactona de nome
quimico (4-hidroxi-4H-furo[3,2-c]pirano-2 (6H)-ona (Figura 1). E uma micotoxina da
classe hidroxifuropiranona, chamada clavicina, claviformina ou expansina, apresenta
férmula empirica C;HgO4 € seu peso molecular é de 154,12 Da. Ela forma cristais
incolores, tem ponto de fusdo de 111°C, é soluvel em &gua, etanol, acetona, acetato
de etila, éter e cloroférmio, mas é insolivel em benzeno e éter de petrdleo. (CODEX
COMMITEE ON FOOD ADDITIVES AND CONTAMINANTS, 1998).

Apresenta estabilidade em acidos diluidos e é resistente a temperatura de 125
°C na faixa de pH entre 3,5 e 5,5, ocorrendo o inverso em solugbes alcalinas e
compostos sulfurosos representados por metabissulfito e radicais sulfidrilas, quando
diminui a sua atividade biol6gica (GONCALEZ, PINTO e FELICIO, 2001; SCUSSEL,
1998).

O efeito do pH na destruicdo térmica da patulina foi investigado através de
testes realizados em solugdes aquosas a pH 3,5; 4,5 e 5,5 contendo a toxina. Estas
solugBes foram submetidas as temperaturas de 105, 110, 115, 120, 125 °C. Os dados
mostraram que a destruicdo da micotoxina em todas as temperaturas foi sempre
maior em pH 5,5 do que em pH 3,5, indicando que a patulina € mais estavel em
solucdo acida. Desta forma, pode-se concluir que esta toxina possui relativa
estabilidade aos tratamentos térmicos geralmente aplicados a alimentos acidos
(LOVETT e PELLER, 1973).



31

Figura 1: Estrutura quimica da molécula da patulina.

OH

Fonte: Moss, 2008.

2.6.2.2.2 Fungos produtores de patulina

A patulina é produzida por mais de 60 espécies de fungos e cerca de 30
géneros, dentre eles Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys, sendo o P. expansum o
principal produtor (GOKMEN e ACAR, 1998). Esta espécie € um fungo psicotréfico e
ja foi encontrado em macas, cerejas, p€ssegos, nectarinas, peras, damascos e uvas.
E considerado responsavel por 70 a 80% da deterioracdo de frutas armazenadas, em
especial de magas (CALDAS et al.,, 2008; LEGGOTT e SHEPHARD, 2001). Como
consequéncia, macas e seus produtos derivados sao a principal fonte de patulina na
dieta humana.

A patulina foi isolada pela primeira vez de Penicillium claviforme, nomeada
aviformina, mas em razdo de seu frequente isolamento partindo de Penicillium
patulum, chama-se patulina. Inicialmente, era considerada um antibiotico, mas pelos
seus efeitos toxicos em animais, foi classificada como uma toxina (GONCALEZ,
PINTO e FELICIO, 2001; SCUSSEL, 1998).

A atividade de agua exerce forte influéncia sobre o desenvolvimento dos micro-
organismos que causam degradacdo do alimento. Em geral, o valor 6timo de
atividade de agua para os fungos crescerem é diferente do valor 6timo da atividade de
agua em que o nivel maximo de formacdo de micotoxinas é observado (DRUSCH e
RAGAB, 2003). Segundo Magan e Olsen (2004), a faixa de temperatura para o
crescimento e producéo de patulina por P. expasum é 0 — 24 °C e a atividade de 4gua
méaxima € de 0,99.

Estudos mostram que o armazenamento das frutas a baixas temperaturas nao
é suficiente para prevenir a formacgéo de micotoxinas, pois o P. expansum € capaz de

crescer e produzir patulina em temperaturas menores que 5°C (NORTHOLT e
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BULLERMAN, 1982). Relaciona-se o0 aparecimento do P. expansum nas frutas com a
diminuicdo da temperatura e presenca das fontes de carbono como a frutose, glicose,
sacarose e acido malico (CALDAS et al., 2008). Com isso, autores concluem que o
armazenamento de frutas a baixa temperatura ndo € suficiente nem para inibir o
crescimento deste fungo, tampouco para evitar producdo da toxina (WELKE et al.,
2009).

2.6.2.2.3 Coeficiente de difusao

O diametro das lesbes nos frutos pode afetar os niveis de patulina (MARIN et
al., 2006). Foi observada uma correlacdo direta entre a concentracdo de patulina e o
tamanho das lesdes (MARTINS et al., 2002). Investigacdes mostraram que, em geral,
a concentracdo desta toxina nas amostras de suco de macd aumentou
proporcionalmente com o uso de magcas lesionadas. Frutas sadias produziram suco
de maca com concentracées de patulina inferiores a 50 pg kg™, enquanto que sucos
obtidos a partir de macés com 30, 60 e 100% lesionadas apresentaram patulina em
concentrac&o superior a 50 pg kg (KADAKAL e NAS, 2002).

Marin et al., (2006) avaliaram o grau de contaminacéo por patulina em macas
infectadas com P. expansum, armazenadas a temperatura ambiente (20 °C) por
curtos periodos de tempo (5 dias) e sua relacdo com a cultivar (Golden ou Fuiji), grau
de maturacéo, tamanho das lesfes e capacidade migratéria da toxina no tecido sadio.
Altas concentracdes de patulina foram encontradas em macés Golden, maduras e
que apresentavam lesbes maiores. A migracdo da toxina pelo tecido sadio da fruta
era maior quanto maior o tamanho da lesédo, chegando a 4 cm quando apresentavam
grandes areas afetadas e de 2 cm em lesdes menores. Os autores sugerem que a
remocéao do tecido afetado e tecido sadio préximo é uma boa préatica para prevencao
de toxina em derivados de magca.

Rychlik e Schieberle (2001) avaliaram a capacidade migratdria da toxina em
macas, encontrando concentragdes de patulina em porgdes de até 4 cm de distancia
da lesdo, sendo essas com valor menor que 6x10™ pg de patulina/g de tecido sadio.
Celli (2006) quantificou a concentragcéao de patulina em podridées de maca, bem como
no tecido sadio ao redor da lesdo (1 cm). Neste estudo, foi encontrada patulina em
todos os tecidos deteriorados e sadios, chegando a 115,7 e 5,0 pg de patulina por

grama de tecido, respectivamente.
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A biossintese de patulina ocorre quando a taxa de crescimento do fungo
diminui em virtude das limitagdes do consumo de nitrogénio (GROOTWASSINK e
GAUCHER, 1980). Segundo Doores (1983) macas sadias carregam uma carga de
bolores da ordem de 103 a 105 organismos por fruta.

A producdo de patulina pelo fungo ocorre nas partes danificadas do fruto,
mecanicamente ou por pragas, onde se observa o apodrecimento. TANIWAKI et al.
(2001) observou que a intensidade de difusdo dessa micotoxina € de 1 cm em direcéo
ao tecido sadio. Entretanto, outros estudos encontraram patulina a 2 cm além do
tecido deteriorado de macds (RYCHLIK e SCHIEBERLE, 2001). Ja& em tomates, a
micotoxina penetra em toda a fruta. Isto ocorre devido ao alto conteddo de agua e
baixa quantidade de polissacarideos estruturais que o tomate possui, assim o
coeficiente de difusdo da patulina em tomates € maior do que em macéas (RYCHLIK e
SCHIEBERLE, 2001).

Normalmente a patulina € encontrada em altas concentracdes na parte da fruta
onde h& presenca de esporos (93 a 95% de toda toxina) e devido a sua
hidrossolubilidade se difunde para outras partes sadias do fruto (BAERT et al., 2006).
Portanto, a patulina pode ser detectada em frutas visivelmente sadias. Doores
(1983) afirma que embora a patulina pode estar presente em macas aparentemente
sadias destinadas ao consumo direto, € normalmente encontrado em niveis mais
elevados em frutos de baixa qualidade destinados a transformacdo em suco, sidra,
purés e geleias.

Outros autores afirmaram que esta micotoxina pode ser encontrada em
concentracbes mais altas na parte da fruta ndo deteriorada pelo fungo. Por esta
razdo, recomenda-se a retirada da podriddo e do tecido sadio proximo para

prevencdo da contaminacao pela patulina (EMBRAPA, 2014).

2.6.2.2.4 Aspectos toxicolégicos

Desde 1941, a patulina tem sido objeto de estudo, primeiramente por sua agao
como antibidtico e depois por suas propriedades toxicas e carcinogénicas. A partir
disso, experimentos em animais de laboratorio demonstraram que esta micotoxina
produz diversos efeitos nocivos, incluindo mutagenicidade, teratogenicidade,
carcinogenicidade, imunossupressdo e intoxicagdes agudas caracterizadas por

hemorragias, edema pulmonar, danos nos capilares hepaticos, rins, baco, bem como,
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edema cerebral (GOKMEN e ACAR, 1998; RICHARD et al., 2003; PADUA e
MACHINSKI JUNIOR, 2005).

Em nivel celular, a patulina tem mostrado efeitos que incluem rompimento da
membrana de células plasmaticas e inibicdo da sintese de DNA. De acordo com
Arafat e Musa (1995) a toxina inibe o crescimento e a sintese de proteina em cultura
de tecido hepatico e isso se deve ao bloqueio da captacdo dos aminoacidos por meio
da membrana e também a sua incorporacéo na proteina.

Speijers et al. (1988) concluiram que a patulina causou danos ao figado e aos
rins de ratos, além de revelar toxicidade ao sistema imunolégico. Também mostrou
genotoxidade e possivel atividade mutagénica em células mamarias de ratos em
estudo in vitro (BONDY e PETSTKA, 2000; SCHUMACHER et al., 2006).
SCHUMACHER et al. (2005), ao estudar a mutagenicidade da patulina em células de
pulmé&o de hamster chinés, afirmaram que a patulina € uma genotoxina.

Sua atividade carcinogénica € atribuida a insaturacdo a, 3, junto com uma
dupla ligacdo conjugada externa, unida na posicdo 4 do anel lactona (RYCHLIK e
SCHIEBERLE, 2001; MOAKE, PADILLA-ZAKOUR e WOROBO, 2005). A Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (International Agency for Research on Cancer
— IARC) classifica a patulina como carcindégeno do grupo 3 - Confirmado carcinégeno
animal com relevancia desconhecida para seres humanos (IARC, 2010). A dose de
letalidade — DL50 para camundongos varia de 5 a 30 mg kg’ de peso corpéreo
(BOONZAAIJER, BODELDIJK e VAN OSENBRUGGEN, 2005).

O resultado dos estudos em humanos, como um todo, ainda é inconclusivo,
porém sugere que sintomas agudos pelo consumo de patulina podem incluir agitacéo,
convulsdes, congestdo pulmonar, edema, ulceracdo, hiperemia, distensdo gastro-
intestinal, hemorragia intestinal, degeneracdo de células epiteliais, inflamacéao
intestinal, vdmitos e danos nos rins em decorréncia do consumo de derivados de
macéa contaminados com essa micotoxina (LAI et al., 2000; MAHFOUD et al., 2002).
Apos ingestao, a patulina é excretada (cerca de 87%), sendo 49% nas fezes, 36% na

urina e de 1 a 2% pela via respiratoria na forma de diéxido de carbono (MOSS, 2008).

2.6.2.2.5 Ocorréncia de patulina
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Estudos sobre a ocorréncia de patulina tém sido realizados em diversos paises,
além do Brasil. A frequente presenca desta toxina em produtos de maca mostra que a
patulina é resistente aos processos de fabricacdo (LEGGOTT e SHEPHARD, 2001).

A ocorréncia da patulina em uva fina (Vitis vinifera L. cv, Rubi com sinais de
podriddo acida causada por Penicillium spp. foi avaliada, porém, nas 40 amostras
analisadas, ndo foi detectada contaminacdo por esta micotoxina (CALDAS et al.,
2008). Também néo foi detectada a presenca de patulina em 84 amostras de polpa
comercial de tomate, sendo o limite de deteccéo de 10 pg kg (KAWASHIMA et al.,
2002). Treze marcas de suco de macéa comercializadas em Belo Horizonte, MG foram
coletadas entre marco e setembro de 1999, onde esta micotoxina foi detectada em
apenas uma amostra (10 pg L™) (PRADO et al., 2000).

Alimentos infantis como os purés de macas, frequentemente utilizados em
papinhas de bebé, podem apresentar elevada contaminagdo, o que se torna mais
preocupante pelo efeito correlato de dose ingerida x peso corporal (CELLI, 2006). Os
produtos comerciais obtidos a partir de macad com maior valor agregado S&0 0S sSucos
clarificados e/ou reconstituidos e os fermentados e também base para sidras. A
presenca de patulina em sucos de maca esta relacionada a contaminagédo da matéria-
prima com fungos produtores da micotoxina e € de conhecimento técnico que o
processo de clarificagdo ndo diminui significativamente o contetdo de patulina no
suco (BISSESSUR, PERMAUL e ODHAYV, 2001).

Ja em apple cider inoculado com P. expansum (105 esporos/mL) depois de
incubacdo por 14 dias de 25 °C, altos niveis de patulina (538 a 1822 pg L™) foram
detectados. Mesmo quando o produto foi incubado a 4 °C, concentra¢des de patulina
variaram de 75 a 396 pg L' e foram detectados apés 24 dias de incubacdo
(MACCALLUM et al., 2002).

Hasan (2000) determinou as espécies de fungos predominantes e ocorréncia
de micotoxinas em macas sadias (100) e deterioradas (100). Aspergillus flavus
(100%), Aspergillus niger (63%), Penicillium expansum (50%) e Rhizopus stolonifer
(50%) eram os fungos isolados com maior frequiéncia em frutas saudaveis. A. niger foi
0 micro-organismo mais comum em macas deterioradas (83%), seguido por A. flavus
(67%), P. expansum (58%), R. stolonifer (53%) e Alternaria alternata (42%). As
micotoxinas encontradas em macéas podres foram patulina e aflatoxina. A condicao

Otima para producao de patulina por P. expansum foi de 15 °C apds 15 dias.
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Embora esta micotoxina possa ser detectada em véarias matérias-primas
dentro da industria alimentar, as macds e 0s seus subprodutos sdo a principal

preocupacao relativa a presenca de patulina.

2.6.2.2.6 Limites maximos tolerados (LMTS)

A legislacdo sobre alimentos serve para proteger a saude dos consumidores e
0s interesses econdmicos dos produtores de alimentos (MAGAN e OLSEN, 2004).
Devido aos riscos para saude, organizacdes nacionais e internacionais estabeleceram
limites maximos de micotoxinas em alimentos, a fim de garantir a seguranca dos
mesmos (GONZALEZ et al., 2010). A legislacdo sobre micotoxinas varia de acordo
com o pais, sendo que o nivel aceitavel é diferente para cada tipo de alimento.

No Brasil, a Resolucdo n’ 7, de 18 de fevereiro de 2011, cita os limites maximos
toleraveis de micotoxinas estabelecidos pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria). Segundo esta RDC, o limite maximo toleravel para patulina em suco de
maca e polpa de maca é de 50 ug L™ (ANVISA, 2011).

Paises da Europa e Estados Unidos também estabelecem niveis maximos para
contetdo de patulina em derivados de macd. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) recomenda concentracbes inferiores a 50 pg L* e o Food and Drug
Administration (FDA) publicou um documento, “The Draf Guidance Document of FDA
Components and Industry on Apple Juice and Apple Juice Products”, que estabelece
o limite de 50 pg L™ para sucos de maca e derivados (EUROPEAN COMMUNITY,
2006).

Muitos paises tém adotado a recomendacao 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.

O Ministério Britanico de Agricultura, Pesca e Alimentos (MAFF) tem
monitorado 0s niveis de patulina em sucos de macd desde 1980. Quando
contaminacdes acima de 50 pg L™ foram confirmadas pela primeira vez, em 1992, foi
sugerido o limite méaximo permitido de até 50 pg L™ (UNITED KINGDOM, 1993).

Com o estabelecimento de programas de controle, a reducdo dos niveis de

patulina em sucos de maca alcangou 60%. Outros paises como Suécia, Bélgica e
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Noruega também estabeleceram concentracdo maxima permitida de até 50 ug L™,
como recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude (OUGH e CORISON, 1980).

Os niveis maximos tolerados das micotoxinas que vem sendo impostos pelas
legislacbes nacionais e internacionais aumentam a necessidade do desenvolvimento
de novos métodos e otimizagcdo daqueles ja existentes, uma vez que resultados nao
confidveis de um determinado laboratorio podem acarretar problemas graves de
seguranca do alimento, e, como consequéncia, impedimento de exportacdes
(JESTOI, 2008).

Na tabela 3, encontram-se os valores dos limites méaximos tolerados para
patulina nos diferentes produtos derivados de mac¢é segundo o Regulamento (CE) n.°
1881/2006 da Comissao Europeia, regulamento este que, fixa os teores maximos de
certas micotoxinas presentes em determinados géneros alimenticios, juntamente com
os limites fixados pela ANVISA e FDA.

Tabela 3 - Limites maximos tolerados para patulina em produtos de macas estabelecidos pela Unido
Europeia, ANVISA e FDA.

Orgéo Produtos LMT (ug kg™ ou pg L™)
Sucos de frutas e néctar de frutas,
em particular suco de macéa e 50

ingredientes para outras bebidas

Concentrados de sucos de frutas
apos reconstituidos conforme 50
instrucéo do fabricante

Bebidas alcodlicas, sidra e outros
drinques fermentados derivados de 50
maca ou contendo suco de macé

Produtos sdlidos de magcd, incluindo
compotas, puré de maca para 25
consumo direto

Unido Europeia Suco de maca e produtos solidos de

maca incluindo compotas e puré de 10
macd, para criangas
Outros baby food 10
Suco de maca 50
ANVISA Polpa de maca 50
FDA Suco de maca e derivados 50

2.6.3 Patologia causada por Penicillium em macga

Dentre os micro-organismos causadores de doencas, os fungos séo a principal
causa de perdas em macas. As podriddes de magéas séo causadas principalmente por

Penicillium expansum, ocasionalmente por Alternaria alternata e por Botrytis cinera.
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Estes fungos estdo presentes na maior parte dos paises produtores de pomaceas
(SPADARO et al., 2004).

Dentre as doengas associadas a macga, a “podriddo azul” (“blue rot”) causada
por P. expansum, é a mais comum e destrutiva de todas as podridées que afetam as
macas, principalmente durante a estocagem (JANISIEWICZ e KORSTEN, 2002).

Esta podriddo é responsavel por 80 a 90% das perdas ocasionadas por
podriddes em pos-colheita (VINAS et al., 1998). Apresenta manchas macias e
aguosas e a parte deteriorada separa-se facilmente do tecido ndo contaminado. Estes
focos de podriddo podem conter uma grande quantidade de patulina. Ja foram
detectados até 150 g desta micotoxina em 1 kg de suco extraido de macas
deterioradas (SCUSSEL, 1998). As frutas infectadas tém odor e gosto caracteristicos
de mofo, desenvolvendo massas verde-azuladas de esporos que aparecem ha
superficie das frutas.

Mesmo quando efetuados todos os tratos culturais recomendaveis, as perdas
causadas por P. expansum na cultivar Fuji, por exemplo, podem atingir até 8% das
frutas, apos seis meses de armazenamento refrigerado (EMBRAPA, 2004).

O controle da podridao azul das macas tem sido a preocupacao de produtores
ao redor de todo o mundo. Varias medidas vém sendo adotadas com o intuito de
reduzir as podridées pdés-colheita, dentre as quais destacam-se o controle quimico
(inibidores de amadurecimento, fungicidas sistémicos e protetores), o controle
bioldgico (antagonistas), o controle fisico (refrigeracdo, tratamento térmico, radiacao,
atmosfera controlada ou modificada) e a inducdo de resisténcia (eliciadores bidticos e
abioticos) (JANISIEWICZ e KORSTEN, 2002).

Em poés-colheita de macas, o controle de doencas geralmente é feito com a
imersdo de frutos em solugdes fungicidas. Fungicidas sintéticos como tiofanato
metilico, iprodiona e imazalil sdo utilizados para o controle de podridées deste
periodo. Entretanto, o aumento do interesse publico e das autoridades da area da
salude sobre a presenca de residuos de agrotdéxicos em produtos agricolas e o
acumulo dessas substadncias no ambiente e nos seres vivos tém estimulado a
pesquisa de meétodos alternativos para o controle de doencas de plantas. Outras
desvantagens do emprego de fungicidas advém da selecdo de estirpes de
fitopatdgenos resistentes aos ingredientes ativos registrados (JANISIEWICZ e
KORSTEN, 2002).
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Nesse contexto, a busca por meios alternativos de controle e inibicdo de
fitopatbgenos vem acompanhada de pesquisas na area de armazenamento em
atmosfera controlada ou utilizacdo de inibidores da maturacdo como o 1-

metilciclopropeno (1-MCP).

2.6.4 Influéncia do armazenamento na producéo de patulina

Sabe-se que mesmo no armazenamento refrigerado, pode ocorrer a presenga
de P. expansum, além da producéo de patulina. Wilson e Nuovo (1973) isolaram 60
cepas de P. expansum produtoras de patulina em macas com deterioragdo, mantidas
sob armazenagem de O °C. Northolt e Bullerman (1982) confirmaram o fato,
constatando o desenvolvimento e produgéo de patulina em magas armazenadas a 1
°C.

Um estudo conduzido por Ross et al. (1998) foi desenvolvido a fim de avaliar a
producdo de patulina em macas nas cultivares Gala e Fuji inoculadas com P.
expansum e P. variabile isolado de macas. Para isso, foram utilizadas temperaturas
de armazenamento empregadas na industria (0 °C), de cémara fria (4 °C) e
temperatura ambiente (25 °C) nos tempos de 15, 30, 60 e 90 dias. A producéo de
patulina ocorreu em todas as combinacfes de armazenagem, constatando que a
medida que se elevava a temperatura, era acelerado o desenvolvimento dos fungos e
a producdo de patulina. A 0 °C o aparecimento de patulina s6 foi detectado em 60
dias, a 4 °C em 30 dias e a 25 °C em 15 dias. As variagdes de pH ndo foram
significativas e a deterioracdo macroscépica aumentava conforme o aparecimento de
toxina. Os autores concluiram que os riscos frequentes de producdo de patulina nas
temperaturas de refrigeracdo indicam a necessidade de melhor controle nos estagios
de colheita e armazenagem de macas.

Em estudo realizado por Jackson et al. (2003), avaliou-se como as condi¢des
de armazenamento afetam os niveis de patulina. A patulina ndo foi detectada em
macas selecionadas, colhidas diretamente das arvores e nao pasteurizadas, mas foi
detectada, em altos niveis, em macas que tiveram contato com o solo no momento da
colheita, durante seu armazenamento ou processamento e que também ndo foram
pasteurizadas. O mesmo foi observado no concentrado desses dois tipos de macgéas

armazenado de 4 a 6 semanas em temperatura de 0 a 2 °C.
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Em outro estudo, autores investigaram o efeito da temperatura de
armazenamento sobre a reducdo de patulina em sucos concentrados durante 6
meses, mantidos a 22 °C e a 30 °C, contaminados com toxina nas concentracdes de
64, 105 e 150 pg L™ . Os resultados demonstraram uma reducdo de patulina, sendo
tempo e temperatura dependentes. Apos 1 més de armazenamento a 22 °C a
reducédo foi de 45 a 64% e a 30 °C, de 66 a 86%, sendo gradativo até o quarto més,
guando ndo mais encontraram teores detectaveis da toxina (KOCA e EKSI, 2005).

J4, Baert et al. (2007) estudaram a influéncia das condicbes de armazenagem
(temperatura e nivel de O;) no crescimento e na producdo de patulina por diferentes
cepas de P. expansum em um meio de cultura e em macéads. O crescimento foi
fortemente influenciado pela temperatura, enquanto que a atmosfera utilizada (20,3 e
1% de O,; <1% CO,) nao teve efeito. O crescimento 6timo foi observado a 25 °C para
cada cepa testada. A producéo de patulina foi estimulada quando houve diminuicao
da temperatura (de 20 °C para 10 ou 4 °C).

Pelos dados da literatura, a frequente ocorréncia de P. expansum, produtor de
patulina em frutas, aponta a importancia do controle durante o armazenamento das

macas para evitar riscos de ingestao desta micotoxina.

2.7 ARMAZENAMENTO DE MACAS EM ATMOSFERA CONTROLADA

O aumento da exigéncia na qualidade, somado a concentrada producdo de
macad em um curto periodo do ano, faz necessario 0 uso do armazenamento para
fornecer ao mercado consumidor um produto de qualidade por um maior periodo de
tempo.

As macas apresentam atividade metabdlica depois de colhidas o que reduz sua
vida util durante o armazenamento. Portanto, o0 armazenamento das frutas ocorre sob
refrigeracdo e, muitas vezes, em atmosfera controlada (AC) de forma a diminuir a taxa
de respiracdo das magas e retardar seu metabolismo, amadurecimento e deterioragéo
(BRACKMANN et al., 2004).

A AC é uma das técnicas mais utilizadas no armazenamento de macas
(BRACKMANN et al., 2009; WEBER et al., 2011 e WEBER et al., 2012 ). A mesma
consiste do armazenamento refrigerado, com controle da temperatura e umidade
relativa (UR) do ambiente de armazenagem, além da redugéo na presséo parcial de

O, e aumento de CO; nas camaras de armazenamento (GIRARDI et al., 2004). O seu


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615006858#b0040
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615006858#b0175
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uso com macas foi primeiramente reportado no ano de 1927, por Kidd e West
(MATHOOKO, 1996).

O controle da temperatura no armazenamento € importante, pois contribui para
manutencdo da qualidade pds-colheita de frutos, onde reduz a velocidade das
reacbes bioquimicas, retardando o amadurecimento dos frutos (CHITARRA e
CHITARRA, 2005). A estocagem é realizada geralmente a temperatura de 0 °C,
podendo variar de -0,5 °C até 2 °C, dependendo da variedade (GIRARDI e BENDER,
2003).

J& o controle da UR se faz importante, pois em baixa UR, ocorre perda de
massa e murchamento dos frutos, além do aumento da producdo de etileno,
acelerando a senescéncia dos frutos e, em elevada UR, pode ocorrer proliferacédo de
patdgenos. Todavia, a inducdo da perda de massa até certo limite pode ser benéfica
para manutengdo da qualidade pos-colheita de macas. A UR é controlada entre 92 e
96% (BRACKMANN et al., 2008; GIRARDI e BENDER, 2003).

No armazenamento sob baixas pressdes parciais de O, e altas pressdes
parciais de CO,, os efeitos benéficos incluem reducdo da taxa respiratoria e da
producdo de etileno, conservando, assim, as caracteristicas fisico-quimicas e inibindo
a ocorréncia de alguns distarbios fisioldgicos.

Dependendo dos padrdes de armazenagem exigidos para cada variedade, o
teor de O, pode ser reduzido para a faixa de 1,0 a 2,5% e o teor de CO, elevado para
0,5 a 4,5% (GIRARDI e BENDER, 2003). Para atingir estes niveis, € preciso injetar
nitrogénio na forma gasosa dentro da camara, o qual ocupa o lugar do oxigénio e fica
desta maneira, inerte (BRACKMANN et al., 2008).

A atmosfera controlada fornece vantagens ao prolongar de 50 a 80% o periodo
de conservacdo da fruta, mantendo sua qualidade através do retardamento do
amadurecimento. Em vista do interesse na ampliacdo da exportacdo de frutas
brasileiras, o controle na armazenagem se tornou essencial para garantir a qualidade
das mesmas (IBRAF, 2008).

No entanto, mesmo em AC ocorrem perdas durante um armazenamento
prolongado, em funcdo da presenca de etileno no ambiente de armazenamento.
Essas perdas referem-se especialmente a ocorréncia de disturbios fisioldgicos e
podriddes (WATKINS, 2010). Neste sentido, buscam-se técnicas complementares a

AC gue ajudem a manter a qualidade e prolongar o armazenamento.
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2.7.1 Atmosfera controlada dinamica

Com uma preocupacado crescente pelo consumo de alimentos sem
contaminantes, faz-se necessario o uso de técnicas de armazenamento que
trabalham mais detalhadamente o manejo das concentra¢cées gasosas do ambiente
de armazenagem sem aplicacdo de compostos quimicos. Uma técnica recente é a
atmosfera controlada dinamica (ACD), em que as concentracdes de O, variam
durante a armazenagem, conforme necessidade do fruto armazenado, mas
permanecem ligeiramente acima do limite minimo de O, (LMO). Com isso, o LMO
pode ser monitorado em tempo real nas cameras de armazenamento. Quando iniciar
a fermentacdo devido as baixas pressdes parciais de oxigénio, é injetado 0,2 a 0,3
kPa de O, no ambiente da camara e, desta forma, a respiracdo anaerdbica €
reduzida, ndo permitindo a ocorréncia de dano ao fruto (GASSER et al.,, 2008;
WATKINS, 2008).

DelLong et al. (2007) afirmam que esta tecnologia mantém maior qualidade dos
frutos, comparado ao armazenamento em atmosfera controlada tradicional e, ainda,
pode ser uma opc¢ado de uso em um sistema de produgdo organico, por nao usar
compostos quimicos.

Apesar dos beneficios da ACD, esta técnica tem como inconveniente o uso de
equipamentos sofisticados que sdo necessarios para o0 acompanhamento do estresse
nos frutos. Além disso, ha a necessidade de profissionais especializados para o
acompanhamento desta nova técnica (BOTH, 2012).

Dentre as técnicas de ACD, se destaca 0 monitoramento com base na
fluorescéncia de clorofila (FC), quociente respiratério (QR) e ainda, como associacao

a essas técnicas pode-se fazer o uso do 1-metilciclopropeno (1-MCP).

2.7.1.1 Fluorescéncia de clorofila (FC)

Para reduzir o oxigénio para niveis muito baixos (0,3 até 0,4 kPa), € necessario
empregar uma técnica para monitorar o LMO durante todo o periodo de
armazenamento. Uma metodologia usada é baseada na fluorescéncia da clorofila
(FC) (DEELL et al., 2002; PRANGE et al., 2007).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615006858#b0070
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Nesta metodologia, um sensor monitora a fluorescéncia da clorofila. Quando os
niveis de oxigénio sdo reduzidos abaixo do LMO, as clorofilas presentes na epiderme
da fruta emitem uma fluorescéncia, que é capturada pelo sensor e dirigida para o
software, o que indica que o oxigénio é inferior a LMO e deve ser aumentado. Assim,
este método de armazenamento permite que a reducao dos niveis de oxigénio seja
muito baixa, mas que o metabolismo dos frutos ainda a toleram. Durante o
armazenamento utilizando esta metodologia, os niveis de oxigénio sdo alterados de
acordo com o0 metabolismo das frutas, especialmente durante o inicio do
armazenamento (RAFFO et al., 2009), resultando em uma atmosfera controlada
dindmica (ACD-FC).

As clorofilas respondem ao estresse provocado pela baixa pressdo de O,. A
medida que os niveis de O, caem dentro da camara de armazenamento, a emissao
de fluorescéncia permanece relativamente estavel até que o LMO seja atingido, sendo
que apds, a emissdo de fluorescéncia aumenta consideravelmente (DeELL et al.,
2002), indicando que os niveis de O, da atmosfera da camara de armazenamento
devem ser aumentados de 0,2 a 0,3 kPa, permanecendo assim até o final do

armazenamento ou até novo estresse.
2.7.1.2 Quociente respiratério (QR)

Outra alternativa € o monitoramento do quociente respiratério (QR), baseado
na razao entre a producdo de CO;, e o consumo de O, pelo metabolismo respiratério
dos frutos (WEBER et al., 2015). Quanto maior a respiracdo anaerébica, maior o QR.
O principio da utilizacdo do QR é como uma medida da baixa tensdo de oxigénio
conhecida ha muitos anos, no entanto, € recente a sua utilizagdo em ACD.

Em condi¢Bes aerdbicas, o QR tera um valor reduzido e, devido a sua forte
natureza nado linear, o QR vai aumentar exponencialmente a medida que a
concentracdo de oxigénio se aproximar de zero, devido a uma mudanca da respiracao
aerébica para a anaerObica ou fermentacdo (GASSER et al., 2008). Com o
monitoramento do QR os niveis de O, podem variar diariamente, dependendo do

metabolismo dos frutos, a fim de manter constante um QR pré-definido.
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2.7.2 Uso de fitorreguladores

2.7.2.1 1-metilciclopropeno (1-MCP)

O 1-metilciclopropeno (1-MCP) € um composto volatil, ndo tdxico, com peso
molecular de 54 g e férmula C4Hg, que se liga de forma irreversivel aos receptores de
etileno nas membranas das células, impedindo a ligacdo do etileno ao receptor e
bloqueando sua acdo. Além disso, a afinidade do 1-MCP a esses receptores é
aproximadamente 10 vezes maior do que a do etileno, e o inibidor & ativo em
concentracfes muito mais baixas do que este fitohormonio. Também é relatado que o
1-MCP inibe a biossintese do etileno em algumas espécies. Assim, a aplicacdo do 1-
MCP inibe o estimulo fisiolégico e a transducdo de sinal desencadeada pelo etileno,
reduzindo o amadurecimento e ocorréncia de distirbios em frutos climatérios
(BLANKENSHIP e DOLE, 2003).

O armazenamento em AC pode prolongar o efeito de 1-MCP sobre as
caracteristicas fisicas e sensoriais de macas e estas duas tecnologias geralmente sao
mais eficientes quando combinadas (WATKINS et al., 2000). De acordo com Watkins
et al. (2000), as respostas a aplicacdo do 1-MCP variam em funcdo da espécie,
cultivar, regido e condicdo de armazenamento. Além disso, a temperatura e o tempo
de exposicdo ao produto também afetam a eficiéncia do mesmo (DeELL et al., 2002).

Quando utilizado em combinacdo com baixa temperatura, o efeito do 1-MCP
aumenta a vida 0til de magcds em comparacdo com o uso de 1-MCP em frutos
conservados em temperatura mais elevada. Este resultado sugere que a taxa de
formacdo de novos receptores de etileno é suprimida pela baixa temperatura,
aumentando assim a eficiéncia do 1-MCP (BLANKENSHIP e DOLE, 2003).

Portanto, o 1-MCP tem grande importancia para a ciéncia, pois € poderosa
ferramenta para um melhor entendimento dos eventos envolvidos com a maturagao e
senescéncia dos frutos (WATKINS, 2010).

2.8 DETERMINACAO DE MICOTOXINAS

A determinacdo de micotoxinas em alimentos, ragcdo animal, amostras

bioldgicas, entre outros, é considerada um desafio devido a diversidade das matrizes
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com diferentes complexidades e a variedade de espécies moleculares que
necessitam ser determinadas (SAEGER, 2011).

Quando a determinacdo desses analitos se da através de técnicas
cromatograficas, € necessario o preparo da amostra para extrai-los e, em algumas
situacdes uma etapa de purificagdo para remover componentes da matriz que possam
interferir durante a analise instrumental. Em outros casos também se faz necessaria
uma etapa de pré-concentracéo, para alcancar os limites de deteccao e quantificacao
requeridos (GONZALEZ et al., 2010; SAEGER, 2011).

Além de fatores como precisdo e reprodutibilidade, procedimentos analiticos
séo caracterizados por trés critérios praticos: i) velocidade com que a analise pode ser
realizada, ii) nivel de habilidade técnica necessaria para efetuar o ensaio, e iii) se o
ensaio proporciona um resultado qualitativo ou quantitativo (CAST, 2003).

Um grande numero de métodos analiticos tem sido desenvolvido para anélise
de micotoxinas, incluindo a patulina. Esses métodos necessitam apresentar baixos
limites de deteccdo, a fim de cumprir com 0s requisitos legais de organizacdes
nacionais e/ou internacionais; ser seletivo para evitar interferéncias; ser facilmente
aplicado em laboratérios de rotina; ser econdmico para o laboratério e fornecer
resultados confirmatorios para o analito detectado (GONZALEZ et al., 2010).

Técnicas de deteccdo altamente seletivas, tais como a espectrometria de
massas (MS) permitem a detec¢do e quantificacdo de concentracdes extremamente
baixas de micotoxinas (JESTOI, 2008). Recentes avancos em instrumentacéo
analitica tém destacado o potencial dos métodos baseados em UPLC-MS/MS (do
inglés, Ultra Performance Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry), pois
estes permitem a determinacdo de analitos como a patulina e sua confirmacédo de
forma bastante confiavel (GONZALEZ et al., 2010).

2.8.1 Preparo da amostra

No preparo das amostras para analise cromatografica, o custo e o tempo, bem
como as fontes de erros durante a analise sdo considerados. O preparo da amostra
representa cerca de 60% do tempo e do custo da analise (SAEGER, 2011).

Inicialmente, a amostra pode ser triturada por via seca ou via imida. Apos esta
etapa, a mesma deve ser homogeneizada, e dela retirada uma subamostra para a

extracdo e quantificacdo dos analitos (CAST, 2003). O preparo da amostra pode
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influenciar fortemente a recuperacdo dos analitos, podendo afetar, a exatiddo e
precisédo de todo o método analitico (SAEGER, 2011).

Uma vez que o analito foi extraido da matriz, o extrato liquido pode ser
purificado para remover impurezas que possam dificultar a deteccdo e a quantificacao
do mesmo. A purificacdo € um requisito para alguns, mas néo para todos os métodos
analiticos (CAST, 2003). Além de remover impurezas da amostra, em alguns casos
esta etapa consiste também em uma etapa de pré-concentracdo do analito.

As micotoxinas sdo moléculas com diferentes propriedades fisico-quimicas.
Devido a isso, normalmente, os procedimentos especificos de extracdo e purificacdo
eram otimizados apenas para uma micotoxina alvo. Nos ultimos anos a tendéncia é
gue se busque desenvolver métodos de extracdo diferenciados, capazes de realizar a
extracdo simultdnea de varias micotoxinas ou de um grupo de micotoxinas que
apresentem caracteristicas quimicas semelhantes (GONZALEZ et al., 2010;
SAEGER, 2011). Entretanto, a patulina pode ser determinada somente por método
analitico individual. Pelas suas caracteristicas fisico-quimicas, métodos multirresiduos

nao foram capazes de extrai-la.

2.8.1.1 Patulina

Muitos métodos tém sido desenvolvidos para a deteccdo de patulina, incluindo
cromatografia em camada delgada, cromatografia liquida, cromatografia gasosa e
eletroforese capilar. A maioria dos métodos utiliza, na etapa de preparacdo de
amostras, a extracao liquido-liquido (ELL). A ELL se baseia na particdo da amostra
entre duas fases imisciveis, organica e aquosa, sendo que a eficiéncia da separacao
esté relacionada a afinidade do soluto pelo solvente de extracédo, da razdo das fases e
do nimero de extracdes (LEGGOTT e SHEPHARD, 2001).

Métodos de baixo custo e menor tempo de analise, com o0 emprego de
guantidades reduzidas de solventes organicos e, consequentemente, menor geragao
de residuos toxicos, tém sido desenvolvidos. A HPLC-UV (do inglés, High
Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet) € um meétodo comumente usado
para determinacéo e quantificacdo de patulina, visto que essa toxina é relativamente
polar e exibe amplo espectro de absor¢do (GOKMEN e ACAR, 1999).

O método oficial adotado pela AOAC para suco de macd (método 995.10) é

baseado na HPLC-UV, com um limite de quantificagdo de 5 pg L™. Neste método o
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suco é extraido 3 vezes com acetato de etila, seguido de desidratacdo com sulfato de
sédio. O solvente € evaporado sob vazao de nitrogénio gasoso a 40 °C e o residuo é
dissolvido em acetonitrila:agua (10:90). A cromatografia liquida utiliza coluna Cg de
fase reversa (5 ym, 250 x 4,6 mm) e detector UV fixado em 276 nm. O sistema é
isocratico, com vazdo de 1 mL min™ e fase mével acetonitrila:agua (5:95) (AOAC,
2000).

2.8.2 Técnica Analitica: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas

2.8.2.1 Cromatografia liquida

Entre os métodos modernos de analise, a cromatografia se tornou destaque
devido a facilidade com que efetua separacao, identificacdo e quantificacdo das
espécies quimicas, por si mesma ou em conjunto com outras técnicas instrumentais
de andlise como espectrofotometria por absorcdo no visivel e ultravioleta ou
espectrometria de massas (CHIARADIA, COLLINS e JARDIM, 2008).

A grande aplicabilidade desta técnica é atribuida a sua capacidade de
separacdo de moléculas ndo volateis e termossensiveis, que constituem 80% dos
compostos sintéticos e naturais. No entanto, a identificacdo em amostras complexas
pode ser um problema para a cromatografia liquida (LC, do inglés Liquid
Chromatography) quando esta estiver acoplada a detectores tradicionais como UV e
fluorescéncia (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

A LC tem sido a técnica analitica mais amplamente utilizada para determinacéo
de micotoxinas, considerando seu desempenho satisfatorio em termos de exatidédo,
precisdo, sensibilidade e reprodutibilidade (TURNER et al., 2009; PITTET, 2005;
SFORZA et al., 2006). A HPLC com diferentes detectores é frequentemente utilizada
em andlises de rotina e também, na realizacdo de pesquisas. Entretanto, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas esta
ganhando cada vez mais espac¢o (TURNER et al., 2009).

Através da combinagcdo de MS com LC, componentes das amostras sdo
separados uns dos outros (por LC) e tem suas massas individuais analisadas (por
MS) para isolar, identificar e quantificar qualquer componente ionizavel. Desta forma,
0 acoplamento LC-MS tem sido utilizado com inUmeras aplicagdes em varios campos

da ciéncia e da analise quimica, e € usado para a analise de uma ampla faixa de
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compostos organicos, desde pequenas moléculas como metabdlitos e peptideos, até
moléculas grandes como, por exemplo, proteinas (FERNANDEZ-ALBA, 2005).

Apesar dos fatores limitantes na utilizacdo da cromatografia liquida hifenada a
espectrometria de massas (LC-MS), como o alto custo dos equipamentos, 0s
requisitos de laboratério relativamente avancados e as limitagbes no tipo dos
solventes utilizados na extracdo e separagdo, nos Ultimos anos esta técnica tornou-se
muito utilizada (GONZALEZ et al., 2010). A LC-MS tem avancado nos Uultimos dez
anos para a posicao de técnica de referéncia na area de determinagcao de micotoxinas
(KRALJ e PROSEN, 20009).

A necessidade de métodos empregando espectrometria de massas em
sequéncia (LC-MS/MS) é ainda maior porque a identificacdo inequivoca do analito e a
quantificacdo exata sdo pré-requisitos em analise de alimentos, de acordo com
recentes leis e regulamentos nacionais e internacionais. Além disso, a LC-MS/MS
prevé um grau avangado de seguranca na identificacdo do analito devido ao seu
elevado grau de seletividade. Estas técnicas permitem a determinacdo simultanea de

compostos em concentracdes relativamente baixas.

2.8.2.2 Espectrometria de massas

Com a MS, muitas classes, de diferentes analitos, presentes em uma grande
diversidade de matrizes, podem ser identificadas e quantificadas com alta preciséo.
Essa técnica € uma das ferramentas analiticas mais valiosas e amplamente
disponiveis na atualidade (LANCAS, 2009).

O fundamento desta técnica é a ionizacdo das moléculas e identificacdo dos
ions de acordo com a relacdo massa/carga (m/z). A formacdo de ions € uma etapa
critica de qualquer aplicacdo da MS, pois independentemente do analisador de
massas, a andlise de massas requer ions (LANCAS, 2009). Os principais

componentes destes instrumentos sdo a fonte de ionizacdo e o analisador de massas.
2.8.2.2.1 Fontes de ionizagao
Na técnica de LC-MS sao encontradas incompatibilidades relacionadas a vazao

do eluente do sistema cromatografico com a relacdo a velocidade de bombeamento

do sistema de vacuo e o projeto da fonte de ions do espectrometro de massas. As
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vazdes utilizadas em LC sdo relativamente grandes (da ordem de 1 mL min™), de
maneira que ndo é possivel bombear o eluente de um cromatégrafo a liquido
diretamente para o interior da fonte do espectrébmetro, que opera a pressdes de cerca
de 1,3 x 10* Pa. Assim, uma das mais importantes funcées de uma interface
empregada em LC-MS é remover toda, ou, pelo menos uma parte significativa da fase
mével (REICHERT, 2015).

As fontes de ionizacao, inicialmente investigadas para o acoplamento LC-MS
foram baseadas no impacto de elétrons (El, do inglés Electron lonization) e ionizacao
quimica (Cl, do inglés Chemical lonization), entretanto devido as diferentes
caracteristicas existentes entre as fases moveis empregadas nas duas técnicas de
separacdo (GC e LC), este acoplamento mostrou-se inadequado para andlise de
compostos em baixas concentracdes, além de nao apresentarem robustez
necesséria. Entretanto, novas fontes foram desenvolvidas, onde as que
demonstraram melhor desempenho no acoplamento LC-MS sdo aquelas onde a
ionizacado ocorre sobre pressdo atmosférica (API, do inglés Atmospheric Pressure
lonization) (LANCAS, 2009).

Desta forma, para o acoplamento da LC ao MS foi necessario o
desenvolvimento de interfaces e de formas de ionizagcéo alternativas. Os modos de
ionizagdo mais utilizados no momento s&o: Eletronebulizacdo (ESI, do inglés
Electrospray lonization), lonizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI, do inglés
Atmospheric Pressure Chemical lonization) e a lonizacdo por Fétons a Presséo
Atmosférica (APPI, do inglés Atmospheric Pressure Photon lonization).

Em ESI (modo de ionizacao utilizado neste estudo), o liquido no qual o analito
de interesse se encontra dissolvido (na FM, no caso do eluente da LC) passa atraves
de um capilar, a pressdo atmosférica, mantido sob alta voltagem (CHIARADIA,
COLLINS e JARDIM, 2008). A ESI pode ser operada no modo positivo ou negativo; as
goticulas que saem do aerossol terdo carga positiva e o eletrodo recebera os elétrons,
ocorrendo um processo de oxidacdo. De forma analoga, no modo negativo o oposto
ocorrerad (LANCAS, 2009).

Na saida do capilar sdo formadas pequenas gotas altamente carregadas
(aerossol) que sao dessolvatadas ao se deslocarem em sentido contrario ao
posicionamento de um eletrodo em uma regido de pressdo atmosférica. A
dessolvatagdo é assistida por um fluxo continuo de gas seco (geralmente N;) na

regido do aerossol. A medida que ocorre a dessolvatacdo, o tamanho das gotas é
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reduzido até o ponto em que a for¢a de repulsdo entre as cargas similares fica maior
que as forcas de coesao da fase liquida (tensdo superficial). Neste momento ocorre a
chamada “explosao couldbmbica”, que gera gotas com tamanhos equivalentes a 10%
do tamanho das gotas a partir das quais se originaram. Uma série de explosdes
passa entdo a ocorrer até que sejam produzidos ions do analito a partir destas gotas,
0s quais sao transferidos para o interior do espectrébmetro de massas por uma série
de dispositivos de focalizacao (Figura 2).

Como em ESI a ionizacao ocorre diretamente na solugdo, compostos sensiveis
a temperatura podem ser ionizados sem sofrer degradacdo. Uma vez que em ESI sdo
gerados ions com mdltiplas cargas, esta técnica pode ser aplicada a substancias com

massas molares relativamente grandes.

Figura 2 — Interface do tipo ESI, onde os ions formados sdo conduzidos para o analisador de massas.

Fonte: Adaptado de LANCAS, 2009.

2.8.2.2.2 Analisadores de massas

Existem varios tipos de analisadores de massas, cada qual com suas
caracteristicas de construcao e operacdo que os diferem entre si, por suas vantagens
e limitacdes. Uma vez que existe uma ampla variedade de analisadores de massas,
sua escolha dever ser efetuada considerando-se a aplicacao (ex. faixa de massas
desejada), desempenho desejado (ex. resolucéo) e custo. Em funcéo destes fatores,
ndo ha um analisador de massas o qual seja ideal para todas as aplicacbes
(LANCAS, 2009).

Dentre os analisadores disponiveis atualmente, estdo os quadrupolos (QP, do

idioma inglés Quadrupole), os triplos quadrupolos (TQ, do idioma inglés Triple
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Quadrupole), armadilha de ions (IT, do idioma inglés lon trap), armadilha de ions
orbital (ORBITRAP, do idioma inglés Orbital lon Trap), tempo de voo (QTOF, do
idioma inglés Quadrupole Time-of-Flight) e triplo quadrupolo-armadilha de ions linear
(QTRAP, do idioma inglés Mass Spectrometry Quadrupole lon Trap).

O QP é o analisador de massas mais empregado, principalmente devido a sua
simplicidade, boa linearidade, facilidade de ser entendido e operado (LANCAS, 2009).
Este tipo de analisador € constituido de quatro barras cilindricas feitas de metal,
dispostas na forma de um quadrado onde os ions do analito sdo direcionados para o
centro do quadrado. Um par de barras € mantido em um potencial elétrico positivo,
enquanto o outro par € mantido a um potencial negativo. Uma combinacdo de
corrente continua (CC) e radio frequéncia (Rf) € aplicada nas barras. O par positivo
atua com um filtro para valores de massas mais elevados, enquanto que o par
negativo para as massas menores. Deve-se ter um controle preciso sobre as
voltagens e radio frequéncia, aplicada as barras dos polos, que geram um campo
eletrostatico que age como filtro de massas. Esses campos determinam quais as
razdes m/z podem passar através dos filtros, em uma determinada voltagem, as quais
serdo detectadas. Os demais ions terdo suas trajetérias instaveis e, como
consequéncia, atingirdo as barras e seréo eliminados (Figura 3) (LANCAS, 2009).

Figura 3 — Representagéo da trajetéria dos ions em um analisador de massas do tipo Quadrupolo.

DETECTOR
,-‘""-’

Barras do quadrupolo

Saida
IONS S (para detector)

fon com tragetdria
estavel

Entrada ion com tragetoria
instavel

Fonte: Adaptado de EARL (Eletronic Analytical Reference Library).

O TQ é constituido por trés quadrupolos em série, sendo que 0 segundo
quadrupolo (Q2) néo é utilizado para separar ions de mesma razao m/z, mas sim
como cela de colisdo. A fragmentacdo dos ions selecionados no primeiro quadrupolo

(Q1) ocorre geralmente por dissociacdo induzida por colisédo (CID, do inglés Collision-
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induced Dissociation) com um gas inerte, e também, € empregado como direcionador

dos ions produzidos ao terceiro quadrupolo (Q3) (Figura 4).

Figura 4 — Representacédo de um analisador de massas do tipo triplo quadrupolo.

Fonte: Adaptado de EARL (Eletronic Analytical Reference Library).

2.8.2.3 Espectrometria de massas sequencial (MS/MS)

A espectrometria de massas multidimensional (tandem MS/MS) inclui dois
passos adicionais entre a formacdo e a detec¢cdo dos ions: i) o isolamento de um ion
precursor e; ii) sua fragmentacdo em ions produtos caracteristicos, para formar um
espectro completo. Por isso essa técnica € utilizada para analise de compostos alvo,
onde cada um necessita sua propria condicdo (PIZZUTTI, 2006; STASHENKO e
MARTINEZ, 2010). O TQ, citado anteriormente, € um exemplo de espectrometro de
massas multidimensional.

Com o uso desta técnica, a informacdo estrutural do analito é aumentada
devido a fragmentacdo dos ions precursores em ions produtos. O espectro formado
por esses ions é caracteristico de cada substancia, visto que cada um deles tem um
padrdo de fragmentacdo Unico devido ao arranjo dos atomos que formam a molécula
(DIAS, 2014).

Além disso, a MS/MS auxilia na eliminacdo de interferéncias provenientes da
presenca de substancias da matriz, visto que o alvo da analise sdo as massas
especificas detectadas pelo espectrometro de massas. Portanto, técnicas de MS séo
essenciais para pesquisas avancadas em seguranca dos alimentos e também no
monitoramento ambiental. Estas areas sédo importantes para garantir a salude dos
seres humanos e animais.

O uso da LC-MS/MS reduz a necessidade de etapas de purificacdo das

amostras e proporciona menor probabilidade de resultados falso positivos e falso
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negativos, resultando entdo, em uma reducdo no tempo e custos de andlise
(HIEMSTRA e DE KOK, 2007).

Para atender a essa necessidade, deve-se contar com métodos analiticos de
tal sensibilidade e precisdo que permitam a avaliacdo da contaminacdo de alimentos
por micotoxinas, devendo ter a caracteristica de ser de execucao simples, rapida e de

baixo custo.

2.9 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A adequacdo ao uso de métodos analiticos aplicados a ensaios rotineiros €
geralmente avaliada através de estudos de validacdo. A validacdo € uma avaliacao
gue garante que as informacdes geradas por um método analitico sejam confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra a que se refere (EURACHEM, 1998).

Ha vérios conceitos e definicdes, provenientes tanto de pesquisadores quanto
de agéncias e normas reguladoras nacionais e internacionais, que objetivam
responder questdes condizentes a funcéo da validacdo de métodos e de que maneira
deve ser realizada (P1ZZUTTI, 2006).

Orgéos de credenciamento, como a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO),
exigem o item “validagao de métodos analiticos” como um requisito fundamental para
a qualidade assegurada e demonstracdo da competéncia técnica analitica dos
laboratérios (RIGHI, 2011).

Segundo o INMETRO (2011) validagdo € a comprovacao, através do
fornecimento de evidéncia objetiva, de que os requisitos para uma aplicacdo ou uso
especificos pretendidos foram atendidos. Nesse contexto, dentro dos parametros
importantes envolvidos na validacdo de métodos analiticos estdo a linearidade,
seletividade, estudos de exatid&do e precisdo e os limites de detecgao e quantificagao.

2.9.1 Linearidade e curva analitica

A linearidade de um meétodo analitico pode ser definida como sendo a
habilidade deste método em gerar resultados diretamente proporcionais a
concentracdo do analito, em uma determinada faixa de concentragédo (INMETRO,
2011).
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Este parametro pode ser observado pelo grafico dos resultados dos ensaios
(resposta do equipamento) em fungcédo da concentracdo do analito para as diferentes

concentracfes estudadas.

2.9.2 Seletividade

A seletividade é a capacidade do método de discriminacdo entre o analito a ser
determinado e substancias analogas. Um método que apresenta alta seletividade é
capaz de determinar o analito de forma exata mesmo em presenca de interferentes
provenientes da matriz (ALBANO e RODRIGUES, 2009). Um método que produz
respostas para varios analitos, porém, capaz de distinguir a resposta de um analito da
de outros, é chamado seletivo (INMETRO, 2011).

2.9.3 Limites de deteccao e quantificagéo

Nas determinacdes de analitos presentes nas amostras em niveis de traco, a
determinacdo da menor concentracdo em que o analito pode ser detectado com
confiabilidade € muito importante para evitar resultados erréneos (INMETRO, 2011).

O limite de deteccéo de um método € definido como a concentragdo minima do
analito medida e declarada com 95 ou 99% de confianca que a concentracdo do
analito € maior que zero.

O limite de quantificacdo € a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de exatiddo e precisdo. Na pratica, corresponde
ao padréo de calibracdo de menor concentracdo, apds averiguar se a exatidao e

precisao alcancadas sao satisfatérias (INMETRO, 2011).

2.9.4 Exatidao

Exatiddo € o grau de concordancia entre os resultados de uma medi¢do e um
valor verdadeiro de um mensurando. A exatidao traduz a concordancia dos valores
experimentais com o valor verdadeiro (ALBANO e RODRIGUES, 2009).

Os processos utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo, entre
outros: uso de materiais de referéncia certificados, participagdo em comparacdes

interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de recuperacao (INMETRO, 2011).
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2.9.5 Precisao

A preciséao reflete a concordancia entre varios valores experimentais obtidos e
quanto menor for a amplitude de medidas, maior sera a precisdo. Esta medida reflete
a tendéncia de maior ou menor afastamento (erro) entre os resultados dos ensaios
(ALBANO e RODRIGUES, 2009).

As trés maneiras mais comuns de expressa-la sdo através da repetitividade,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio

padrao relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation).
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MATERIAIS E METODOS

3.1 INSTRUMENTACAO

Cromatografo a liquido calibrado, sistema Acquity UPLC-MS/MS (Waters, EUA)
equipado com:
o Amostrador automatico, bomba quaternaria, forno para coluna e sistema
de degaseificacao;
o Coluna cromatografica BEH C;5 150 mm de comprimento, 2,1 mm de
diametro interno e 1,7 um de tamanho de particula (Waters, EUA);
Detector MS triplo quadrupolo calibrado, Xevo TQS (Waters, EUA) utilizando o
modo de ionizacao por eletronebulizacéo (ESI), operando no modo negativo;
Sistema de aquisicdo de dados através do software MassLynx e TargetLynx
versao 4.1, validado (Waters, EUA);
Gerador de Nitrogénio (Peak Scientific, EUA);
Sistema de purificacéo de agua Milli-Q® (Millipore, EUA);
Multiprocessador (Walita Master, Brasil);
Balanca analitica de precisdo com quatro casas decimais, calibrada (Sartorius,
Alemanha);
Balanca analitica de precisdo com duas casas decimais, calibrada (Mettler,
Suica);
Mesa agitadora modelo 3016 (GFL, Alemanha);
Centrifuga Hareaus Varifugue (Thermo Scientific, Alemanha);
Pipetador automéatico Handy Step, calibrado (Brand, Alemanha);
Concentrador de amostras (Labconco Corporation, EUA);
Homogeneizador Vortex Genie 2 (Scientific Industries, EUA).

Medidor de pH (Bel Engineering, Italia);

3.2 MATERIAIS

Tubos de polipropileno, com tampas rosqueaveis, capacidade de 15 e 50 mL
(Nalgene, EUA);
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e Frascos de vidro para armazenamento de solucfes nos volumes de 16 e 22 mL
(National Scientific, EUA);

e Baldes volumétricos calibrados de 5, 10 e 200 mL (Blau Brand, Alemanha ou
Restek, EUA);

e Tubo de centrifuga em vidro coénico de 10 mL (Laborglas, Brasil).

e Vials (Waters, EUA);

e Frascos de vidro ambar para armazenamento de solucoes;

e Vidrarias comuns de laboratério.

3.3 SOLVENTES E REAGENTES

e Acetato de etila, acetonitrila, acido acético glacial, todos grau pesticida (J.T.
Baker Chemicals, EUA ou Mallinckrodt, EUA);

e Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q (Milford, EUA);

e Bondesil Silica (Agilent Technologies, EUA);

e Sulfato de sodio anidro (UCT — Inglaterra);

e Formiato de amonio (Sigma — Aldrich, Alemanha);

3.4 GASES

e Argb6nio 99,999% de pureza (Air Liquide, Brasil);
¢ Nitrogénio 99,999% de pureza (Peak Scientific, EUA).

3.5 ANALITO ESTUDADO - PATULINA

Na Tabela 4 encontra-se o fornecedor, pureza do material de referéncia, data

de validade, solvente de preparo e concentragéo da solucéo estoque da patulina.

Tabela 4 — Fornecedor do padréo de referéncia, pureza, data de validade, solvente utilizado no preparo
da solucéo estoque e concentracdo da mesma.

Pureza Data de Concentracdo da

Analito Fornecedor (%) validade Solvente SOlu%r?’]% eLs:})oque

Patulina Romer Labs 99,7 06/2014 Agua/Acetonitrila 100
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3.6 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

3.6.1 Preparo da solucéo estoque

A solucéio estoque foi preparada na concentracdo de 100 mg L™ levando em
consideracdo a solubilidade e o grau de pureza do analito, especificado pelo
fabricante. O material de referéncia da substancia foi pesado e efetuou-se o céalculo
do volume de solvente a ser adicionado para alcancar a concentracao.

O material de referéncia foi pesado diretamente em frasco de vidro ambar
contendo tampa com batoque de teflon, com capacidade de 22 mL. Em seguida, o
mesmo foi dissolvido no volume calculado do solvente apropriado de acordo com a
solubilidade fazendo-se o uso de pipetador automatico calibrado. O frasco foi fechado,
agitado manualmente e entédo levado para banho de ultrassom por cerca de 5 minutos

a fim de solubilizar qualquer particula sélida remanescente.

3.6.2 Preparo das solucdes analiticas de trabalho

Preparou-se 500 mL de solu¢cdo de agua com 25% de acetonitrila para o
preparo das solu¢des da curva analitica de trabalho e para reconstituicdo do residuo
apos a evaporacao. Para isso, 125 mL de acetonitrila foi pipetado, com o uso de
pipetador automatico, em 375 mL de agua ultrapura.

A partir da solucdo estoque de 100 mg L™, preparou-se duas solucées
intermediarias de 1 e 10 mg L™ . Estas foram utilizadas para a confeccédo das curvas
analiticas de trabalho, nas concentracdes de 50, 75, 100, 200, 300, 500 e 700 ng mL™
(Apéndice A).

Para a confec¢do da curva analitica em solvente organico, volumes calculados
das solugdes (1 e 10 mg L™?) foram adicionados em sete baldes volumétricos
calibrados de 10 mL e o volume foi completado com solugcdo de agua com 25% de
acetonitrila. Essas solu¢des também foram utilizadas no preparo das curvas analiticas
em extrato da matriz.

Para a confeccao da curva analitica em extrato da matriz, as matrizes de maca
e suco de macgd foram extraidas conforme procedimento de extracdo descrito em
3.9.2. Apds essa etapa foram adicionados 3 mL do extrato “branco” em acetato de
etila/acido acético em 7 tubos de evaporacdo (um para cada ponto da curva analitica)



60

e o residuo ao final da evaporacao foi reconstituido com 0,75 mL de cada uma das
solugbes da curva analitica em solvente. Dessa maneira, tanto a curva analitica
preparada em solvente organico quanto aquela preparada em extrato “branco” da
matriz possui a mesma composicdo de solventes, bem como as mesmas
concentragoes.

Todas as solugbes analiticas foram armazenadas em congelador a -30 °C.
Antes do uso, tais solucdes foram retiradas com antecedéncia do congelador e
deixadas em repouso até atingirem a temperatura aproximada de 20 °C (laboratorio
com temperatura controlada de até 25 °C). Apos, as mesmas foram colocadas em
banho de ultrassom por cinco minutos, para entdo ser manuseada.

A quantificacéo foi realizada por padronizacéo externa, ou seja, levando-se em

consideracéo apenas as areas dos picos do analito em estudo.

3.7 ESTUDO DAS DIFERENTES CONDICOES DE ARMAZENAMENTO EM
ATMOSFERA CONTROLADA DINAMICA

Esta parte do trabalho foi realizada através da cooperagdo entre o Centro de
Pesquisa e Analise de Residuos e Contaminantes (CEPARC) e o Nucleo de Pesquisa
em Pdés-Colheita (NPP) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

3.7.1 Colheita e selecéo dos frutos

Foram conduzidos dois experimentos com armazenamento de macas, o
primeiro da cultivar ‘Galaxy’ e o segundo da cultivar ‘Fuji Kiku’, ambos no ano de
2015. Os frutos, provenientes de pomares comerciais localizados no municipio de
Vacaria-RS, foram colhidos na plena safra das empresas de macé, desta forma
representando exatamente as condicdes de maturacdo que sao utilizadas em nivel
comercial. A colheita das macgas ‘Galaxy’ foi realizada no dia 13 de fevereiro de 2015
e das macas ‘Fuji Kiku' no dia 07 de abril 2015.

Apos a colheita, realizou-se uma pré-selecao dos frutos, eliminando-se aqueles
com diametro muito pequeno ou aqueles excessivamente grandes, de forma de que
as amostras fossem constituidas com frutos de tamanho médio de aproximadamente

130 gramas. Em seguida, os frutos foram transportados para o NPP, onde foram
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instalados os experimentos, nos dias 14 de fevereiro de 2015 (magas ‘Galaxy’) e no
dia 08 de abril de 2015, para (macgas ‘Fuji Kiku’).

Para a formacéo das unidades experimentais, coletaram-se os frutos de forma
aleatéria das caixas usadas para o transporte, sendo que nesta etapa novamente
foram retirados os frutos que apresentavam danos mecénicos em fungdo do
transporte ou colheita, lesdes causados por insetos, podriddées ou que estavam
excessivamente maduros.

Os experimentos foram conduzidos com delineamento inteiramente
casualizado, sendo quatro repeti¢cdes por tratamento. Cada repeticao foi composta por
25 frutos, resultando em 100 frutos por tratamento.

3.7.2 Armazenamento dos frutos

As macas ‘Galaxy’ e ‘Fuji Kiku’ foram armazenadas em camaras experimentais
de ACD, com um volume de 233 L e colocadas dentro de uma camara frigorifica, em
que a temperatura foi mantida a 2,0 °C (£ 0,1 °C) (Galaxy) e 0,5 °C (Fuji kiku) ao
longo de todo os experimentos. A temperatura foi controlada por meio de um
termémetro de mercurio de alta precisdo, com o bulbo inserido na polpa de um fruto.
A umidade relativa também foi monitorada utilizando psicrometros com termémetros
de mercario nas camaras, a qual foi mantida em 94%. As descricbes dos
experimentos estao dispostas nas tabelas 5 e 6.

As condicao padrdes de AC foram de 1,2 kPa de O, e 2,0 kPa de CO, e 1,0
kPa de O, e 0,8 kPa de CO,, para macas ‘Galaxy’ e ‘Fuji kiku’, respectivamente. Para

o controle do O, de forma dindmica foram utilizados dois métodos:

3.7.2.1 Quociente Respiratério (ACD-QR)

ACD-QR 1,3: Os niveis de O, e CO, da camara foram monitorados e corrigidos
duas vezes por semana durante os meses de armazenamento. Para a determinacéo
do QR, a pressdo parcial de O, e CO, foi medida imediatamente depois que as
camaras foram hermeticamente fechadas e apdés 13 h de fechamento. O QR foi
calculado como a razédo entre o CO; produzido e o O, consumido dentro desse
periodo (WEBER et al., 2015). A presséo parcial de O, foi controlada pela variacdo do
QR. Dessa forma, se o valor de QR calculado aumentasse em relacdo ao valor pré-
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estabelecido (QR 1,3), o nivel de O, era aumentado em 0,01 kPa para reduzir a
fermentacao e ajustar o QR. Em casos de o0 QR ser menor que o desejado, a pressao
parcial de O, era reduzida em 0,01 kPa para permitir o aumento da fermentacdo. A
determinacdo da composicdo da atmosfera nas camaras de armazenamento foi
realizada com o auxilio de controlador de AC e ACD automatico (Valis®, Lajeado, RS,
Brasil) acoplado a analisadores de oxigénio e gas carbbnico marca Siemens®. O
ajuste da concentracdo de O, foi realizado pela injecdo de ar natural no interior da
camara de armazenamento, enquanto que o excesso de CO,, o qual foi mantido em
1,2 kPa, foi removido através da circulagdo da atmosfera da camara com um

absorvedor com hidréxido de calcio.

3.7.2.2 Fluorescéncia de clorofila (ACD-FC)

Nessa técnica o limite minimo de O, (LMO) tolerado pelos frutos foi monitorado
pela fluorescéncia de clorofilas, de acordo com as instru¢cdes de Prange et al. (2007).
O dispositivo foi utilizado para monitorar a fluorescéncia da clorofila a fim indicar o

LMO durante os nove meses de armazenamento.
3.7.2.3 Aplicacéo do 1-MCP

Para a aplicacdo do 1-MCP nas magas ‘Galaxy’ utilizou-se o produto
SmartFresh® na formulacéo pé (0,14% ingrediente ativo), na concentracdo de 625 ng
L. A concentracdo foi calculada em funcéo do volume da camara em que foi aplicado
o produto e da concentracdo do mesmo. Para tanto, o produto foi solubilizado em 20
mL de agua destilada, em um frasco de vidro fechado hermeticamente. Em seguida,
foi transferido para uma placa de Petri, no interior das camaras em que estavam 0s
frutos, que foram imediatamente fechadas. A aplicacdo foi efetuada no inicio do
armazenamento e os frutos ficaram expostos ao produto durante 24 horas, na
temperatura de 2,0 °C.

Apos 24 horas, o ar das camaras foi circulado com ar externo a fim de retirar
algum residuo do produto, em seguida, a camara foi aberta e os frutos retirados e
acondicionados com o0s demais em outra camara de AC, de acordo com cada
condicao de AC e ACD pré-estabelecida (BOTH et al., 2014).
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Tabela 5 — Condi¢des de armazenamento de magas ‘Galaxy’ sob temperatura de 2,0 °C (x 0,1 °C) e
umidade relativa de 94% (+ 2%). Santa Maria, 2015.

Tratamento Condi¢cdes de armazenamento Aplicacdo de 1-MCP

AC 1,2 + 2,0
ACD-FC (8 O,)** + 1,2 N&o
ACD-QR 1,3 (A O,) + 1,2

AC12+20
ACD-FC (A O,) + 1,2 Sim
ACD-QR 1,3 (4 0,) + 1,2

OO hWN PR

AC: atmosfera controlada; ACD: atmosfera controlada dinamica; FC: fluorescéncia de clorofila; QR:
Quociente respiratério; *Pressao parcial de O, + CO, (kPa); **(A O,): variagdo do oxigénio na condicao
de ACD.

Tabela 6 - Condigées de ACD em magas ‘Fuji Kiku’ sob temperatura de 0,5 °C (£ 0,1 °C) e Umidade
Relativa de 94% (+ 2%). Santa Maria, 2015.

Tratamento Condi¢cdes de armazenamento
1 AC 1,0+0,8*
2 ACD-FC (A O,)** + 0,8
3 ACD-QR 1,3 (A0 +1,2

AC: atmosfera controlada; ACD: atmosfera controlada dindmica; FC: fluorescéncia de clorofila; QR:
Quociente respiratério; *Presséo parcial de O, + CO, (kPa); **(A O,): variacado do oxigénio na condicdo
de ACD.

3.7.3 Andlises de qualidade

Em ambos os experimentos, os frutos ficaram armazenados durante nove
meses nas condicfes mencionadas acima. ApOs este periodo, os mesmos foram
retirados das camaras e expostos durante sete dias a 20 °C para simular o periodo de
vida de prateleira, antes das andlises de qualidade. Foram analisadas as seguintes
variaveis:

a) Incidéncia de podridées: avaliada pela contagem dos frutos que
apresentaram lesdes com diametro superior a 5 mm, caracteristicas de ataque de
patégenos, sendo os resultados expressos em porcentagem de frutos com podridao.

b) Frutos sadios: contabilizado pelo total de frutos de cada repeticdo que ndo
apresentavam nenhum dano interno ou externo (podriddes, rachaduras, escaldadura,
polpa farindcea) estando aptos para a comercializagdo e consumo, sendo expressos
em porcentagem de frutos.

c) Andlise de patulina: descrita a seguir no item 3.9.2.
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3.8 DETERMINACAO DE PATULINA EM MACAS E SUCOS DE MACA COLETADOS
EM SUPERMERCADOS DE SANTA MARIA-RS

3.8.1 Amostragem para monitoramento em macas e sucos de maca

Este estudo também objetivou determinar a micotoxina patulina em macas e
sucos de maca provenientes de supermercados de todas as regides de Santa Maria -
RS. Realizou-se um levantamento de todos os bairros em suas respectivas regioes.
Os pontos das coletas estéo dispostos no Apéndice B.

Todas as amostras foram coletadas conforme Regulamento da Comisséo
Europeia n° 401/2006, que estabelece os métodos de amostragem e de analise para

o controle oficial das concentra¢des de micotoxinas nos produtos alimenticios.

3.8.2 Amostras coletadas em supermercados

Amostras de macas e sucos de maca foram coletadas no primeiro semestre de
2016 (meses de abril e maio) e no primeiro semestre de 2017 (més de janeiro e
fevereiro) na cidade de Santa Maria - RS. Foram coletadas nove amostras de cada
produto em nove supermercados, totalizando 36 amostras de macga e 36 amostras de
suco.

O peso global de cada amostra, de acordo com a CE, deve ser de pelo menos
um quilograma (1 kg) ou um litro (1 L). As amostras foram coletadas aleatoriamente
na prateleira, representando as mercadorias que estavam a disposi¢do do consumidor
no dia da coleta. Nao foi monitorada nenhuma marca comercial ou cultivar especifica.
As macas ndo apresentavam podriddo aparente e 0s sucos estavam dentro do prazo

de validade.

3.9 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DA PATULINA

O meétodo analitico para determinacédo de patulina em frutas com alto teor de
agua/macas e sucos de maca foi desenvolvido e validado no CEPARC conforme
padrbes nacionais e internacionais de qualidade. Este procedimento de validacdo
garante que as informacdes geradas por um meétodo analitico sejam confidveis e

interpretaveis sobre a amostra a que se refere. O CEPARC esta em processo de
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acreditacdo pelo INMETRO. Desta forma, as andlises foram realizadas de acordo com
a norma NBR ISO/IEC 17025, requisito geral para competéncia de laboratorios de

ensaio e calibracao.
3.9.1 Condi¢des cromatograficas

As condi¢cdes cromatograficas utilizadas no sistema UPLC-MS/MS foram as

seguintes:

e Para o cromatografo a liquido:

o Volume de injecdo: 10 pL no modo full loop;

o Eluente A: Agua/formiato de amonio 2 g L™

o Eluente B: Acetonitrila;

o Modo isocréatico (dgua/formiato de amonio: acetonitrila) - 80:20
(V/v)

o Vazdo da fase mével: 0,2 mL min *;

o Temperatura do forno da coluna: 30 °C;

o Tempo total de analise: 5 minutos.

e Para o espectrometro de massas:

o lonizacéo a pressado atmosférica por ESI no modo negativo;

o Voltagem do capilar: 3,0 kV;

o Temperatura do gas de dessolvatacéo: 400 °C;

o Vazdo do gas para dessolvatacdo (N,): 500 L h:;

o Vazdo do gas no cone de amostragem (N»): 150 L h™%;

o Vazdo do gas de colisdo (argdnio): 0,15 mL min™;

o Duas transicbes MRM (monitoramento de reacdes multiplas)
foram escolhidas, uma para quantificacdo do analito e outra para
confirmagédo do mesmo. Essas informagdes estdo descritas na
tabela 7.
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Tabela 7 - Parametros de analise do espectrdmetro de massas para determinagdo da patulina.

Transicao Transicdo
. Tempo de Voltagem de Quantificacao de Confirmacao
lon precursor ~ : - - - .
retencdo (min) do cone (V) lon Energia lon Energia
produto de colisdo (V) poduto de colisdo (V)
153 1,6 35 109 9 125 9

3.9.2 Preparo da amostra e procedimento de extracao

O procedimento de extracdo foi realizado a partir da homogeneizacdo das
amostras de maca em multiprocessador e agitacdo das amostras de suco, onde foram
pesadas 15 gramas em tubo de polipropileno com capacidade de 50 mL. Apés a
pesagem, adicionou-se 15 mL de acetato de etila, 30 yL de acido acético e 6 g de
Na SO, A mistura foi submetida a agitacdo em mesa agitadora e centrifugacdo em
temperatura de 20 °C a 4500 rpm, ambas por 5 minutos. ApGs centrifugacdo, 8 mL do
extrato foram transferidos para tubos contendo 1,2 g de Na,SO4 e 2,4 g de silica para
a etapa de purificacdo nas amostras de maca e 0,8 g de Na,SO, e 0,5 g de silica para
as amostras de suco de maca. Posteriormente, esse extrato foi submetido a agitacéao
manual por um minuto e novamente, a uma etapa de centrifugacdo nas mesmas
condic¢des citadas anteriormente. Uma aliquota de 3 mL foi transferida para tubos de
evaporacao e levadas ao concentrador de amostras a uma temperatura de 65 °C. Ao
final, o residuo foi reconstituido em 0,75 mL de agua com 25% de acetonitrila. A figura
5 mostra o fluxograma do procedimento de analise empregado.

Figura 5 - Representacdo do método individual empregado para extracdo e analise de patulina em
maca e suco de maca.

15 gramas de macéa/suco

15 mL de acetato de etila

+ 30 yL de acido acético

6 g de Na,SO,

Agitacdo em mesa

agitadora por 5 min




Centrifugag&o (4500 rpm)
5mina 20 °C

8 mL do extrato

Purificacdo (maca)
1,2 g Na,SO,
2,4 g de silica

Purificac&o (suco)
0,8 g Na,SO,
0,5 g de silica

Agitacdo manual por 1 min

Centrifugagéo (4500 rpm)
5 min a 20 °C

3 mL do extrato

Evaporacgéo a 65 °C até secura

Reconstituicdo com 0,75 mL de

agua com 25% de acetonitrila

Andlise por UPLC-MS/MS

3.9.2.1 Avaliagao de amostras “branco”
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Na auséncia de matriz “branco” (amostra sem conter o analito) da matriz em

estudo, amostras de maca e suco foram adquiridas em supermercados e avaliadas

para 0 uso como matriz “branco” para confecgdo das solugbes analiticas em matriz.

As amostras foram armazenadas em congelador com temperatura maxima controlada

de -18°C.

3.9.3 Validac&do do método analitico

3.9.3.1 Curva analitica e linearidade
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Avaliou-se a linearidade das curvas analiticas a partir das solu¢des analiticas
preparadas tanto em solvente organico quanto no extrato da matriz (extrato “branco”
de maca e suco).

Primeiramente, injetou-se o extrato “branco” dos reagentes (procedimento de
extracdo realizado sem a matriz e sem o analito, para verificar a pureza dos
reagentes) e extrato “branco” da matriz (extragdo da matriz sem a adigdo do analito,
para verificar se a matriz ndo contém o analito em estudo). Em seguida, procedeu-se
a injecao das solucdes analiticas preparadas em solvente organico e em extrato da
matriz, preparadas conforme item 3.6.2. As solu¢des foram injetadas em ordem
crescente de concentracéo, onde a solugdo em solvente foi injetada e na sequéncia a
solucéo em extrato de matriz de mesma concentracdo, evitando assim o fenémeno de
carry over na coluna cromatografica. Esta sequéncia de injecéo foi repetida por sete
vezes.

A partir dos dados obtidos realizaram-se os calculos da média das areas e dos
valores de RSD% das injecdes. Para obtencdo das curvas analiticas (y= ax + b) a
concentracdo do analito foi plotada no eixo das abscissas e a respectiva area obtida
foi plotada no eixo das ordenadas. No caso em que a matriz “branco” continha o
analito, a média das areas do analito no extrato “branco” foi descontada do valor de
area, em cada uma das solucdes da curva analitica. A partir da plotagem desses
dados obteve-se o coeficiente de determinacdo (r?), o coeficiente angular (a) e o
coeficiente linear (b) das curvas analiticas, bem como a equacdo da reta para a

patulina.
3.9.3.2 Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado de duas maneiras. A primeira delas baseia-se na
comparacao entre as areas obtidas das solu¢Bes analiticas em solvente orgéanico e
daquelas obtidas com solu¢cBes analiticas preparadas no extrato da matriz. O calculo
foi efetuado através da Equacdo 1. Através dessa equacdo foi possivel determinar o

efeito matriz em cada ponto (cada concentracdo) da curva analitica estudada.

EfeitoMatriz (%) %AZ X100 Equagéo 1
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Onde:

Al = média das é&reas da solugdo em extrato da matriz em uma determinada
concentracao;

A2 = média das areas da solucdo em solvente organico em uma determinada

concentragao.

A outra maneira de avaliacdo do efeito matriz foi realizada com base na
comparacao das inclinagcdes das curvas analiticas obtidas a partir das solucdes
analiticas preparadas em solvente organico com aquelas obtidas a partir das solu¢des
analiticas preparadas em extrato da matriz.

O calculo para a avaliacdo do efeito matriz a partir das inclinacbes das curvas

analiticas foi realizado de acordo com a Equacéao 2.

EfeitoMatriz (%) :100x(1—ss—mj Equacéo 2
s

Onde:
Sm = inclinac&o da curva analitica preparada em extrato “branco” da matriz;

Ss = inclinagdo da curva analitica preparada em solvente organico.

Através dessas equacdes foi possivel determinar se a matriz exerce efeito
positivo (acréscimo na intensidade do sinal) ou negativo (supresséo do sinal) sobre o
resultado da analise. Conforme o documento SANTE, resultados com efeito matriz
entre +20% e -20% nao representam mudancas consideraveis nos sinais dos analitos
e podem ser desconsiderados. Para valores de efeito matriz que excedem a faixa de
+20%, o ideal € que a quantificacdo seja realizada empregando curva analitica
preparada em extrato branco da matriz. Dessa maneira, a analise torna-se mais
confiavel, devido as semelhancas na composi¢do entre o analito presente no extrato

da amostra e na curva analitica em questao.
3.9.3.3 Limite de detecc¢ao e quantificacao

Com base nos dados obtidos no estudo de linearidade das curvas analiticas do

analito estudado, foi determinado a estimativa do limite de detecg¢&o do instrumento
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(LODj) e do método (LODy,), bem como do limite de quantificacdo do instrumento
(LOQj) e do método (LOQ).

A partir das areas e do valor de RSD% (7 réplicas) do analito, presente nas
sete solucdes analiticas estudadas, aplicou-se a Equacao 3 e obteve-se a estimativa
do LODi (ug L™

LOD, =3xRSD xC Equacao 3

Onde:
RSD%: desvio padrdo relativo das éareas das 7 injecdes em determinada
concentracao;

C: concentracdo da solucédo analitica.

Multiplicando-se o valor estimado do LOD; pelo fator obtido para o método de
extracdo — fator 0,25, obtém-se a estimativa do LODy, (ug kg™).

A partir da estimativa do LOD;, aplicando-se a Equacéo 4, obtém-se o valor do
LOQi(ng mL ™).

LOQ, =LOD, x 3,33 Equac&o 4

Através da multiplicacdo do LOQ;j pelo fator do método de extracdo € possivel
obter a estimativa do valor do LOQn, (ug kg™). No entanto, considera-se como valor
real do LOQ, a menor concentragcdo que, ao ser fortificada na matriz, apresenta
recuperacbes entre 70 e 120%, com valores de RSD% menor ou igual a 20%
(P1ZZUTTI, 2006).

3.9.3.4 Ensaios de fortificacao e recuperagao

Para avaliar a exatiddo do método desenvolvido, ensaios de fortificacdo e
recuperagao foram empregados. A amostra “branco” de maca e suco de maca foi

contaminada com uma quantidade conhecida da solucdo analitica de 1 mg L™ de
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patulina, em concentracdes diferentes (25, 50 e 100 ug kg™). Para cada concentracdo
de fortificagao foram realizadas sete replicatas.

O calculo para a quantidade de solucdo analitica adicionada para a fortificacédo
em cada concentracdo esta detalhado no apéndice C.

O critério de aceitacdo para os ensaios de fortificacdo é que os valores de
recuperacéo estejam compreendidos na faixa de 70 a 120%, com valores de RSD%
menor ou igual a 20% (SANTE, 2015).

3.10 DETERMINACAO DO pH EM SUCOS

A determinacéo do pH dos sucos foi realizada com medidor de pH digital marca
Bel Engineering, modelo W3B, apés calibragdo com solucédo de pH 4,0 e solucdo de
pH 7,0 (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

3.11 ANALISES ESTATISTICAS

Para o experimento | (magas ‘Galaxy’), a interpretagcdo dos resultados foi
considerada como um bifatorial, sendo um fator as condigbes de armazenamento e o
outro, a presenga ou ndo de 1-MCP. Ja, para o experimento Il (macas ‘Fuji kiku’), foi
considerado como unifatorial, comparando apenas as condi¢cdes de armazenamento.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) utilizando o programa
Assistat 7.5 beta. Quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de
Duncan (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DAS DIFERENTES CONDICOES DE ARMAZENAMENTO EM
ATMOSFERA CONTROLADA DINAMICA

4.1.1 Ocorréncia de podridao e frutos sadios em macas ‘Galaxy’

A podriddo é um dos principais atributos de qualidade de macas. Na avaliacdo
da ocorréncia de podriddes, apds nove meses de armazenamento somados a sete
dias de exposicdo das macas a 20 °C (vida de prateleira), ndo foi observada diferenca
estatistica entre os frutos armazenados nas diferentes condi¢cdes de AC ou aplicacéo
de 1-MCP (Figura 6). No entanto, a condicdo de AC padréao (1,0 kPa O, + 2,0 kPa
CO;) com aplicacdo de 1-MCP foi a que proporcionou a maior ocorréncia de
podriddes, apresentando um valor médio de 24,5% de frutos com podriddes,
provavelmente devido a inibicdo de resposta de um metabdlito benéfico,
possivelmente relacionado ao mecanismo de defesa dos vegetais (KU et al., 1999).

A condicdo que ocasionou o0 menor indice de frutos com podriddo foi a mesma
citada anteriormente, porém, sem a aplicacdo do 1-MCP, a qual apresentou um valor
meédio de 17,2% de frutos com podridao (Figura 6).

Figura 6 - Ocorréncia de podridées em macga ‘Galaxy’ apdés nove meses de armazenamento em
atmosfera controlada (AC), com ou sem aplicagdo de 1-MCP, somados a sete dias de exposi¢édo a 20
°C.

35
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20 -
15 -
10 -

Ocorréncia de podrid@es (%)

AC ACD-FC ACD-QR1,3
ESem 1-MCP & Com 1-MCP

*ndo significativo (p<0,05%); ACD: atmosfera controlada dindmica FC: fluorescéncia de clorofila; QR:
guociente respiratorio.
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Devido ao fato de o 1-MCP nao apresentar toxicidade, ser ativo em
concentracbes muito baixas, ter seu residuo desprezivel e ser considerado n&o nocivo
para seres humanos e para 0 meio ambiente, apresenta-se como uma ferramenta
para manter a qualidade dos produtos horticolas (LUO et al., 2007). Entretanto, a
divergéncia quanto a atuacédo do 1-MCP nos indices de podriddo em frutos € notavel
e pode ser explicada pelo uso de diferentes cultivares e diferentes condi¢des
experimentais.

Cabe ressaltar que além destes fatores, a concentracdo e o tempo de
exposicdo ao produto, o estadio de maturacdo dos frutos, a temperatura de
tratamento e o periodo entre a colheita e a aplicacdo do tratamento, também
influenciam as respostas dos frutos ao tratamento com o 1-MCP (BLANKENSHIP e
DOLE, 2003). O retardo do amadurecimento dos frutos tratados com 1-MCP pode
resultar em reducdo do desenvolvimento de podridfes, entretanto, h4 dados na
literatura evidenciando desvantagens do seu uso, relacionadas a doencas poés-
colheita.

O 1-MCP pode afetar certas rotas metabdlicas responsaveis por mecanismos
de defesa, e assim aumentar a incidéncia de doencas (BOWER et al., 2003), o que
corrobora com os resultados apresentados neste estudo. Por outro lado, o 1-MCP
pode retardar o desenvolvimento de doencas através da manutencao da qualidade do
fruto, inibindo o amadurecimento (SINGH e PAL, 2008).

Frutos em avancado estadio de amadurecimento apresentam menor
integridade na parede celular e tornam-se mais susceptiveis a ferimentos e ao ataque
de fungos (KADER, 1992), fatos que podem estar relacionados ao aparecimento de
podriddes neste experimento. A combinacdo do armazenamento sob AC com a
aplicacdo de 1-MCP pode proporcionar efeitos aditivos, especialmente apds longos
periodos de armazenagem (FAN et al., 1999; ARGENTA, 2000; WATKINS et al.,
2000).

Segundo Brackmann et al. (2004), a aplicacdo de 1-MCP na dose de 625 nL L”
! a mesma utilizada neste estudo, proporcionou efeitos benéficos na manutencdo da
qualidade de macgéas ‘Gala’, incluindo menor incidéncia de disturbios fisioldgicos e
podriddes, demonstrando portanto, o forte efeito desse antagonista ao etileno sobre o
amadurecimento destes frutos. J& Corrent et al. (2005) comprovaram que a aplicacédo

de 1-MCP em macéd ‘Fuji’ armazenada em AC nao proporcionou beneficios em
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relacdo a ocorréncia de podriddes, sendo eficiente apenas em armazenamento
refrigerado.

Ainda neste contexto, doses de 0 a 4 pL L™ de 1-MCP foram testadas em frutos
de goiabeira serrana armazenados sob refrigeracdo (4°C e 90% UR) durante trés
semanas. Os autores afirmaram que o aumento nas doses ocasionou incremento na
ocorréncia de podriddes, demonstrando que o tratamento com 1-MCP possui efeitos
inconsistentes na diminuicdo das podriddes (VELHO, 2009). Este resultado vai de
encontro aos resultados apresentados por Jiang et al. (2001), onde afirmaram que
altas doses de 1-MCP aceleraram o desenvolvimento de doengas em morango, em
funcdo da inibicdo da sintese de Fenilalanina-aménia-liase (FAL) e de compostos
fendlicos.

Resultados similares ao deste estudo foram obtidos por Blankenship e Dole,
(2003), que afirmam que em algumas espécies tratadas com 1-MCP, foi observado
um aumento na incidéncia de doencas pés-colheita. Em magas ‘Venice’ armazenadas
sob AC (1,5 kPa de O, e 1,5 kPa de CO,), o uso de 1-MCP ndo proporcionou
vantagens na manutencdo da qualidade dos frutos, aumentando a incidéncia de
podriddes (BETINELLI, 2016).

Observou-se maior ocorréncia de injuria externa por alto CO, em frutos
tratados com 1-MCP, comparada aos nao tratados (DeELL et al., 2002; WATKINS et
al., 2000). Além disso, também foram observadas manchas marrons na superficie de
macas ‘Granny Smith’ tratadas com 1-MCP, que na sequéncia mudaram para
manchas necroticas escuras com formato arredondado de 2 a 4 mm de didametro
(ZANELLA et al., 2003). Entretanto estes autores sugerem que este efeito fitotoxico
do 1-MCP possa estar relacionado com o clima extremamente quente e seco durante
a fase vegetativa e colheita dos frutos daquela safra.

Both et al. (2014) encontraram um menor indice de podriddo (13%) comparado
ao valor encontrado deste estudo (25%) em macgas ‘Royal Gala’, na mesma condigao
de AC, porém apds sete meses de armazenamento.

No entanto, deve-se ressaltar que, com o passar do tempo, novos receptores
sdo sintetizados, tornando o fruto novamente sensivel ao etileno, recuperando o
processo de amadurecimento (BRON et al., 2006), ou seja, o 1- MCP nao tem efeito
direto sobre fungos e, a medida que os frutos recuperam a habilidade de amadurecer,
as podriddes podem eventualmente se desenvolver, o0 que pode justificar os

resultados deste estudo. AZZOLINI (2005) afirma que no avanco do processo de
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amadurecimento do fruto, o0 mesmo torna-se mais susceptivel ao ataque de
patégenos, devido a diminui¢cdo da resisténcia da casca e da polpa.

Entretanto, resultados contraditorios foram apresentados por SISLER (1996);
FAN (1999) e JACOMINO (2002), onde o 1-MCP teve sua eficiéncia demonstrada em
alguns casos, como banana, mac¢a, tomate e meldo. Uma vez que retarda o
amadurecimento, o 1-MCP tem sido usado para o controle de inimeros patdégenos em
pos-colheita na hipétese de que frutos com amadurecimento mais lento seriam mais
resistentes a podriddes.

Resultados obtidos por Terao et al. (2003) confirmam o beneficio do 1-MCP em
meldes do tipo ‘Orange’, onde frutos tratados com 1-MCP, mantiveram baixo nivel de
severidade de podriddo causada por F. pallidoroseum, mesmo quando foram
armazenados em temperatura ambiente, enquanto frutos da testemunha
apresentaram elevados niveis de severidade desde a primeira avaliacdo, aos 5 dias
da colheita, evoluindo rapidamente para o descarte. Este estudo mostrou que o
melhor controle de podrid&o foi obtido ao redor da dosagem de 350 nL L™* de 1-MCP.

Girardi et al. (2003), afirmaram que houve uma maior incidéncia de podriddes
em péssegos (cultivar Chiripd) que ndo foram tratados com 1-MCP durante todo o
periodo de armazenamento refrigerado. Quanto as frutas tratadas com 1-MCP, n&o
foram observadas podridées até o trigésimo dia de armazenamento. No entanto,
observou-se que os menores indices de podriddes foram nas frutas tratadas com 1-
MCP e, nestes, o menor foi com a aplicacdo de 1800 nL L-! de 1-MCP. Concluindo,
portanto, que a aplicagédo do 1-MCP reduz a ocorréncia de podriddes e a producao de
etileno apés 30 dias de armazenamento, onde as doses de 900 e 1800 nL L-! de 1-
MCP tiveram efeito semelhante sobre a conservacao e qualidade dos péssegos.

Os resultados referentes ao indice de podriddo encontrados neste trabalho vao
de encontro a afirmacdo de WATKINS (2010) que concluiu que mesmo em AC
ocorrem perdas durante um armazenamento prolongado, especialmente com a
ocorréncia de disturbios fisiolégicos e podriddes.

Fica evidente, a partir destes resultados, que tanto a aplicagdo de 1-MCP,
quanto as condi¢cdes de ACD pelo método de fluorescéncia de clorofila e quociente
respiratorio ndo foram suficientes para impedir a ocorréncia de podriddes nos frutos.

Na avaliacao de frutos sadios, houve diferenca significativa entre o 1-MCP e as
diferentes condicbes de armazenamento (Figura 7). Em relacdo a aplicacdo do 1-

MCP, na condicdo AC padréo a presenca de 1-MCP aumentou a presenca de frutos
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sadios. J4, na condicdo ACD com o método de fluorescéncia de clorofila com 1-MCP,
obteve-se comportamento inverso, pois a presenca de 1-MCP reduziu a porcentagem
de frutos sadios. Na condicdo ACD com quociente respiratério (QR 1,3), ndo houve
diferenca significativa entre a presenca ou nao de 1-MCP.

Em relacdo as condicdbes de armazenamento sem 1-MCP, a menor
porcentagem de frutos sadios foi obtida na condicdo de AC padréo sem aplicacdo de
1-MCP, cujo valor foi de 59,6%, mostrando que ndo € um valor alto, onde esse
percentual poderia ser visto como inviavel comercialmente. No entanto, para este
estudo, todas as frutas com qualquer tipo de distarbio fisiolégico interior,
independente da sua dimenséo, foram consideradas n&o sadias. Para as empresas
comerciais, a qualidade interna ndo é um fator que exclui macds do mercado
(WEBER et al, 2015). Entretanto as outras duas condi¢cdes nao diferiram entre si.
Quando aplicado o 1-MCP, as trés condi¢bes de armazenamento ndo diferiram entre

Si.

Figura 7 - Porcentagens de frutos sadios de maga ‘Galaxy’ apdés nove meses de armazenamento em
atmosfera controlada (AC), com ou sem aplicagdo de 1-MCP, somados a sete dias de exposi¢édo a 20
°C.

Frutos Sadios (%)

AC ACD-FC ACD-QR1,3

ESem 1-MCP & Com 1-MCP

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Duncan (p<0,05). Letras
mindsculas comparam condi¢cdes de presenca e auséncia de 1-MCP dentro de cada condigdo de
armazenamento; Letras mailsculas comparam condigfes de armazenamento dentro de cada nivel do
fator 1-MCP; ACD: atmosfera controlada dindmica; FC: fluorescéncia de clorofila; QR: Quociente
respiratorio.
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A maior porcentagem de frutos sadios foi verificada na condicdo de ACD pelo
método de fluorescéncia de clorofila sem aplicagdo do 1-MCP, apresentando como
valor médio de 81,7% de frutos sadios. Este resultado discorda com dados
apresentados por Both (2012), pois concluiu que a porcentagem de frutos sadios no
armazenamento em ACD-FC foi inferior a outras condicdes de AC estudadas.
Entretanto, vai de encontro a outros dados da literatura que relatam maior
preservacao da qualidade dos frutos em ACD por este método (PRANGE et al., 2005;
WATKINS, 2008; GASSER et al., 2010).

4.1.2 Ocorréncia de podridao e frutos sadios em macas ‘Fuji Kiku’

ApOs nove meses de armazenamento somados a sete dias de exposi¢cao dos
frutos ‘Fuji Kiku’ a 20 °C (vida de prateleira), houve diferenca significativa entre as
diferentes condigbes de armazenamento na ocorréncia de podriddes (Figura 8). A
condicdo de ACD com método de quociente respiratério foi a que proporcionou a
menor ocorréncia de podriddes, apresentando um valor médio de 22% de frutos com
podriddes, diferindo estatisticamente das outras duas condi¢cdes (AC padrdo e ACD-
FC). Este resultado vai de encontro a afirmagdo de WEBER et al. (2015)
e BRACKMANN et al. (2015), que concluiram que a condicdo de ACD com
monitoramento através do quociente respiratério mantém a maior qualidade de frutos
de 'Royal Gala' e 'Galaxy', comparando com a AC e a ACD-FC.

A condicdo que ocasionou o maior indice de frutos podres foi a condicdo AC
padrdo, a qual apresentou um valor médio de 41,2% de frutos podres. Possivelmente
essa condicdo permitiu o rapido amadurecimento propiciando a degradacdo das
membranas celulares e contribuindo para a infec¢cdo de fungos e desenvolvimento de

podriddes.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616320180#b0170
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Figura 8 — Ocorréncia de podriddes em macgéd ‘Fuji Kiku’" apés nove meses de armazenamento em

atmosfera controlada, somados a sete dias de exposicdo a 20 °C.

45
40
35
30
25
20
15
10

5

0

Ocorréncia de podridGes (%)

50 -

41,2 a*

AC

34,2 ab

ACD-FC

22,0Db

ACD-QR1,3

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Duncan (p<0,05).
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Em relagdo a porcentagem de frutos sadios, também houve diferenca

significativa entre as condi¢cbes de armazenamento (Figura 9). A maior porcentagem

de frutos sadios foi verificada na condicdo ACD-QR 1,3, apresentando um valor médio

de 74,7% de frutos sadios, diferindo estatisticamente das outras duas condi¢des. Esta

técnica levou vantagem neste experimento, pois o estresse na ACD pbde ser

detectado em momento mais precoce, comparado, por exemplo, com a AC padréao.

Ou seja, a ACD permitiu determinar indiretamente nos frutos quando as condi¢des de

O, da AC chegam a niveis criticos que poderiam causar danos as células e tecidos

dos frutos.
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Figura 9 — Porcentagem de frutos sadios em maga ‘Fuji Kiku’ apds nove meses de armazenamento em
atmosfera controlada, somados a sete dias de exposi¢éo a 20 °C.
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Duncan (p<0,05).

Sabe-se que a refrigeracdo € o processo mais indicado para prolongar a vida
pos-colheita das frutas, bem como, para suprimir o desenvolvimento de podriddes. O
armazenamento a baixas temperaturas proporciona um retardo no amadurecimento,
na perda da firmeza e mantém a acidez mais elevada e, portanto, retarda o inicio de
ocorréncia de doencas fungicas (ROMBALDI et al.,, 2001). Entretanto, quando os
frutos sdo retirados das salas de armazenamento, eles podem ser armazenados em
temperatura ambiente antes do processamento. Esta é uma pratica comum em
industrias de processamento.

Porém, é bem conhecido que, embora a deterioracdo de frutos evolua
lentamente em armazenamento a frio, o rapido desenvolvimento de fungos ocorre
quando a fruta é transferida para um ambiente quente, pois a baixa temperatura de
armazenamento detém a podriddo temporariamente, mas quando as frutas séo
expostas a temperaturas mais altas aumenta o processo metabdlico dos patdégenos e
das frutas, levando-as ao amadurecimento e diminuindo a resisténcia a podriddes
(FALLIK et al., 2001). Portanto, a presenca de podriddes nos frutos em todas as
condicbes estudadas em ambos os experimentos, deve-se em grande parte, pela
exposicao desses frutos a condi¢ao de vida de prateleira (20 °C por 7 dias).

Outra situacao que pode ter influenciado os indices de podriddo apresentados

neste estudo é o fato que os esporos do fungo P. expansum disseminam a doenca,
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podendo sobreviver e contaminar o ambiente onde os frutos estdo armazenados.
Devido a sua estrutura, a macgéa permite a internalizacdo de micro-organismos através
das aberturas do calix e do pedunculo (BARTS, 2005).

Segundo Prusky e Lichter (2008), patdégenos causadores de doencas em pos-
colheita, penetram por ferimentos, por aberturas naturais ou diretamente pela cuticula
intacta, e podem permanecer quiescentes, como micro-organismos biotroficos,
durante o desenvolvimento da fruta, transformando-se em necrotréficos, causadores
de podriddes, durante o amadurecimento e senescéncia. Isso ocorre em funcéo de
modificacdes bioquimicas, como a perda de mecanismos naturais que protegem as
frutas imaturas contra o ataque de fungos como: a composi¢do nutricional impropria
ao desenvolvimento do patégeno, a presenca de compostos antifungicos pré-
formados ou induzidos, o ambiente inadequado para ativacdo de fatores de
patogenicidade.

Ainda neste contexto, outro fator que deixa as macds mais suscetiveis a
incidéncia de podriddes e distarbios fisiologicos, é a colheita ser realizada em tempo
incorreto, ou seja, tardiamente (FAN et al., 2011). Estudos com macgas ‘Gala’, ‘Fuji’ e
‘Braeburn’ mostram o aumento do desenvolvimento de podridées pela colheita tardia
(STEFFENS et al., 2005).

Desta forma, se faz necessario o estudo e desenvolvimento de tecnologias de
armazenamento que diminuam as perdas pos-colheita devido a todos esses fatores

apresentados.

4.2 DETERMINACAO DE PATULINA

4.2.1 Validacdo do método analitico

A validagdo do método analitico demonstrou ser linear na faixa de
concentracdo estudada (50 — 700 pg L™). O valor médio do efeito matriz foi de -42%
para patulina em macas e -22% em sucos. O LOQ foi estabelecido como sendo 25 ug
kg™. Em relacdo & precisdo e exatid&o, os valores de recuperacéo variaram entre 75,5
a 84,1% para macas e 102,3 a 107,5% para sucos, com desvio padréo relativo (RSD)
de 3,7 a 7% (macas) e 6,5 a 14,9% (sucos) para todos os niveis estudados. Todos 0s
resultados do método analitico demonstraram serem satisfatorios para os parametros

estudados para determinacdo da micotoxina patulina em macad e suco de maca
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segundo critérios estabelecidos pela comisséo europeia (Comisséo europeia, 2006b).
Os mesmos estao descritos nos anexos A ao H.

4.2.2 Ocorréncia de patulina

Na avaliacdo da ocorréncia de patulina, observou-se que nenhuma das
técnicas de armazenamento estudadas foi capaz de evitar a presenca desta
micotoxina, tanto na maca ‘Galaxy’ quanto na ‘Fuiji kiku’.

Todas as macéds com indice de podriddo apresentaram a micotoxina patulina
apos nove meses de armazenamento em ACD, somados a sete dias de exposi¢édo a
20 °C. Isso vai de encontro com relatos de alguns autores que afirmam que o
armazenamento a temperatura ambiente ap6s o armazenamento a frio leva a um
rapido desenvolvimento de patulina no tecido deteriorado (FALLIK et al., 2001).

As condi¢gdes de armazenamento de macgéds ‘Galaxy’ sem a aplicacdo do 1-
MCP mostraram-se mais eficazes em reduzir as concentracfes da micotoxina, pois 0s
frutos apresentaram patulina em concentracdes inferiores ao LMT de 50 pg kg™.
Constataram-se valores de contaminacdo de 37,5; 25,3 e 26,6 pg kg™, em média,
para a condicdo de AC, ACD-FC e ACD-QR 1,3, respectivamente (Figura 10a). Os
resultados ndo apresentaram diferenca estatistica entre si.

Entretanto, os dados encontrados nas condi¢cdes de armazenamento com a
aplicacdo do 1-MCP, mostraram que a aplicacgo do 1-MCP aumentou
consideravelmente a producdo de patulina. Todos os valores de contaminacdo
encontrados foram acima do LMT. Os valores médios foram de 103,3; 79,1 e 61,1 ug
kg™ para as condi¢es de AC, ACD-FC e ACD-QR 1,3, respectivamente (Figura 10b).

Nesta condicdo, os resultados também néo diferiram estatisticamente entre si.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160507000797#bib6
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Figura 10 - Concentragdo de patulina em magas ‘Galaxy’ apds nove meses nas condi¢cdes de
armazenamento em AC (a) sem e (b) com aplicacdo de 1-MCP, em 2,0 °C, somados a sete dias de
exposi¢do a 20 °C.
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*ndo significativo (p<0,05%); AC: atmosfera controlada; ACD: atmosfera controlada dinamica; FC:
fluorescéncia de clorofila; QR: quociente respiratorio.

Comparando, portanto, as condicbes de auséncia e presenca do 1-MCP no
armazenamento, a condicdo de auséncia deste composto apresentou uma média de
29,8 ug kg™ de patulina. Ja a condicdo com a presenca do 1-MCP, um valor médio de
81,3 ug kg™ foi encontrado, apresentando diferenca estatistica em relacdo a outra

condicao (Figura 11).
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Figura 11 - Concentragao de patulina em macas ‘Galaxy’ apdés nove meses nas condicbes de
armazenamento em atmosfera controlada com e sem aplicacdo de 1-MCP, em 2,0 °C, mais sete dias
de exposicao a 20 °C.
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*Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si de acordo com o teste de Duncan
(p<0,05).

S&o recentes os trabalhos publicados relacionando a influéncia da AC na
producdo de patulina. Além disso, até o momento, ndo ha dados na literatura
relacionando essas novas estratégias de armazenamento envolvendo quociente
respiratério e fluorescéncia de clorofila com a presenca desta micotoxina em macas,
tampouco relacionando a presenca ou ndo do 1-MCP. Entretanto, fica evidente que a
partir desses resultados, a aplicacdo do 1-MCP pode ter proporcionado uma maior
condicdo de estresse ao fungo, e em consequéncia disso, uma maior producdo de
metabolitos secundarios, neste caso a micotoxina patulina.

Em relacdo as condigcbes de armazenamento empregadas com a maca ‘Fuji
Kiku’, os valores encontrados na contaminacéo de patulina foram abaixo do LMT. Os
valores médios foram 27,3; <LOQ e 26,3 ug kg™ para as condicdes de AC, ACD-FC e
ACD-QR 1,3, respectivamente (Figura 12). Os valores ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si. Mesmo assim, ressalta-se que a técnica utilizando monitoramento
com fluorescéncia de clorofila proporcionou a menor concentracdo de patulina nos

frutos.
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Figura 12 - Concentragdo de patulina em magas ‘Fuji Kiku’ apés nove meses nas condi¢cdes de
armazenamento em AC a 0,5 °C, somados a sete dias de exposicdo a 20 °C.
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*ndo significativo (p<0,05%); AC: atmosfera controlada; ACD: atmosfera controlada dinamica; FC:
fluorescéncia de clorofila; QR: quociente respiratério.

Neste estudo, ndo foi detectada a presenca de patulina nas macéas sadias,
tanto ‘Galaxy’ quanto ‘Fuji Kiku’. Isto mostra que magas com podridao contaminadas
com patulina, armazenadas nas mesmas cameras de armazenagem, n&o
contaminaram as macas sadias de um mesmo tratamento. Ou seja, todas as
diferentes formas de armazenamento a atmosfera controlada foram eficientes em
prevenir a contaminacao de patulina em macas sadias.

Baert et al. (2007) estudaram a influéncia das condi¢cbes de armazenagem no
crescimento e na producao de patulina por diferentes cepas de P. expansum em um
meio de cultura e em macads. O crescimento foi fortemente influenciado pela
temperatura, enquanto que a atmosfera utilizada (20,3 e 1% de O;; <1% CO,) néo
teve efeito. O crescimento 6timo de patulina foi observado a 25 °C para cada cepa
testada. A producdo de patulina foi estimulada quando houve diminuicdo da
temperatura (de 20 °C para 10 ou 4 °C), enquanto uma reducdo ainda maior da
temperatura para 1 °C causou uma redugao na produc¢ao de patulina. Uma diminui¢cio
clara da producédo de patulina foi observada quando o nivel de O, foi reduzida de 3
para 1%.

Morales et al. (2007a) estudaram o efeito das condi¢cbes tanto em LO como U-

LO no crescimento P . Expansum e producédo de patulina em macgéas sob condicbes
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de armazenamento a frio. Curiosamente, apés 2 meses de armazenamento em AC,
as lesdes em macas armazenadas em condi¢ées ULO foram maiores do que aqueles
em condi¢cbes LO. Estes resultados confirmam que as altas concentracbes de CO;
sdo mais eficientes do que baixas concentracdes de O, na prevencdo do crescimento
do fungo e producao de patulina.

Baert et al. (2008) constataram uma clara reducdo de patulina quando a
concentracdo de O, passou de 3% para 1%, independente da cepa testada. Os
autores concluiram que a temperatura e a pressao parcial de O, deve ser tdo baixa
quanto possivel, a fim de suprimir a producdo de patulina. Assim, acredita-se que
nestas condi¢Bes de estresse (temperaturas baixas, niveis baixos de O, e altos niveis
de CO,) ambos o0s metabdlitos primario e secundario de P . Expansum séo
diminuidos.

Morales et al. (2007b) relataram que magés armazenadas a frio durante 60 dias
em condi¢cdes de AC apresentavam lesdes cujo diametro variava de 2 a 4 cm, mas
ndo foi detectada patulina. De acordo com outros estudos (Morales et al.,
2007a e Morales et al.,, 2008), a acumulacdo de patulina apés 60 dias de
armazenamento a frio convencional variou de 44 a 468 ng por maca.

Relata-se que a producio de patulina a 20 °C em magas ‘Gold’ comecou dois
dias apds a inoculacdo de P. expasum. Dada a rapida acumulacdo de patulina
observada a temperatura ambiente, outros testes devem ser realizados para
estabelecer o periodo minimo de tempo que permita a producédo de patulina (CAST,
2003).

Segundo estudos de Morales et al. (2007c), ndo foi encontrada diferenca na
producdo de patulina em relacdo a fatores como: condicdbes de AC, tempo no
armazenamento, fungicida e maturacdo. Os autores concluiram que o fator mais
importante € o tempo de exposicdo dos frutos em temperatura ambiente.

Correlacionado o indice de podriddo e a concentracdo de patulina nas macas,
percebeu-se que em ambos os experimentos, houve uma tendéncia de aumento na
concentracdo de patulina & medida que aumenta a ocorréncia de podriddes (Figura 13
e 14). Porem, em funcdo do baixo coeficiente de correlacdo, sugere-se que, mesmo
em amostras com poucos frutos podres pode-se verificar altas concentracdes desta

micotoxina e, o contrario desta situagdo também pode-se fazer verdadeiro.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713509003429#bib7
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713509003429#bib57
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713509003429#bib53
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713509003429#bib53
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713509003429#bib52
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Figura 13 - Correlacéo entre o indice de podriddo (%) e a concentragdo de patulina (ug kg'l) em macas
‘Galaxy’.

160 -

- 1)

& VY=29712x - 3,4467
R2=0,2716

g
H
S
o

1

120 -
100 -

N A O O
o O O O
I I I I

Concentracao de Patulina (ug k

o

Ocorréncia de podrid@es (%)

Figura 14 - Correlacdo entre o indice de podriddo (%) e a concentracéo de patulina (ug kg™*) em macas
‘Fuji kiku’.
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Em um estudo realizado por Celli (2006), a mesma constatou que magas ‘Fuji’
apresentaram uma tendéncia na forma de curva hiperbodlica quando correlacionadas a
patulina com a podridéo do fruto, onde a concentragéo de patulina inicial apresentou-
se baixa, aumentando a medida que aumenta a podriddo, atingindo um maximo de
993,7 ug de patulina. Essa toxina diminuiu ap0s um peso de 24,2 g de tecido
deteriorado, juntamente com o aparecimento de leveduras, sendo decrescente até o

peso de podriddo analisado de 86,7 g.
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Neste mesmo estudo, o autor afirmou que macéas ‘Gala’ apresentaram maior
contaminacdo que macés ‘Fuji’, atingindo 120,4 pg g'de patulina. Isso sugere uma
maior vulnerabilidade de macas ‘Gala’ a infecgdo fungica. Assim, houve uma
tendéncia crescente da concentracdo de patulina quando houve aumento na podridao
apresentada pelo fruto. Em um estudo realizado por Ross et al. (1998) também foi
encontrado maior incidéncia de patulina nessa cultivar, com concentra¢cdes maximas
de 6,4 ug ml™ de patulina produzidas com magés inoculadas com P. variabile.

O interesse em expandir as exportacfes brasileiras de frutas € crescente e a
qualidade no armazenamento tem sido essencial para garantir a qualidade dos
alimentos. Frutas, em especial as macdas, sdo consideradas alimentos com rapida e
facil deterioracéo, principalmente devido a quantidade de agua livre. Esse fato explica
o aparecimento de fungos que refletem na sua deterioracdo e consequentemente a
presenca de patulina. Portanto, para evitar a presenca desta micotoxina é necessario
investir em praticas de controle para doencgas fungicas, neste caso, a podriddo pés-
colheita.

Li e Xiao (2008) afirmaram que o armazenamento em atmosfera controlada é
uma das principais estratégias para reduzir a contaminacao por patulina e aumentar a
vida util de macgds. Os dados encontrados neste trabalho estdo de acordo com o
exposto acima, onde os valores mantiveram-se inferiores ao limite estabelecido pela
legislacdo, exceto os frutos com presenca de 1-MCP. Este é um ponto importante que
merece futuras investigacdes. Alguns compostos podem estar envolvidos com
aumento no estresse dos fungos. A situacdo de estresse demonstrou induzir uma
producdo de metabdlitos secundarios e, portanto, sugere-se que o 1-MCP pode ter
causado este efeito.

Através do consumo de macas e de seus produtos industrializados, como o
suco, existe a possibilidade de um grande numero de pessoas, pincipalmente
criancas, estarem expostas a patulina. Portanto, este assunto torna-se um problema
de saude publica. A sua presenca em alimentos também € um problema que
preocupa as industrias alimenticias, pois pode repercutir em perdas econémicas,
principalmente para aquelas que exportam seus produtos a paises que controlam os
niveis desta micotoxina nos alimentos consumidos por sua populacéo.

Considerando que estes sdao o0s primeiros resultados obtidos a partir da
parceria entre o Nucleo de Pesquisa em Pés-colheita e o CEPARC para relacionar o

emprego de diferentes técnicas de armazenamento em ACD e uso de 1-MCP na
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determinacdo de podriddo e contaminacdo de patulina, pode-se dizer que estes
resultados sdo preliminares e que h& necessidade de novos estudos para viabilizar o
uso destas técnicas na prevencao da formacdo de micotoxinas, principalmente com
relacdo ao emprego do 1-MCP. Devido a alta perecibilidade desta fruta, o controle do
amadurecimento é fundamental para o aumento da vida Util apos a colheita, visando

ao mercado interno e a exportacao.

4.3 DETERMINACAO DE PATULINA EM MACAS E SUCOS DE MACA COLETADOS
EM SUPERMERCADOS DE SANTA MARIA-RS

Ao analisar 36 amostras de macéas coletadas na cidade de Santa Maria — RS,
os resultados evidenciaram a alta contaminacdo desta micotoxina, onde todas as
amostras que apresentaram contaminagdo encontraram-se muito acima do LMT
estabelecido pela legislacdo (Tabela 8). A legislacédo brasileira prevé o LMT de
patulina em suco e polpa de maca como 50 pg kg™.

Concentracdes desta toxina de <LOQ a 757,4 pg kg™ foram encontradas nas
amostras. No més de abril de 2016, apenas uma amostra de macad estava
contaminada com patulina (757,4 ug kg'). No més de maio, todas as amostras
coletadas estavam contaminadas com a toxina, com concentragdo variando entre
214,42 a 490,2 pug kg™. J&A no més de janeiro de 2017, todas as amostras de magcas
apresentaram contamina¢do, porém com concentracées abaixo do LOQ do método
(25 pug kg') e no més de fevereiro todas as amostras também apresentaram
concentracdes abaixo do LOQ do método, exceto uma amostra que apresentou 60 pg
kg™. Este fato pode estar relacionado que as macéas disponiveis nas prateleiras nos
meses de janeiro e fevereiro, seriam macds da nova safra. Contudo,
aproximadamente 31% (n=11) das amostras, apresentaram contaminagao superior ao
LMT estabelecido pela RDC 07/2011. Resultados encontrados por Beretta et al.
(2000) também evidenciaram patulina em 80,7% dos 26 frutos analisados, sendo

estes organicos e ndo organicos.
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Tabela 8 — Concentracdes de patulina em amostras de mac¢éd sem podriddo aparente coletadas em
supermercados na cidade de Santa Maria - RS, nos anos de 2016 e 2017.

Amostra abril/16 maio/16 janeiro/17 fevereiro/17

Patulina (ug kg®)

1 <LOQ 320,1 <LOQ <LOQ
2 757,4 426,1 <LOQ <LOQ
3 <LOQ 399,5 <LOQ <LOQ
4 <LOQ 423,9 <LOQ <LOQ
5 <LOQ 490,2 <LOQ 60,1

6 <LOQ 339,2 <LOQ <LOQ
7 <LOQ 301,4 <LOQ <LOQ
8 <LOQ 276,7 <LOQ <LOQ
9 <LOQ 2144 <LOQ <LOQ

LOQ: limite de quantificagcdo (25 pg kg?)

Pesquisas apontam que macas organicas apresentam maiores niveis de
patulina qgue macas convencionais, sendo que essa maior contaminagao se deve ao
nao tratamento com fungicidas, o que provavelmente resultou em maior incidéncia de
fungos toxigénicos e, consequentemente, de patulina nesses frutos (PIEMONTESE et
al., 2005).

Na Itdlia, Beretta et al. (2000) avaliaram o0s niveis de patulina em macas e
produtos derivados e observaram que em sucos de macad e produtos baby foods a
concentracdo da micotoxina foi quase sempre abaixo dos limites estabelecidos,
enquanto em algumas amostras de suco com polpa as concentracdes excederam 0S
niveis aceitaveis.

Considerando que quando a matéria prima disponivel para producdo de sucos
€ a desqualificada para consumo in natura, incluindo frutos que apresentam partes
deterioradas, que em sua maioria estdo infectados por fungos potencialmente
toxigénicos, existe a possibilidade de detectar patulina em sucos comerciais. Esta
micotoxina teratogénica e termoestavel permanece nos produtos processados
estabilizados microbiologicamente com tratamento térmico (SYLOS E RODRIGUEZ-
AMAYA, 1999).

Tendo em vista que a presenca de patulina em sucos de maca reflete a
utilizacado de matéria prima desqualificada procedeu-se uma investigagcdo em produtos

comercializados na cidade de Santa Maria - RS.
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A julgar por 36 amostras analisadas de suco de macéd, a qualidade dos
mesmos mostrou-se insatisfatoria, pois foram encontrados concentracdes dessa
toxina muito acima do LMT (Tabela 9), embora a amostragem tenha sido casualizada
e pequena, apenas em um municipio, os resultados obtidos sugerem que a patulina é
um problema em sucos de maca comercializados nesta cidade, mostrando que a

matéria-prima usada para o processamento ndo €, aparentemente, de boa qualidade.

Tabela 9 — Concentracdes de patulina em amostras de suco de maca coletadas em supermercados na
cidade de Santa Maria - RS, nos anos de 2016 e 2017.

Amostra abril/16 maio/16 janeiro/17 fevereiro/17

Patulina (ug kg?)

1 124,3 343,6 129,8 1161,1
2 2224 485,1 88,7 411,6
3 67,9 161,6 <LOQ 493,6
4 144,6 149,3 <LOQ 526,6
5 328,5 223,3 <LOQ <LOQ
6 486,1 563,3 <LOQ 312,4
7 124,7 69,5 29,8 288,7
8 138,9 110,5 337,9 1297,9
9 204,7 457,5 249,0 <LoQ

LOQ: limite de quantificagcdo (25 pg kg?)

No més de abril de 2016, concentracdes variando de 67,9 a 486,1 pg L™ foram
encontradas. JA no més de maio, as amostras apresentaram contaminacao na faixa
entre 69,5 a 563,3 pg L. Concentracdes entre <LOQ e 337,9 pg L' foram
encontradas nas amostras de sucos no més de janeiro de 2017 e em fevereiro,
concentracdes variando entre <LOQ a 1297,9 ug L™,

Considerando os resultados encontrados neste estudo, 81% (n=29) das
amostras de suco de maga nao estavam em conformidade com a legislagéao brasileira
e 19% (n=7) estavam abaixo do LMT. Uma vez que a presenca de patulina esta
relacionada com a qualidade dos frutos, esse problema pode ser mais pronunciado
em anos que a safra é baixa ou pela ma qualidade dos frutos decorrentes do clima.
Para ndo diminuir a producéo e evitar a falta de produtos no mercado, as industrias
utilizam frutos com grau de deterioragdo muito pronunciada, passivel de estarem

contaminados com esta micotoxina.
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Por outro lado, Sylos e Rodrigues (1999) avaliaram a presenca de patulina em
30 amostras de sucos de macd comercializadas em 1998 e nao encontraram
concentracbes detectaveis em 29 amostras analisadas. Apenas uma continha
patulina, mas ndo excedia os limites estabelecidos pela OMS e FDA (50 pg L™).
Resultados semelhantes foram obtidos por Celli (2006) onde analisou 38 amostras de
sucos e néo foi encontrado niveis detectaveis de patulina em nenhuma amostra.

A determinacédo de patulina em produtos processados foi relatada também em
outros paises. Uma pesquisa realizada com 42 amostras comerciais de suco de maca
e 23 de suco concentrado de magéa no Ira em 2002, patulina foi detectada em 33 e
56%, respectivamente, com niveis superiores a 50 pug L™, cujo valor maximo foi de
285,3 pug L™ (CHIERAGHALI et al., 2005). Anon (1999) detectou patulina com niveis
superiores a 50 pg L™ em 2,5% de amostras de sucos em Londres. Na Turquia,
Gokmen e Acar (1998) encontraram 215 amostras de suco de maca concentrado
contaminados com patulina em valores variado de 7 a 376 pg L™ de 100 amostras de
suco de maca analisadas na Espanha, 82 estavam contaminadas com a toxina, sendo
que sete apresentaram niveis acima de 50 pg L. Embora se tratem de relatos
antigos que refletem safras mais antigas, pode ser observada que 0s riscos e perigos
da ingestdo da patulina pelo consumo de suco de maca estdo presentes até mesmos
em paises que se caracterizam por contemplar bons programas de controle de
qualidade na area de alimentos.

Em contraponto a pesquisa realizada por Boonzaaijer et al. (2005) onde foi
avaliada a presenca de patulina em 63 produtos comerciais derivados de maca
comercializados na Holanda e ndo encontraram niveis quantificaveis da toxina na
maioria das amostras, porém a amostra de suco organico de mac¢a apresentou a
toxina.

Em relacdo aos valores de pH encontrados no suco, do conjunto de resultados
obtidos, verificou-se que existe uma tendéncia para variagdes de pH, na ordem de 3 a
4,3, entre as amostras de suco analisadas (Tabela 10). As diferencas obtidas podem
estar relacionadas ao processamento do suco e da maturacdo dos frutos utilizados na
producdo do mesmo.

Em geral, baixos valores de pH associado a altos teores de acgucar favorecem o
armazenamento do suco em temperatura ambiente, pois diminuem o desenvolvimento
de micro-organismos. Entretanto, os fungos capazes de tolerar baixos valores de pH,

Sado 0s principais micro-organismos deteriorantes de frutas e de seus produtos
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derivados, como o suco (STINSON et al.,, 1981). Autores afirmam que a patulina
apresenta estabilidade na faixa de pH entre 3,5 e 5,5, 0 que corrobora com os
resultados obtidos neste trabalho, onde a patulina foi encontrada em 83% das
amostras de sucos analisadas.

Quando as macas séas e podres sédo processadas juntas, esta micotoxina pode
ser transferida para o suco ou concentrado, através de solubilizagdo em agua. Devido
a esséncia acida do meio, a patulina ndo pode ser degradada pelo processamento
térmico (SYDENHAM et al., 1997).

Pelo fato de macgés e seus subprodutos serem base da alimentacao infantil,

0 monitoramento da patulina € de extrema importancia para a saude publica, visando
a obtencdo de produtos de qualidade, visto que 0s processamentos convencionais

nao sdo capazes de degradar esta classe de contaminantes.

Tabela 10 - Valores de pH dos sucos de maga.

Amostra Valores de pH
abr/16 mai/16 jan/17 fev/l7
1 4,0 3,4 3,9 4,0
2 3,8 3,8 3,9 4,0
3 4,2 3,0 4,3 4,3
4 3,5 3,0 4,1 4,0
5 3,2 3,7 4,1 4,0
6 3,7 3,9 3,9 4,0
7 4,0 4,0 4,3 41
8 31 3,0 4,1 4,1
9 4,0 3,6 3,2 41
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5 CONCLUSOES

CondicOes estudadas de AC e ACD nao foram eficientes para impedir a
producao de patulina, tanto nas macgas ‘Galaxy’ quanto nas ‘Fuji Kiku’ com podridao,
nas condi¢coes estudadas somadas a exposi¢cao de 7 dias a 20 °C. Os frutos sadios
nao foram contaminados com patulina presente nos frutos com podriddo
armazenados na mesma camera. Para macas ‘Galaxy’, a aplicagdo do 1-MCP
aumentou a porcentagem de frutos com podriddo e a concentracdo de patulina.
Portanto, a aplicacdo de 1-MCP em macas desta cultivar ndo é vantajosa. O efeito do
1-MCP, com relacdo a incidéncia de doencas na poés-colheita, até o momento
mostrou-se inconsistente, com resultados especificos para cada espécie e diferentes
condi¢cBes experimentais, sugerindo novos estudos para melhor entendimento.

Nas magas ‘Fuji Kiku’ ndo houve diferenca significativa entre AC e ACD-FC e
ACD-QR 1,3 na concentracdo de patulina, embora todos os frutos desta cultivar
tenham apresentado contaminacgao de patulina mesmo que com valores inferiores ao
LMT de 50 pg kg™, nas diferentes condicdes estudadas. As técnicas de ACD
(fluorescéncia de clorofila e quociente respiratério) testadas no presente trabalho, de
uma maneira geral, apresentaram resultados similares e superiores a AC sobre a
preservacao de atributos de qualidade dos frutos (podridao, frutos sadios e patulina),
sugerindo que estas técnicas necessitam ser melhor investigadas em relagcédo a estes
parametros.

O monitoramento de amostras de macad e suco de maca coletadas nos
supermercados evidenciou a presenca da micotoxina patulina em ambas as matrizes,
com concentra¢cdes muito acima do limite estabelecido pela legislacdo brasileira com
variacdes entre os meses de coleta.

Uma avaliacdo completa da ocorréncia de patulina em determinado produto
somente pode ser estabelecida apés a realizacdo de levantamentos em diferentes
anos/safras de producdo. Por isto, os dados obtidos neste estudo servem como
indicativo. No entanto, h& necessidade de que haja a continuidade do monitoramento,
assim como se faz necesséario que os experimentos em AC sejam realizados em

distintos anos agricolas devido as diversidades climaticas entre os anos.
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ANEXO A - Dados de linearidade para patulina em maca, a partir de solucdes
preparadas em solvente organico e em extrato da matriz.

SolucBes em extrato da matriz Solucdes em solvente organico
, . Faixa
Faixa Linear ) ~ : ) x
1 r Equacéo da curva Linear r Equacéo da curva
(hg mL ) (ng mL )

50 - 700 0,992 y=27,843x-294,85 50-700 0,989 y=48,075x-123,49
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ANEXO B - Comparacdo das curvas analiticas em solvente organico e extrato da
matriz maca.

@ Std in solvent

40000 4
® Std. in matrix

35000 -

30000 -

25000 -

20000 -

Area do pico

15000 4

10000 -

5000 -

0 100 200 300 400 500 600 700 800
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ANEXO C - Efeito matriz para patulina em macd em cada nivel de concentragcédo
estudado nas curvas analiticas.

Concentracdo (ng mL™) Efeito Matriz (%)
50 -35
75 46
100 45
200 45
300 -46
500 -47
700 -41

Média -43
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ANEXO D - Taxas de recuperacao e desvio padrao relativo (RSD) para patulina em
maca relativo aos trés niveis de fortificacéo.

Nivel de fortificacdo (ug kg™)

25 50 100

Rec. (%) RSD(%) Rec. (%) RSD(%) Rec. (%) RSD(%)

75,5 4,9 77,2 7,0 84,1 3,7
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ANEXO E - Dados de linearidade para patulina em suco de macga, a partir de solugoes
preparadas em solvente organico e em extrato da matriz.

SolucBes em extrato da matriz Solucdes em solvente organico
. . Faixa
Faixa Linear ) x : ) x
1 r Equacéo da curva Linear r Equacéo da curva
(ng mL ™) (ng mL )

50 - 700 0,997 y=24571x-414,21 50-700 0,996 y=41,182 x + 84,248
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ANEXO F - Comparacdo das curvas analiticas em solvente organico e extrato da

matriz de suco de maca.

Area do pico
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ANEXO G - Efeito matriz para patulina em suco de macd em cada nivel de

concentracdo estudado nas curvas analiticas.

Concentracdo (ng mL™)

Efeito Matriz (%)

50 -53
75 -54
100 -52
200 -46
300 -46
500 -43
700 -41
Média -48
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ANEXO H - Taxas de recuperagédo e desvio padréo relativo (RSD) para patulina em
suco de magca relativo aos trés niveis de fortificacao.

Nivel de fortificacdo (ug kg™)

25 50 100

Rec. (%) RSD(%) Rec. (%) RSD(%) Rec. (%) RSD(%)

102,3 7,0 103,5 6,5 107,5 14,9
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APENDICE A - Preparo das solucdes analiticas de patulina utilizadas para confecgéo

da curva analitica.

Concentracdo Volume da solucao Volume final baldo com
(ng mL-l(i intermediaria 10 mg L™ agua:acetonitrila
(HL) (mL)
50 25 5
75 37,5 5
100 50 5
200 100 5
300 150 5
500 250 5
700 350 5
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APENDICE B - Locais de coleta das amostras de macas e sucos nos supermercados
das diferentes regides de Santa Maria-RS.

CODIGO REGIAO BAIRROS MERCADOS
Agro-industrial, Nova Santa Marta,
Juscelino Kubistechek, T. Neves,
1 OESTE Pinheiro Machado, Sao Joao, A
Renascenca, Boi Morto.
2 CENTRO OESTE Passo d’Areia, N_oal, Pat.ronato, B
Duque de Caxias, Uglione.
Caturrita, Chacara das Flores,
3 NORTE Salgado Filho, Divina Providéncia, C
Carolina.
Campestre do Menino Deus, Itararé,
4 NORDESTE Pres. Jodo Goulart, Km3, N2 D
Senhora das Dores, Menino Jesus.
5 LESTE Camobi E
Pé-de-Platano, Sao José, Cerrito,
6 CENTRO LESTE Diacomo Jodo Luiz Pozzobon. F
7 SUL Tomazetti, me Aptomo Reis, G
Lorenzi, Urlandia.
Centro, Rosario, Bom Fim, Fatima,
8 CENTRO URBANO N2 Senhora Medianeira, Nonoai, N& H
Senhora de Lourdes.
Centro, Rosario, Bom Fim, Fatima,
9 CENTRO URBANO N2 Senhora Medianeira, Nonoai, N& |

Senhora de Lourdes.
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Nivel de Concentracéo Volume Massa absoluta Volume de Concentragdo de
fortificacio da solucéo adicionado da de patulina Quantidade de solvente de patulina antes da Fator do
(1g K ?1) mistura solugéo adicionado amostra (g) extracio (mL) injecédo método*
Hg kg (mg L™ mistura (pL) & amostra (ug) & (ng mL™)
25 10 37,5 0,375 15 15 100 0,25
50 10 75 0,75 15 15 200 0,25
100 10 150 1,50 15 15 400 0,25

*Fator do método = Concentracao da fortificacdo/concentracéo do analito antes da injecao.



