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Resumo

Resumo

Nos dias de hoje existe uma grande preocupacdo por parte das entidades
responsaveis pela seguranca alimentar nos niveis de micotoxinas nos géneros
alimenticios. A patulina é uma dessas micotoxinas, a qual tem vindo a ganhar grande
importancia devido aos efeitos tdxicos que provoca no ser humano e nos animais. Esta
micotoxina encontra-se sobretudo nas macads e nos seus produtos derivados, e €
produzida por uma ampla gama de espécies fungicas do género Penicillium,
Aspergillus e Byssochlamys. Penicillium expansum é considerado o principal produtor
de patulina. Os estudos realizados com esta micotoxina demonstraram efeitos

genotdxicos, embriotdxicos, neurotdxicos, hepatotoxicos e nefrotoxicos.

A JECFA (Comisséo Conjunta de Peritos em Aditivos Alimentares da Organizagao
das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e da Organizacdo Mundial
de Saude (OMS)) estabeleceu como dose diaria admissivel maxima proviséria de
patulina (PMTDI) 0,4 ug/kg de peso corporal. A Unido Europeia estabeleceu limites
maximos de patulina nos alimentos de 25 ug/kg para produtos sélidos a base de maca
(inclui compota e puré de macad) e 50 pg/kg nos sumos de frutos, sumos de frutos

concentrados e néctares.

Nos frutos, os fungos produtores de patulina necessitam das condicdes
necessarias para produzir essa micotoxina, as quais, dependem de fatores ambientais,
como a atividade da agua, temperatura, atmosfera, e de fatores quimicos e fisicos

tipicos do substrato, como o pH e composi¢ao nutricional.

s

Deste modo, o objetivo deste trabalho é caracterizar as principais espécies
fungicas produtoras de patulina e correlaciona-las com as condi¢des ou caracteristicas
das macas que favorecem a producdo desta micotoxina. Selecionaram-se nove
variedades de maca (Bravo Esmolfe, Fuji, Golden, Granny Smith, Pink Lady, Red
Delicious, Reineta, Royal Gala e Starking) e procedeu-se a sua caracterizagdo

morfométrica e fisico-quimica.

Para a caracterizacgao fisico-quimica das macas avaliou-se o pH, o residuo seco, a
cinza, os agucares totais, a vitamina C e os minerais (célcio, magnésio, aluminio, ferro,
niquel, cadmio, cromio e chumbo). As vérias variedades de mac¢é ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) relativamente a sua composicao

fisico-quimica.

Para quantificar a patulina nas varias variedades de macd procedeu-se a

otimizacdo e validagdo do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
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detetor de ultra-violeta (HPLC-UV) ap0s extracdo e limpeza dos extratos de macga por
extracdo em fase solida (SPE).

O método de HPLC-UV é linear nas gamas de concentracdo de 10 — 80 ug/L e 20
— 100 pg/L, com coeficientes de determinacéo (r?) superiores a 0,995, coeficientes de
variagdo do método (CVn) inferiores a 5% e com um valor teste inferior ao valor F
tabelado da distribuicdo de Fisher-Snedecor para um grau de confiangca de 95%. O
método também apresentou uma boa precisdo em condicdes de repetibilidade e de
precisdo intermédia com valores de desvio padrao relativo inferiores a 10%. O método

apresenta uma boa veracidade (erro < 10%).

Das variedades testadas as que apresentaram maiores concentracfes de patulina
(PAT) foram a Granny Smith (29 pg/kg PAT), Fuji (27 pg/kg PAT) e Royal Gala (24
Hg/kg PAT), com diferentes graus de apodrecimento, nomeadamente 25%, 50% e

100%, respetivamente.

A nivel microbiol6gico os fungos mais frequentes foram Penicillium expansum

presentes em todas as variedades de macas, Alternaria alternata e Cladosporium sp.

Palavras chave: Maca, HPLC-UV, micotoxinas, patulina, fungo.
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Nowadays there is a great deal of concern from the responsible entities for food
safety regarding the levels of mycotoxins in foodstuffs. Patulin is one of these
mycotoxins, which has been gaining great importance due to the toxic effects it causes
in humans and animals. This mycotoxin is found mainly in apples and their by-
products, and is produced by a wide range of fungal species of the genus Penicillium,
Aspergillus and Byssochlamys. Penicillium expansum is considered the main producer
of patulin. Studies with this mycotoxin have demonstrated genotoxic, embryotoxic,

neurotoxic, hepatotoxic and nephrotoxic effects.

JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) established as the
provisional maximum tolerable daily intake dose of patulin (PMTDI) 0.4 ug/kg of the
body weight. The European Union has established maximum levels of patulin in foods
of 25 ug/kg for solid apple-based products (including apple jam and applesauce) and

50 ug/kg in fruit juices, concentrated fruit juices and nectars.

In fruits, patulin-producing fungi need the necessary conditions to produce this
mycotoxin, which depends on environmental factors such as water activity,
temperature, atmosphere, and chemical and physical factors typical of substrate, such

as pH and nutritional composition.

Thus, the objective of this work is to characterize the main fungal species that
produce patulin and to identify the conditions or characteristics of the apples that favor
the production of this mycotoxin. Nine apple varieties (Bravo Esmolfe, Fuji, Golden,
Granny Smith, Pink Lady, Red Dellicious, Reineta, Royal Gala and Starking) were
selected and their morphometric and physical-chemical characterization were

performed.

The pH, dry matter, ash, total sugars, vitamin C and minerals (calcium, magnesium,
aluminum, iron, nickel, cadmium, chromium and lead) were evaluated for
physicochemical characterization of the apples. The various apple varieties showed no
statistically significant differences (p <0.05) with respect to their physicochemical

composition.

To quantify patulin in the various apple varieties, the High Performance Liquid
Chromatography with Ultraviolet Detector (HPLC-UV) method was optimized and

validated after extracting and cleaning apple extracts by Solid Phase Extraction (SPE).

The HPLC-UV method is linear in the concentration ranges 10-80 pg/L and 20 -

100 ug/L, with determination coefficients (r?) higher than 0.995, coefficient of variation
iii
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of the method (CVm) of less than 5% and with a test value less than the F-value of the
Fisher-Snedecor test or the Mandel test for a confidence level of 95%. The method
also showed good accuracy under conditions of repeatability and intermediate
accuracy with values of relative standard deviation less than 10%. The method showed
a good accuracy (error <10%).

From the varieties tested, the highest levels of patulin (PAT) were found in the
Granny Smith (29 ug/kg PAT), Fuji (27 pg/kg PAT) and the Royal Gala (24 pg/kg PAT),
with different degrees of decay, namely 25%, 50% and 100%, respectively.

At the microbiological level, the most frequent fungi were the Penicillium expansum,

present in all apple varieties, Alternaria alternata and Cladosporium sp.

Key words: Apple, HPLC-UV, mycotoxins, patulin, fungi.
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Introducgéao

A deterioragdo das frutas e vegetais e o desenvolvimento de fungos favorece a
producdo de metabolitos téxicos, as micotoxinas. Estas sdo metabolitos secundarios
desenvolvidos por determinados fungos em condi¢cdes ambientais particulares, os
quais apresentam um espectro diversificado de toxicidade (1). Estes contaminantes
naturais sdo substéncias de baixo peso molecular e podem afetar uma elevada
variedade de alimentos, como por exemplo, cereais, frutos secos, café, cacau,
especiarias, feijao e frutas, particularmente macas (2). Devido ao potencial risco para a
saude dos consumidores, tém-se realizado um elevado numero de estudos de
ocorréncia por todo o mundo e desenvolvido varios métodos para a sua determinagéo
nos diversos produtos alimentares (3). Exemplos de alguns desses estudos foram
realizados em Portugal (1), Italia (4, 5), Africa do Sul (6), Bélgica (7), Grécia (8) e

Dinamarca (9).

No grupo das micotoxinas, a patulina tem sido alvo de muitos estudos, pois ha
uma grande preocupagdo com 0s riscos para a saude associados a esta micotoxina.
Nos roedores, a patulina pode ser responsavel por sintomas agudos graves, tais
como, convulsdes, nauseas, ulceracfes, inflamacéo intestinal e vomitos, e efeitos
cronicos que incluem genotoxicidade, imunotoxicidade, neurotoxicidade, embora os
efeitos em humanos ainda ndo estejam bem esclarecidos (3, 10). A patulina é
genotoxica mas nao existe evidéncia da sua carcinogenicidade nos estudos em
animais e em humanos, por isso esta classificada no grupo 3 da IARC (International

Agency for Research on Cancer) (11, 12).

A patulina € uma lactona heterociclica insaturada designada por 4-hidroxi-4H-furo-
[3,2-c]pirano-2(6H)—ona, sendo um metabolito secundario téxico produzido por uma
ampla gama de espécies fangicas dos géneros Penicillium, Aspergillus e
Byssochlamys que crescem em varios tipos de frutas (1, 13). Inicialmente, a patulina
apresentava propriedades antibidticas, mas esta teoria foi excluida pelo facto desta
micotoxina apresentar efeitos imunotéxicos, genotdxicos, embriotdxicos e neurotdxicos

nos animais (14, 15).

As macas e os produtos derivados de macd sdo excelentes substratos para o
fungo Penicillium expansum, o agente responsavel pelo aparecimento do chamado
“bolor azul”, sendo considerado o principal fungo produtor de patulina. O agente
patogénico do fruto estd normalmente associado a frutas contaminadas e em fase de
decomposi¢do ou a frutas do pomar ja infetadas por outros microrganismos, bem

como em determinadas condigfes pos-colheita (5).
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A patulina é considerada um indicador de qualidade dos produtos processados a
base de macas (16), pois, apdés o0 processamento desses produtos, a toxina ainda se
encontra em concentracdes apreciaveis (17). Como no processamento dos produtos
de maca sdo realizados varios processos com o objetivo de remover ou reduzir a
concentracdo em patulina, a fruta de origem ou matéria prima, nomeadamente macas,
ndo deve estar podre ou contaminada. As macas podres, as frutas caidas ou as
macads contaminadas, por exemplo por insetos ou aves, ou as frutas danificadas
devido a0 manuseamento excessivo sd0 mais suscetiveis ao crescimento de fungos
produtores de patulina (18). A remocdo da parte podre da fruta ndo garante a

eliminacdo completa da micotoxina, pois esta pode estar presente na parte sa da fruta
3)

Em 2001, a FDA (Food and Drug Administration) afirmou que a maior exposicao a
patulina é através do consumo de sumo de mac¢a produzido a partir de frutos
bolorentos ou de frutos dos quais tenham sido retiradas as partes estragadas. Isto leva
a uma grande preocupacdo, uma vez que os sumos de frutas, e em especial 0s sumos

de macd, sado 0s mais consumidos por bebés e criancas (19, 20).

Devido a toxicidade da patulina, foi necesséario estabelecer limites maximos que
possam estar presentes nos produtos alimentares bem como as doses diarias
admissiveis para o ser humano que ndo provoguem efeitos adversos na saude
humana. A JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, Comissao
Conjunta de Peritos em Aditivos Alimentares da FAO-OMS) estabeleceu como dose
diaria admissivel maxima proviséria de patulina (PMTDI) o valor de 0,4 pg/kg de peso

corporal (21).

Tem sido investigado o desenvolvimento de fungos produtores de patulina em
frutas, vegetais e produtos derivados e parece estar dependente de fatores como as
condicbes das culturas, atividade da &gua (aw), temperatura, pH e outras

caracteristicas quimicas intrinsecas aos frutos (13).

N

As frutas sdo normalmente armazenadas a temperatura de refrigeracdo para
retardar a senescéncia, mas também para suprimir a deterioragdo poés-colheita. Sob
temperaturas refrigeradas a deterioracdo € lenta, mas quando as frutas sé&o
transferidas para locais com temperaturas superiores ha uma répida deterioracdo e
acumulacdo de patulina. Assim, pode-se afirmar que as macgds mantidas a
temperatura ambiente, antes de serem processadas, € um ponto critico para a
acumulacéo de patulina (22). Alguns estudos demonstram que quanto maior o tempo
de armazenamento das macas, maior € a probabilidade dos teores de patulina

excederem os limites no produto final (20).
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E necessario detetar rapidamente e especificamente os fungos produtores de
patulina para que se garanta a qualidade das macas. Podem ser utilizadas técnicas
convencionais baseadas na quantificacdo dos microrganismos usando as unidades
formadoras de colénias (UFC) e os métodos de identificacdo utilizando técnicas
morfolégicas, mas estas técnicas sdo caras e demoradas, além de que exigem
conhecimentos de micologia para identificar os fungos. Esta metodologia deve ser
ainda procedida de técnicas analiticas para detetar micotoxinas produzidas pelos
fungos identificados (23). Existem dois métodos de referéncia para estimar a presenca
de fungos em alimentos, que sédo designados por sementeira direta e sementeira por
diluicdo. A sementeira por diluicdo é adequada para alimentos liquidos ou em p6, e em
situagdes onde o conhecimento total da micoflora é relevante, enquanto a sementeira
direta € adequada a andlise de alimentos particularizados. Como os alimentos estéo
infetados com outras substancias é necessario a limpeza destes alimentos, de forma a

recuperar s6 os fungos presentes (24).

A escolha dos meios de cultura e das condigcbes de incubacdo devem ser
adequadas ao tipo de fungos que se querem isolar. Neste caso, 0s meios mais
utilizados para o isolamento dos fungos presentes em macas sdo Potato Dextrose
Agar (PDA), Potato Dextrose Agar suplementado com antibidticos (cloranfenicol e
vancomicina), Malt Agar (MA), Malt Agar com penicilina G e cloranfenicol (MApc) (25-
27).

s

Também é necessario o desenvolvimento de métodos rapidos e simples para
detetar e monitorizar os fungos durante o processamento de alimentos. Em alternativa
aos métodos convencionais, pode-se recorrer a métodos utilizando reacdo de
polimerizacdo em cadeia ou PCR (Polymerase Chain Reaction) e sondas de ADN
(acido desoxirribonucleico), por serem métodos mais precisos, sensiveis e mais
rapidos (23).

Existem varios métodos para a detecdo e quantificagdo de patulina. O método
usualmente utilizado para quantificar a patulina nos produtos de fruta é a
cromatografia liqguida de alta eficiéncia ou HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography), o qual pode estar associado a varios tipos de detetores, desde o
mais simples como o detetor ultravioleta até ao mais complexo como o espectrometro

de massa simples (MS) ou de triplo quadrupolo (MS/MS) (13).

Estes métodos instrumentais utilizados na determinacdo de micotoxinas em
géneros alimenticios sdo muito dispendiosos, e para lidar com o crescente nimero de
matrizes e com as micotoxinas de interesse foram desenvolvidos métodos mais

rapidos, mais simples e precisos, como técnicas imunoquimicas, tais como ELISA
4



Introducéo

(Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ensaio de imunoabsor¢cdo enziméatica),

biossensores e técnicas nédo invasivas (28).

A maioria dos métodos utilizados para a determinacdo de uma micotoxina depende
dos métodos corretos de extracao e limpeza das amostras. Estas etapas séo vitais
para que o protocolo seja bem sucedido e afeta a escolha final do procedimento de
detecdo. O método de extragdo utilizado para remover a micotoxina da matriz
biolégica depende da estrutura da toxina (2). Para a extracdo e concentracdo da
patulina e para a limpeza dos extratos complexos das amostras tém sido utilizadas
varias técnicas, nomeadamente, colunas de imunoafinidade (IAC) ou cartuchos de
extracdo em fase solida (SPE), as quais ajudam a simplificar os protocolos, a melhorar
a seletividade e, com isso, obter melhores resultados (28). A selecdo das amostras e o
conjunto representativo das amostras também sao muitas vezes consideradas como

fontes de erro (28).

Este trabalho teve como objetivo a caraterizagdo das principais espécies fungicas
produtoras de patulina e também quais as condi¢des ou caracteristicas das macas que
favorecem a producado desta micotoxina e esta dividido em sete se¢des, nas quais sédo

abordados os seguintes itens:

— Introducdo. Conceito e caracterizacdo sucinta das micotoxinas e da
patulina em particular. Apresentacdo sumaria dos métodos analiticos para a
caracterizacdo micoldgica das macds e para a quantificacdo da patulina
nos frutos. Apresentacao dos obijetivos do trabalho.

— Capitulo I — Micotoxinas. Definicdo e tipos usualmente presentes nos
produtos alimentares. Fungos produtores e métodos de prevencao.

— Capitulo 1II — Patulina. Breve nota histérica, caraterizagdo quimica e
biossintese da patulina. Géneros alimenticios em que a patulina se
encontra em maior quantidade e principais fungos produtores. Métodos
para controlar a sua producdo nos produtos alimentares, legislacdo
aplicavel e métodos analiticos utilizados na sua analise.

— Capitulo Il — Macas e sumos. Apresentacao do fruto, produgéo e consumo,
ciclo produtivo, variedades mais representativas em Portugal, qualidade e
composic¢ao quimica.

— Capitulo IV — Parte experimental. A parte experimental esta dividida em
duas partes, a Parte A, trabalho experimental quimico e a Parte B, trabalho
experimental microbiolégico. Em ambas as partes é referido o
equipamento, material, reagentes, solugbes e os procedimentos analiticos

utilizados.
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— Capitulo V — Resultados e discussdo. Apresentacdo e discussdo dos
resultados obtidos.

— Capitulo VI — Conclusbes e perspetivas futuras. Apresentacdo das
principais conclusfes referentes a analise da patulina e & caracterizacéo

micolégica das macas e correlacédo entre ambos os resultados.
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1. Definicéo, ocorréncia e problema

Os fungos que decompdem os alimentos tém a capacidade de produzir
metabolitos secundarios, designados por micotoxinas. As micotoxinas sdo substancias
guimicas de baixo peso molecular e que apresentam propriedades toxicas. Estes
compostos nao sao essenciais para manter as células do fungo ativas, mas
desenvolvem reacdes de toxicidade noutras espécies. As micotoxinas também tém
como funcdo dar aos fungos uma vantagem competitiva sobre outras espécies
fungicas e sobre as bactérias. Uma grande parte das micotoxinas é citotoxica, pelo
que provocam uma rutura nas estruturas celulares, como por exemplo nas
membranas, e interferem nos processos celulares vitais, como a sintese de proteinas,

e a sintese de acido ribonucleico (ARN) e de acido desoxirribonucleico (ADN) (29).

As micotoxinas sao produzidas por varias espécies de fungos que se desenvolvem
em diversas plantas, nomeadamente, plantas de grande produtividade agricola, como
o milho e outros cereais, varios produtos alimentares, como frutos e legumes, as

especiarias, as plantas medicinais e nas sementes de algodao (23, 30, 31).

Nos produtos agricolas e alimentares podem desenvolver-se cerca de 100 000
espécies de fungos, e de entre estes mais de 200 podem produzir micotoxinas, como

por exemplo, os fungos do género Aspergillus, Penicillium e Fusarium (31).

Inerente ao desenvolvimento analitico, tém-se identificado novas micotoxinas com
estruturas muito diversificadas e, consequentemente, com propriedades fisico-
guimicas e biolégicas também muito diferentes (28), as quais conferem importancia

aos fungos do ponto de vista toxicolégico.

Nem todas as micotoxinas sao toxicas para 0 ser humano ou para outras espécies.
A toxicidade provocada no Homem pode ser agrupada em trés grupos, toxicidade
aguda, como hemorragias, convulsbes, edema e ulceragdo intestinal, fraqueza
muscular, dificuldades respiratdrias, degeneracdo e necrose do miocéardio (32-34),
subaguda como perda de peso, alteragdes intestinais e altera¢des na funcao renal (35-
37) ou cronica como mutagenicidade, indugdo de hormonas, distarbios
gastrointestinais ou renais e imunossupressdo (38). As micotoxinas foram

diferenciadas em trés grupos em rela¢éo ao grupo alvo da sua toxicidade (39):

— Zootodxicas: toxicas para animais;
— Fitotoxicas: toxicas para plantas;

— Antibioticas: tOxicas para bactérias.
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Quando sado toxicas para os animais, as micotoxinas afetam principalmente o
figado, os rins e o sistema nervoso, enddcrino e imunitario. Quando séo inativadas no
tubo digestivo antes de serem absorvidas ou mesmo quando ndo sdo absorvidas, ndo

tém efeito tdxico (31).

Visto que sdo contaminantes que se apresentam de forma natural nos alimentos,
ndo é possivel eliminar totalmente a sua presenca, pelo que é de extrema importancia
acompanhar todo o processo de producdo dos alimentos que tendem a ser
contaminados por fungos, para que os niveis de micotoxinas nesses alimentos sejam
reduzidos para concentracfes que ndo afetem a saude humana (30). Além disso,
também é de extrema importancia vigiar os animais das pecuarias ou de outro tipo de
exploracao, pois estes podem apresentar micotoxinas que podem ser transferidas para
o leite, ovos ou carne. E muito mais provavel os animais serem afetados por
micotoxinas do que os seres humanos (31). Isto deve-se ao facto das culturas
contaminadas por fungos serem direcionadas para a alimentagcdo animal (40). Os
cereais e oleaginosas, alimentos suscetiveis de desenvolver fungos e terem
micotoxinas, sdo a base da alimentacdo dos animais de criacdo, homeadamente,
aves, suinos e bovinos (41, 42). Os animais s80 expostos as micotoxinas através de
alimentos que tenham na sua constituicdo grdos contaminados, ou pastagem com
feno infetado (43).

Instituicbes e organizacbes internacionais, como a European Commission (EC), a
Food and Drug Administration (FDA) americana, a World Health Organization (WHO) e
a Food and Agriculture Organization (FAO) reconheceram que de facto estas
micotoxinas presentes nos alimentos sao prejudiciais para a saude tanto do Homem
como dos animais e consequentemente, estabeleceram valores limites para a
presenca destas substancias por cada classe de micotoxinas. Para que estes limites
fossem definidos, estas instituicdbes e organizagbes tiveram que desenvolver um
grande numero de métodos analiticos de modo a ser possivel identificar e quantificar

as micotoxinas nas varias matrizes alimentares (28).

Historicamente houve dois casos dramaticos associados ao consumo de alimentos
contaminados com micotoxinas e que conduziram a milhares de mortes, como o
ergotismo (envenenamento por Ergot, envenenamento por cravagem do centeio ou

Fogo de Santo Anténio) e a aleucia tdxica alimentar (ATA) (31).

O ergotismo surgiu na Europa, afetando sobretudo os franceses durante a Idade
Média. Esta micotoxicose provocava alucinac¢des, dores insuportaveis nas maos e nos
pés seguidas da gangrena dos membros. O ergotismo foi associado ao consumo de

cereais contaminados por Claviceps purpurea que origina a designada cravagem do
9
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centeio. Nos dias de hoje esta doenca € rara, apesar do fungo ser utilizado em
farmacologia (31).

A aleucia toxica alimentar surgiu na Russia no final da Segunda Guerra Mundial e
atinge principalmente a medula éssea, e 0s sintomas mais graves resultantes desta
intoxicacdo passam pela reducdo da taxa dos glébulos brancos, imunodepressao,
hemorragias e lesGes internas. A ATA era derivada da ingestdo de milho-miudo

contaminado com fungos do género Fusarium produtores de tricotecenos (31).

Hoje em dia, este tipo de casos € raro nos paises desenvolvidos. Mas nas
populacdes em que o plano alimentar € muito pouco variado e que, por vezes, também
consomem alimentos que estdo parcialmente contaminados com fungos, é maior a

probabilidade de sofrerem intoxicagfes cronicas (31).

Nas populagbes que apresentam uma alimentacdo diversificada a tendéncia de
uma intoxicacdo alimentar causada por micotoxinas € menor, pois ndo havera uma
ingestdo regular de concentracbes suficientes de micotoxinas para que isso aconteca
(32).

2. Ocorréncia em produtos alimentares

Os produtos agricolas crus, alimentos processados e produtos animais, tais como
carne, leite e ovos sao suscetiveis de serem contaminados com micotoxinas devido a
infecdo provocada por fungos toxigénicos. Esta contamina¢do pode ocorrer em
gualguer uma das fases de produgéo do alimento (Figura 1), desde o cultivo até ao

consumo humano (44).

e

Figura 1 - Diagrama representativo das vérias etapas de producao de alimentos.

EE
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Os fungos que conseguem desenvolver micotoxinas nos alimentos s&o

classificados em dois grupos (45):

1) Fungos de campo que se desenvolvem antes da colheita. Este grupo inclui:
a) Patogéneos das plantas (por exemplo, Fusarium graminearum);
b) Fungos que se desenvolvem em plantas doentes ou stressadas (por
exemplo, Fusarium moniliforme e Aspergillus flavus);
c) Fungos que surgem na planta antes da colheita e assim predispéem a
contaminacdo do produto apés a colheita (por exemplo, Penicillium
verrucosum e Aspergillum flavus).

2) Fungos de armazenamento que ocorrem depois da colheita.

Para detetar a presenca de micotoxinas nas varias etapas de producédo de um
alimento é de extrema importancia recorrer aos programas de vigilancia, os quais ja
estdo implementados em varios paises. A FDA estabelece esses programas de

vigilancia nos alimentos (44, 46).

As micotoxinas que representam um maior risco para a saude humana e animal e
as mais frequentes nos alimentos sdo a aflatoxina, a ocratoxina A, as fumonisinas, a
patulina, a zearalenona e os tricotecenos (47). As doencas relacionadas com as
micotoxinas tém sido mais frequentes no gado do que em humanos e, por isso, &

necessaria uma maior atencdo sobre os alimentos ingeridos pelos animais (44).

As micotoxinas sdo segregadas na fase final do crescimento dos fungos e a sua
producao depende de trés fatores, nomeadamente, da estirpe fingica, das condi¢cdes
ambientais e do substrato. Consoante a estirpe pode haver ou ndo producdo de
micotoxinas, ou producado a diferentes escalas (alta, média ou baixa). Nas condicdes
ambientais, os dois fatores mais importantes sdo a temperatura e a humidade, os
guais tém um papel significativo ndo s6 no crescimento do fungo, como também na
guantidade de micotoxina produzida. A refrigeracao limita o desenvolvimento do fungo
e a producdo de micotoxinas. O substrato tem um papel importante ndo s6 no
desenvolvimento de determinado tipo de fungos como na produgéo de micotoxinas. A
mesma espécie fangica pode apresentar um perfil de produgédo de micotoxinas muito
diferente nos varios tipos de alimentos. Por exemplo, os alimentos ricos em glicidos
(cereais e derivados), as oleaginosas, a fruta e os legumes sdo mais favoraveis ao
desenvolvimento das micotoxinas do que os alimentos que s&o ricos em proteinas,
como por exemplo as carnes, queijos e peixe (31). A Tabela 1 apresenta os varios

tipos de micotoxinas e os alimentos onde elas séao frequentemente detetadas (44).
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Tabela 1 - Micotoxinas e alimentos onde a sua frequéncia de contaminagdo é maior.

Micotoxina Alimento contaminado Referéncias

) Amendoim, milho, trigo, arroz,
Aflatoxina ) o (48-55)
nozes, leite, ovos, queijo, figos

Gréos de cereais (trigo, cevada,
aveia, milho), feijdo seco,

Ocratoxina A amendoim mofado, queijo, café, (56-63)
passas de uva, frutos secos,

vinho

Fumonisinas Gréos de trigo e milho (48, 64)

Racdo mofada, fruta (macas,
Patulina uvas, peras), sumo de maca, (65-70)

vegetais e cereais

Zearalenona Milho, racdo comercial (71, 72)

) Milho, trigo, racdo comercial para
Tricotecenos ] (73-76)
gado, cevada, aveia

As micotoxinas presentes nos alimentos sdo dificeis de eliminar porque a maior
parte delas é termoestavel e ndo volatil (31). As micotoxinas sdo muito estaveis a
temperatura, mas sdo sensiveis a radiagdo ultra-violeta (77). A intoxicagdo cronica
provocada por micotoxinas, ou seja, a sua administragdo continua em pequenas
concentracdes, pode causar les6es no organismo humano ou animal passados alguns

meses ou anos (31).

Cada organismo vivo apresenta diferentes reagdes a micotoxina que € absorvida.
Hoje em dia existem mais estudos sobre os efeitos toxicos que cada micotoxina
provoca nos animais de laboratério e, por vezes, nos animais das pecuarias do que
estudos em humanos (3). O efeito das micotoxinas na salde humana é mais dificil de
demonstrar, embora existam muitos dados de estudos epidemiolégicos sobre os
efeitos toxicos no Homem (78-80) e estudos in vitro em culturas de tecidos humanos
(81-84).
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2.1 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo consideradas o grupo de micotoxinas mais perigosas no mundo.
Nos paises em desenvolvimento, a populagéo estd continuamente exposta a este tipo
de micotoxinas, e nestes paises mais de 40% as doencas sdo causadas pelas
aflatoxinas (85). As aflatoxinas podem ser produzidas por quatro espécies de
Aspergillus, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius e
Aspergillus pseudotamarii, com predominio das espécies Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus. Existem cerca de 18 tipos diferentes mas que apresentam
composicdo quimica idéntica. Existem quatro tipos principais de aflatoxinas: B1, B2,
Gl e G2 (Figura 2). Existe uma toxina derivada da aflatoxina B1, designada por

aflatoxina M1, que afeta 0s animais mais jovens e € transmitida através do leite (31).

Nos estudos realizados até entdo, estas micotoxinas apresentam efeitos
cancerigenos, teratogénios e mutagénicos, tanto nos seres humanos, como nos
animais. O 6rgdo alvo destas micotoxinas € o figado podendo conduzir a cancro
hepatico mas estao descritos outros efeitos clinicos, tais como problemas reprodutivos

(86), anemia (87), supresséao do sistema imunoldgico (88), ictericia e morte (89).

] 0 O
aflatoxina B1 aflatoxinas B2
(0] 0
O
| -
o Q O
aflatoxina G1 aflatoxinas G2

Figura 2- Estruturas quimicas das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.
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2.2 Tricotecenos

Os tricotecenos sé&o o maior grupo de micotoxinas, estando representado por 150
estruturas quimicas diferentes e produzidos por varias espécies de fungos, tais como
Fusarium, Cephalosporium, Myrothecium, Stachybotrys, Trichoderma, entre outros
(41, 44). S&o poucos os tricotecenos que sdo considerados importantes em relacéo a
toxicidade nos seres humanos e nos animais. Este grupo de micotoxinas foi dividido
em quatro tipos, Tipo A, Tipo B, Tipo C e Tipo D por serem quimicamente diferentes.
Na sua estrutura quimica, o Tipo A apresenta o grupo carbonilo na posicdo C8 e o
Tipo B ndo tem presente este grupo. O Tipo C apresenta um grupo adicional e poxido
na posicdo Crs ou Co10 € nO tipo D esta presente um anel macrociclico entre as
posicdes Ca1s (Figura 3) (39, 41). Exemplos dos diferentes tipos de tricotecenos
incluem a toxina T-2 (T-2), toxina HT-2 (HT-2), diacetoxiscirpenol (DAS) do Tipo A,
desoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV) e fusarenona-X (FUX) do Tipo B, crotocina e
bacarina do Tipo C, e satratoxina e roridina do Tipo D (39, 90). Em relacdo a
toxicidade dos tricotecenos, estes apresentam efeito toxico ao nivel gastrointestinal
(91, 92), dermatoldgico (93), imunotdxico (94, 95), hematotéxico (96, 97) e genotdxico
(98, 99).

Tipo A: Toxina T-2 Tipo B: Desoxinivalenol

Figura 3 - Estrutura quimica dos tricotecenos, Tipo A, Tipo B, Tipo C e Tipo D.
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2.3 Fumonisinas

As fumonisinas sdo produzidas por fungos do género Fusarium, mas a espécie
fungica que produz quantidades significativas desta micotoxina €é Fusarium
verticillioides (100). O principal tipo de fumonisina encontrado nos alimentos é a
fumonisina B1 (FB1) (Figura 4) (40). Estas micotoxinas sdo responsaveis por causar
leucoencefalomalacia (101, 102) e edema pulmonar (103), e também apresentam
efeitos carcinogénicos, nomeadamente cancro do eséfago. Este efeito foi verificado
num estudo realizado na Africa do Sul e na China (104, 105), em que se relacionou o
consumo de milho infetado pelo fungo F. verticillioides e a forte incidéncia de cancro

do eséfago no Homem (44).

0 [COOH]
/u\/I\/ICGOH]
o R1 R2
CH,
CH, O CH, R3 NH,
0
[HOOCT (6 0H)

Figura 4 - Estrutura quimica da fumonisina B1.

2.4 Zearalenona

A zearalenona (Figura 5) € uma micotoxina estrogénica, produzida nomeadamente
pelo fungo Fusarium graminearum, que se desenvolve no milho que apresenta
elevada humidade. Temperaturas baixas e elevada humidade s&o as condi¢bes
favoraveis para o desenvolvimento da zearalenona (44). Esta micotoxina esta
associada a efeitos estrogénicos (106), abortos (107) e perturbacdo da reproducéo no
porco (31, 108).
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OH HO CH,

HO |
0

Figura 5 - Estrutura quimica da zearalenona.

2.5 Ocratoxinas

As ocratoxinas sdo um grupo de micotoxinas produzidas por varias espécies
fungicas de Aspergillus e Penicillium. Existem trés formas de ocratoxinas, A, Be C. A
ocratoxina A (Figura 6) € considerada a mais importante, as formas B e C sdo menos
téxicas e menos comuns (31, 44). A administracdo desta micotoxina leva a patologias
graves e por vezes fatais. No grupo dos efeitos toxicos estdo documentados efeito
teratogénico (109), imunotéxico (110, 111), genotdxico (112, 113), mutagénico (114),
hepatotoxico (115, 116) e carcinogénico (30, 117).

DDHG

Figura 6 - Estrutura quimica da ocratoxina A.

2.6 Patulina

Outra micotoxina igualmente importante e que tem sido muito investigada devido a
sua toxicidade € a patulina. Como € a micotoxina em estudo na tese, ela sera descrita

mais pormenorizadamente no Capitulo 1.
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3. Fungos produtores de micotoxinas

Os fungos podem estar presentes em qualquer ambiente, e existe um elevado
namero destes que conseguem crescer em alimentos, 0s quais S80 ricos nos
nutrientes necessarios para o seu crescimento. O desenvolvimento dos fungos nos
alimentos necessita de condi¢cdes ambientais Otimas. Estas condigcbes ambientais
incluem atividade da agua (aw), temperatura, pH, composicdo da atmosfera
(percentagem de oxigénio e de dioxido de carbono) e do substrato (31). Os fungos
desenvolvem-se em meios com atividade da agua iguais ou superiores a 0,70 (118),
temperaturas superiores ou iguais a 25°C (119), pH acido (120), percentagem em
oxigénio elevada, percentagem em diéxido de carbono baixa (121) e substratos ricos
em glucidos (122). Os fungos causam uma elevada perda na producéo de alimentos a
nivel mundial, na sua maioria vegetais, sendo a segunda maior causa de deterioracéo
dos alimentos, a seguir aos estragos causados pelos insetos. Todos 0s anos, estas

perdas alimentares levam a perdas significativas a nivel econémico (31).

Até aos anos 60 pensava-se que os fungos ndo tinham qualquer efeito prejudicial
para a saude humana, mas posteriormente verificou-se que algumas espécies
fungicas podem produzir toxinas que podem ser prejudiciais para a salde humana e
animal. A producdo de micotoxinas é mais frequente em cereais, nos seus produtos
derivados, nas oleaginosas, nos frutos e seus derivados. Este tipo de contaminacéo €
mais frequente em climas quentes e himidos, pois sdo as melhores condi¢des para o
desenvolvimento destes fungos. As intoxicacbes alimentares causadas por essas
micotoxinas sdo mais frequentes nas populacdes que vivem em climas favoraveis ao
desenvolvimento dos fungos e a producdo dessas micotoxinas e que tém uma
alimentagcdo pouco variada. As intoxicagfes alimentares desta natureza sdo menos

frequentes nas populagdes que tém uma alimentagéo mais diversificada (31).

Os principiais fungos produtores de micotoxinas pertencem ao género Aspergillus,
Fusarium e Penicillium que contaminam e se desenvolvem durante as varias fases de

producéo dos alimentos para o0 Homem e para os animais (123, 124).

O género Aspergillus (Figura 7) altera diversos alimentos, tais como frutas e
derivados, legumes, cereais e derivados, oleaginosas, carnes salgadas e secas, 6leos.
A fase mais propicia ao desenvolvimento desta espécie fungica € o armazenamento
dos alimentos (31). Este fungo desenvolve-se em alimentos produzidos em climas com
temperaturas mais elevadas e com valores baixos de atividade de agua (aw), atingindo
varios tipos de culturas. Os fungos que s&o economicamente mais importantes
pertencem a este género (44). Exemplo de espécies que pertencem a este género sdo
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Aspergillus niger que altera as frutas, os legumes e os produtos lacteos e Aspergillus
flavus que produz micotoxinas que sdo das mais prejudiciais para a saude publica
(31).

Figura 7 - Estrutura microscépica de Aspergillus sp. (125).

Em relacdo ao género Penicillium (Figura 8), este apresenta um papel muito
importante na alimentacdo (31). Os mais comuns séo fungos esverdeados, e que se
conseguem desenvolver num intervalo de temperaturas maior do que o género
Aspergillus (31, 44). O crescimento do género Penicillium é mais significativo em
climas temperados. As espécies fangicas deste grupo estdo mais ligados a
contaminagdo que ocorre no armazenamento dos alimentos (44). Estes fungos séo
suscetiveis de alterar os sumos de fruta concentrados e de frutas de conserva, devido
ao facto de produzirem esporos que sao resistentes a temperaturas mais elevadas. Os
citrinos e outras frutas, cereais e 0s seus produtos derivados sdo 0s mais suscetiveis a
esta espécie fungica. Neste género também ndo séo todas as espécies fungicas que

produzem micotoxinas (31).

Figura 8 - Estrutura microscépica de Penicillium sp. (125).
18
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O género Fusarium (Figura 9) € um grupo mais complexo, representado por
espécies que se adaptam a uma maior diversidade de condi¢des ambientais. As varias
espécies sdo consideradas importantes patogénicos das plantas, mas também se
desenvolvem no solo. As espécies fungicas deste género desenvolvem-se na fase de
pré-colheita dos alimentos e alteram principalmente as frutas e os legumes. Os limdes,
ananases, tomates e batatas sdo exemplos de alimentos em que ha desenvolvimento
destes fungos, mas também tém sido isolados de cereais e produtos derivados. Nem

todas as espécies fungicas deste género produzem micotoxinas (31, 44).

Figura 9 - Estrutura microscopica de Fusarium sp. (126).

4. Controlo das micotoxinas nos produtos alimentares

Em todas as fases de producdo de um alimento € de extrema importancia serem
estabelecidas medidas preventivas de modo a diminuir substancialmente o
desenvolvimento de fungos e a produgdo de micotoxinas, ou criar as condi¢cdes para
gue a concentracdo das micotoxinas seja 0 mais baixa possivel e dentro dos valores

limite aceitaveis para cada uma delas (47).

Algumas dessas medidas preventivas passam por aplicar praticas agricolas
corretas, desinfetar os alimentos contaminados quando é possivel e controlar
eficazmente todos os alimentos suscetiveis de produzirem micotoxinas prejudiciais

para a saude humana e animal (47) .
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Em relagdo as praticas agricolas, devem ser tomadas varias medidas,
nomeadamente (47):

i. Os equipamentos que sédo utlizados na colheita ndo devem provocar
qualquer dano no alimento, ou minimizar quanto possivel os danos
provocados;

ii.  Colher todos os alimentos maduros, de modo a que os valores de atividade
da 4gua nao seja o0 adequado ao desenvolvimento do fungo;

iii.  Secar o alimento até niveis de agua adequados;

iv. Todas as sementes oleaginosas e 0s graos tém de ser limpos para que
seja possivel a remocéao de qualquer matéria indesejada;

v. Os locais de armazenamento devem estar limpos e climatizados.
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Capitulo Il — Patulina
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Capitulo Il - Patulina

1. Breve nota histérica

A patulina foi isolada por Nancy Atkinson em 1943 e foi inicialmente usada no
combate as infecbes bacterianas, devido as suas propriedades antibitticas (127-129).
Nos estudos realizados com esta micotoxina verificou-se que ela inibia a atividade de
bactérias de Gram positivo e bactérias de Gram negativo, incluindo Mycobacterium
tuberculosis (130). ApGs varios relatos dos efeitos toxicos observados nos ratos (131),
gatos, coelhos (132) e hamsters (133, 134), a sua utilizacdo como antibiético foi posta
de parte. Estudos posteriores revelaram acao genotoxica (135), embriotdxica (136) e
neurotoxica (14, 137). Em 1987, a IARC classificou a patulina como pertencente ao

grupo lll, ou seja, evidéncia inadequada de carcinogenicidade (138).

A patulina é usada como um inibidor de absorcdo de potassio em aplicacdes de
laboratério (139). Um estudo realizado por Kashif Jilani e colaboradores verificaram
gue a patulina em concentragdes fisioldgicas estimula a morte suicida programada por

eritrocitos ou eriptose (140).

Independentemente da classificagdo da IARC, a patulina apresenta outros efeitos
nefastos sobre os seres vivos, incluindo o Homem e por esse motivo, ha restricdes
relativas a concentracdo desta micotoxina nos alimentos, 0os quais, sdo mais limitantes

nos produtos destinados a alimentacéao infantil (141, 142).

2. Caraterizagcdo quimica

A patulina é uma lactona heterociclica (Figura 10) insaturada, com o nome quimico

de 4-hidroxi-4H-furo[3,2-c]piran-2(6H)-ona, com a formula molecular C_.H.O, e peso

molecular 154,15 g/mol (138, 143).

Y
O

O —

OH
Figura 10 - Estrutura quimica da patulina (138).
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A patulina € um solido cristalino incolor, com ponto de fusdo de 110 °C,

absorvancia maxima em 276 nm e com uma absortividade molar (¢) em etanol de

14600 Lmol“cm™. Esta micotoxina ¢ estavel a pH &cido, no intervalo entre 3,5 e 5,5, e
€ termorresistente (144, 145). A patulina é instavel em solu¢des com sulfitos, grupos
tiol e/ou acido ascorbico e perde a sua atividade biol6gica em solucdes alcalinas (144,
146). A patulina é soluvel em &gua, etanol, acetato de etilo, cloroférmio e acetona e €
insolavel em éter de petréleo e benzeno (143, 146).

3. Biossintese da patulina

A patulina é uma micotoxina produzida por mais de 60 espécies de fungos. A sua
biossintese tem sido muito estudada (13) indicando que ela é um metabolito
secundario que deriva de um poliacetato. O processo de sintese realiza-se através de

reacOes de condensacéo e redox, muitas das quais catalisadas por enzimas (13).

Os fungos produtores de patulina utilizam a frutose, glicose, sacarose e acido
malico presente nos frutos como fontes de carbono para produzir acetilcoenzima A
(Acetil-CoA) e o malonil coenzima A (malonil-CoA). A partir destes compostos e
através de reacfes de oxidacdo-reducdo forma-se a patulina, como ilustrado na Figura
11 (147, 148).

6-metil-salicilico sintetase

Acetil-CoA (6-MSA sintetase) N CH
+ ) ¥ “CooH
3 malonil-CoA PatK OH
Acido 6-metil-salicilico (6-MAS)
Alcool 6-MAS
o o  desidrogenasem- descarboxilase
— " ; it . hidroxibenzilico CYP619C3 -
o =t o m}:gs{ol 2 = .
Aci s m -hidroxibenzaldeido { 3 J -cre:
- 1.&('1(.‘10m 5 _ Alcoolm- hidroxilase m-cresol
hidroxibenzéico hidroxibenzilico
CYP619C2 CYP619C2
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OH ©O OH O OH OH OH
A_-CH,
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7 22"
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OH NADP-dependente o W o CHOH CH,OH °" “on
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PatN

Figura 11 - Diagrama da biossintese da patulina.
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Inicialmente o Acetil-CoA juntamente com 3 unidades de malonil-CoA, condensam
e formam o &cido 6-metil-salicilico (6-MSA), reacdo esta catalisada pela enzima &cido
6-metil-salicilico sintetase (6-MSA sintetase) (13). Varios estudos tém demonstrado
que a inativagao da enzima 6-MSA sintetase € considerada o primeiro passo limitante
da producéo de patulina (149).

Seguidamente o 6-MSA é convertido em m-cresol, através da acdo do 6-MSA
descarboxilase. O m-cresol, é convertido em alcool m-hidroxibenzilico, pela acdo do

m-cresol 2-hidoxilase (13).

O élcool m-hidroxibenzilico € convertido em gentilsaldeido por dois mecanismos
independentes e ambos aceites, cujas propostas para 0 composto intermediario sdo o
alcool gentisilico ou o m-hidroxibenzaldeido. Varios estudos revelam que o m-
hidroxibenzaldeido é o intermediario mais provavel, embora também existam estudos
gue defendem que ambos os compostos sdo possiveis de serem intermediarios (150).
No entanto, também ha estudos que revelam que a conversdo do m-
hidroxibenzaldeido em gentilsaldeido n&o ocorre, sendo o m-hidroxibenzaldeido
convertido em acido m-hidroxibenzéico. Nesta reacdo o alcool hidroxibenzilico é
convertido em m-hidroxibenzaldeido através do &lcool desidrogenase m-
hidroxibenzilico. Para que esta enzima tenha atividade, bem como a m-cresol 2-
hidroxilase, necessitam de ter presente oxigénio e a fosfato de dinucleotideo de
adenina (NADPH) (151).

Depois da formacdo do gentisaldeido, este é convertido em isoepoxido que por
sua vez é convertido em filostina através da atividade de NADP-dependente
isoepoxido dehidrogenase. A filostina formada converte-se em neopatulina e esta por
sua vez, com a reducdo do NADPH, transforma-se em (E)-ascladiol. Este ultimo é

oxidado e transforma-se em patulina (13).

4. Ocorréncia de patulina nos géneros alimenticios

A patulina é uma micotoxina presente numa grande variedade de alimentos. E
sobretudo nos frutos de pomar, como as macgds e peras, € nos seus produtos
derivados, que a patulina existe em maiores concentracdes (152). No entanto, ela
pode estar presente noutros frutos, como por exemplo, figos (153), péssegos (154),
bananas (155), abacaxis (156), uvas (156)), legumes (155), cereais (cevada, trigo,
milho) (68), queijos (157), peixe (158) e respetivos produtos derivados (154, 156, 159).
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A Tabela 2 apresenta os teores de patulina encontrados em varios produtos

alimentares de varios paises.

Tabela 2 - Teores de patulina (PAT) presente em diferentes produtos alimentares.

Produto Alimentar PAT (ug/kg) Pais Ref?
Maca 150 - 267 Brasil (154)
Pera 134 - 245
Péssego 92-174
Compota de macga 27 Argentina (160)
Puré de maca 123
Compota de pera 25
Uvas sem grainhas 921,1 Paquistédo (156)
Macéa Golden 196,5
Ananas 254,1
Peras 232,1
Tomate 410,2
Sumo de maca 20,4
Smoothie (tomate + horteld + cenouras) 50,7
Smoothie (beterraba + tomate + macas) 45,5
Smoothie (laranjas + cenouras + horteld) 110,4
Figos secos 276,9 China (161)
Sumo de fruta (sumos de mac, laranja, 16,8

manga, liméo, e mirtilo)
Compotas (compotas de maca, amora, 11,0

morango e abacaxi)

Figos 39,3-151,6 Turquia (153)
Alimentos a base de cereais 4,50 Portugal (68)
Sumo de macgéa 1,2-42 Portugal

Queijo 15 - 460 Italia (157)

A patulina é um metabolito secundario téxico produzido por varias espécies de
fungos dos géneros Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys (162). Nas frutas
apodrecidas h& crescimento dos fungos, os quais, podem ter ou ndo as condi¢des
favoraveis a producdo de patulina. No entanto, esta micotoxina também pode estar
presente nos frutos sem apodrecimento visivel (130). Os niveis elevados de patulina
nas frutas em decomposicdo encontram-se principalmente no tecido infetado, apesar

de também poder estar presente no tecido adjacente. A remoc¢éo do tecido apodrecido
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reduz significativamente a contaminacdo por patulina no produto processado (143,
152). Por isso, os sumos de macad que apresentam concentracdes significativas de
patulina indicam que no processo de fabrico foram utilizadas magas apodrecidas (152)

A patulina é produzida por mais de 60 espécies fungicas e cerca de 30 géneros, de
entre 0os quais se destacam Penicillium expansum, P. griseofulvum, P. crustosum, P.
roqueforti, P. claviforme, Paecilomyces spp., Saccharomyces vesicarium, Alternaria
alternata, Byssochlamys nivea, B. fulva, Aspergillus giganteus, A. terreus, e A. clavatus
(163).

z

Penicillium expansum é um fungo filamentoso, sendo considerado o principal
produtor de patulina na fruta e nos seus produtos derivados. O substrato principal para

0 desenvolvimento deste fungo sdo as macas e produtos derivados destas (164).

Penicillium expansum é um fungo que se desenvolve em alimentos cuja atividade

de agua (a,) varia entre 0,85 a 0,99 e tolera um meio até 80% de sacarose (165, 166).

Uma peca de fruta infetada com este fungo apresenta na sua parte externa bolor de
cor azul, o tecido infetado tem uma coloracdo castanha, o fruto fica mole e liberta agua
(163). Este apodrecimento ocorre sobretudo durante o armazenamento do fruto (164).
A Figura 12 ilustra o aspeto de uma maca Royal Gala podre e infetada por Penicillium

expansum.

Figura 12 - Maca Royal Gala podre e infetada com Penicillium expansum (167).

26



Capitulo Il - Patulina

A producéo de patulina nos frutos em consequéncia do desenvolvimento de fungos
produtores dessa micotoxina € influenciada em grande parte por fatores ambientais e
enddgenos tipicos do substrato. Os fatores que mais influenciam essa producado séo a
atividade da &gua, a temperatura, a atmosfera (percentagem de oxigénio (O.) e
percentagem de diéxido de carbono (CO3)) e 0 pH (164).

Estudos realizados verificaram que a patulina € eliminada no processo de
fermentacdo dos vinhos, enquanto no processo de producdo dos sumos de frutas a

sua concentragao diminui por volta de 10% (168-170).

Os frutos que sdo mais suscetiveis de desenvolver fungos que irdo produzir
patulina sdo os frutos que se encontram caidos no solo, as macads que estdo
deterioradas devido ao ataque por insetos ou aves, ou macas que se encontram com

danos fisicos devido a fase de embalamento ou manuseamento (28).

5. Toxicidade

Até a data foram realizadas varias experiéncias para saber quais os alimentos que
produzem esta micotoxina (171, 172), quais sédo as condi¢cdes necessarias para o seu
desenvolvimento (173-176), qual a concentracdo de patulina nos varios alimentos (67,
177, 178), e quais as concentracdes que sdo prejudiciais para a saude humana (179).

Paralelamente, tém sido realizados varios estudos sobre a sua toxicidade.

A maioria dos estudos realizados para avaliar a toxicidade da patulina sao
realizados em animais e, consequentemente, tém algumas limitagdes resultantes da
extrapolacdo dos resultados obtidos nos animais para o potencial efeito no Homem.
Na literatura estdo documentados varios efeitos secundarios na salde humana e
animal associados a exposicdo a patulina. Os 6rgédos alvo nos quais a patulina tem

efeito téxico no ser humano estao presentes na Figura 13.
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Figura 13 - Toxicidade da patulina nos seres humanos.

Nos estudos realizados em animais verificou-se que a patulina tem efeitos téxicos
ao nivel imunolégico (180), neuroldgico (181) e gastrointestinal (133), mas também
pode causar danos ao nivel do ADN (20, 182). Como ja referido anteriormente, 0s
estudos realizados em animais ndo evidenciam que a patulina tenha acao
carcinogénica, e por isso, a IARC classificou esta micotoxina no Grupo lll, ou seja,
classificada como ndo carcinogénica para o ser humano (138). Os estudos de
toxicidade aguda com animais apresentaram varios efeitos, nomeadamente, edema
pulmonar (32), processos hemorragicos, danos no figado e nos rins, e também edema
cerebral (137, 143).

Nos seres humanos h& registo de hiperemia, congestao e lesdes hemorragicas,
nomeadamente ao nivel do trato gastrointestinal (183, 184), hepatico (185) e renal
(143, 186).

Em 2004, os estudos in vitro realizados por Schumacher e colaboradores,
verificaram que a patulina € uma micotoxina mutagénica para as células mamarias, e
também apresentava atividade genotoxica (187). Em outro estudo realizado por Biing-
Hui Liu e colaboradores verificou-se que a patulina também pode causar a morte
celular (188).

Em 2003, Rychlik, realizou um estudo em humanos para avaliar a degradacéo da
patulina no sangue. Neste estudo, os voluntarios consumiram sumo de mag¢é com uma

concentracdo de patulina inferior a 50 pg/L (limite maximo permitido). A concentragédo
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de patulina no sangue era inferior a 2% da quantidade de patulina consumida. Com
este estudo, Rychlik verificou que esta micotoxina é degradada antes de atingir outros
tecidos. Neste estudo pode-se comprovar que a toxicidade da patulina é local e ndo
sistémica (189).

Em 1990, o Comité Misto FAO/OMS de peritos em matéria de aditivos alimentares
(CMPAA), Joint FAO/WHO Expert Committee on Foods Additives (JECFA) avaliou a
patulina e no ano 1995 foi novamente reavaliada. Nesta Gltima avaliagdo verificaram
gue a maior parte da patulina ingerida por ratos é eliminada durante 48 horas e que
cerca de 98% da patulina é eliminada durante os 7 dias ap6s a ingestao. Num estudo
sobre os efeitos da patulina na reproducdo, na toxicidade a longo prazo e na
carcinogenicidade conclui-se que 43 pg/kg peso corporal por dia foi considerada uma
concentracao que provoca toxicidade. Com base neste estudo e extrapolando a dose
obtida em ratos para humanos, multiplicando o valor obtido pelo fator de seguranga
100, a CMPAA estabeleceu assim uma dose didria admissivel maxima provisoria
(PMTDI) de 0,4 pug/kg de peso corporal por dia (21, 190).

6. Controlo da contaminacao por patulina

A concentracdo de patulina nos alimentos tem de ser controlada e para isso devem
tomar-se medidas preventivas capazes de minimizar ou mesmo impossibilitar a
producdo desta micotoxina nos alimentos. Em primeiro lugar, é imperativo controlar o
desenvolvimento dos fungos que produzem patulina nos alimentos e haver um maior
controlo do desenvolvimento de fungos apés a colheita dos frutos e nos produtos

preparados a base destes alimentos.

Para evitar a contaminacado da fruta com fungos e o seu posterior desenvolvimento
existem varios métodos, tais como, a aplicagdo de fungicidas (191), agentes de
biocontrolo, uso de resisténcia induzida (192), boas praticas de colheita, irradiacéo

(193), agua quente, resfriamento, entre outros (190).

Num estudo realizado por Janotova L. e colaboradores (2011) verificou-se que 0s
niveis de patulina na fruta fresca sdo superiores em relagdo aos purés obtidos dessa
fruta. Isto porque todas as etapas do processamento dos purés de maga contribuiram

para a reducgéo da patulina (194).
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Nos sumos de maca é necessario implementar medidas eficazes que reduzam o
nivel de patulina. Essas medidas devem ser implementadas desde a colheita das
macgds que vao ser utilizadas no processo de fabrico nesses sumos, até ao
processamento do mesmo. Como exemplo dessas medidas temos a ndo utilizacdo de

frutas presentes em atmosfera controlada ou a néo utilizacdo de frutas que

apresentem um apodrecimento visivel superior a 10 cm’ (195). Uma outra medida para
reduzir a contaminagdo por patulina € remover o tecido apodrecido da fruta, pois €
nesta parte que estd presente uma elevada concentragdo desta micotoxina. Esta
medida é considerada eficaz, mas num processo industrial torna-se economicamente

pouco viavel porque é muito dispendioso (152, 196).

No processamento dos sumos de macd, a clarificacdo é uma etapa desse
processo que reduz significativamente os niveis de patulina nesses produtos, e este
facto foi comprovado no estudo realizado por Bissessur e colaboradores em 2001.
Mas existem outros métodos que séo eficazes na reducéo desta micotoxina, tais como
a centrifugagdo, refinacdo, tratamento enzimético e filtragdo, com eficiéncias de

remocao da patulina de 89%, 77%, 73% e 70%, respetivamente (197).

A patulina também reage com o dioxido de enxofre (SO,). Deste modo, pode ser

utilizado um antioxidante ou um agente microbiano que seja constituido por diéxido de
enxofre para que a patulina seja destruida. Outros métodos nos quais é possivel
reduzir as concentracdes de patulina é através da fortificacdo com &cido ascorbico, a

adicao de tiamina, piridoxina e pantotenato de calcio (130).

Outros métodos utilizados para prevenir a contaminacdo por patulina nas macas
incluem um rigoroso controlo da humidade, a implementacdo de boas préticas de
fabrico, garantir a boa qualidade da fruta e aderir aos Principios da Analise dos Pontos
Criticos de Controlo (HACCP) (13, 198).

Antes da produgdo dos sumos ou purés de fruta, a prevencdo da contaminagéo
com micotoxinas faz-se através da selecdo de frutas de qualidade e na utilizagédo de
instalacbes com boas condicdes de saneamento. Regra geral, a fruta de melhor
gualidade é vendida ao consumidor (fruta de mesa), enquanto a fruta de qualidade
inferior é utilizada na industria alimentar para a producdo de derivados (sumos,
compotas, geleias, entre outros). Esta fruta pode apresentar danos fisicos o que

facilita a entrada de fungos que podem vir a produzir patulina (13).

Uma outra etapa igualmente importante no controlo da contaminagdo com fungos

e posterior desenvolvimento de micotoxinas € a fase de lavagem. Acar J. e
colaboradores em 1998 concluiram que nos sumos de macd a concentracdo de
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patulina diminuia na lavagem com agua a alta pressao (199). Jackson LS e
colaboradores (2003) determinaram como o tratamento de lavagem afeta os niveis de
patulina na sidra de macd, e concluiram que a lavagem das macas colhidas
diretamente do solo diminuiu a concentragéo de patulina entre 10 a 100% na sidra de
macéa (200). Mas existe uma contra indicacdo pois a fase de lavagem pode ser
considerada uma fase em que é possivel o desenvolvimento de fungos (13).

Na fase de armazenamento das macas também é importante haver um controlo do
desenvolvimento de fungos. Foi realizado um estudo por Sitton J. e colaboradores
(1992) em que as magéds foram armazenadas numa atmosfera controlada durante
algum tempo e verificou-se que o crescimento dos fungos era lento (201). Mas nem
todos os produtores de macds podem usufruir deste tipo de armazenamento. O
processo usual de armazenamento € em plataforma, o qual € mais propenso ao
desenvolvimento de fungos e, consequentemente, a producdo de patulina. Existem
outras alternativas para o armazenamento das frutas tais como a utilizacdo de
embalagens, como o polietileno (PE), em que este tipo de material inibe o crescimento
de fungos e, consequentemente, a ndo producdo de patulina nas macéas (202). Ha
também evidéncias de que se as macdas estdo armazenadas por periodos de tempo

maiores, conduz a uma maior producao de patulina (13).

Um outro tratamento para a diminuicdo dos fungos produtores de patulina era a
utilizacdo de inseticidas organofosforados nas macas, mas este tratamento foi

abandonado por falta de seguranca, quer na aplicacdo quer no produto final (13, 203).

Um estudo cujo objetivo era diminuir o apodrecimento das macas depois da sua
colheita recorreu a utilizacdo de trés tratamentos em simultdneo e comparou 0s
resultados com os obtidos com cada tratamento isoladamente. Os tratamentos
utilizados foram o tratamento térmico, adicdo de cloreto de calcio 2% e controlo
biolégico com a utilizacdo de uma bactéria de agdo antagdnica, Pseudomonas
syringae. As macas utilizadas neste estudo foram inoculadas com o fungo P.
expansum, armazenadas a 38 °C durante 4 dias, com posterior armazenamento a 1°C
durante 6 meses. As macgds ndo apresentaram qualquer podriddo visivel.
Seguidamente estas macas foram sujeitas a mais dois tratamentos, uma infuséo de
cloreto de célcio a 2% por cada dia e a bactéria de agcdo antagonica. Em cada
tratamento anteriormente referido observou-se uma diminuicdo de 25% no
apodrecimento das macas. A juncdo destes dois tratamentos com o tratamento
térmico reduziu o apodrecimento nas macas em 91%, e sem o tratamento térmico
houve uma reducéo de 89% (13, 204).
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7. Legislacao aplicavel

Devido a toxicidade da patulina € necessario estabelecer limites maximos que
possam estar presentes nos produtos alimentares, bem como as doses diarias
admissiveis, as quais ndo provoquem efeitos adversos na saude humana. A JECFA
(Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) estabeleceu como dose diaria
admissivel maxima proviséria de patulina (PMTDI) o valor de 0,4 ug/kg de peso
corporal (21).

De acordo com o Regulamento n° 1881/2006 os teores maximos estabelecidos
para a patulina variam com o tipo de produto alimentar, tal como ilustrado na Tabela 3
(142).

Tabela 3 - Teores maximos de patulina em determinados produtos alimentares.

Teor maximo de
Produto alimentar ]
patulina (ug/kg)

Sumos de frutos, sumos de frutos concentrados reconstituidos e néctares
de frutos 50

Bebidas espirituosas, sidra e outras bebidas fermentadas derivadas de

macas ou gue contenham sumo de maca 50

Produtos sélidos & base de macgd, incluindo compota e puré de maca,

destinados ao consumo direto, com excecdo dos géneros alimenticios

25
referidos nos pontos abaixo
Sumo de maca e produtos soélidos a base de mac4, incluindo compota e
puré de maca, destinados a ser consumidos por lactentes e criangas 10.0
jovens e rotulados e vendidos enquanto tal '
Alimentos para bebés, com excecdo de alimentos & base de cerais 10.0

transformados destinados a lactentes e criangas jovens
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8. Métodos analiticos: analise de patulina

As micotoxinas atualmente conhecidas tém propriedades quimicas muito diversas
e estdo presentes num amplo intervalo de concentracdes e numa grande pandplia de
produtos agricolas, alimentos e amostras biolégicas, os quais sdo suscetiveis ao
desenvolvimento de fungos produtores de micotoxinas. Por isso, é necessario
desenvolver métodos que sejam especificos para a analise de cada micotoxina,
através da selecdo, otimizacdo e validacdo das condicdes de extracdo, limpeza,

separacao e detecao de micotoxinas (28).

Existem vérias condi¢des que interferem na analise de patulina nos produtos
alimentares, nomeadamente boa homogeneizacdo da amostra para que todos os
componentes da amostra estejam uniformemente distribuidos, baixa concentracéo de
micotoxina no produto alimentar, instabilidade da patulina a pH elevado, entre outros,

exigindo uma maior atencdo no pré-tratamento da amostra (130).

Para a quantificacdo da patulina num produto alimentar € necessario proceder ao
pré-tratamento da amostra, o qual consiste na extracdo/concentracdo da patulina e na
limpeza/purificacdo do extrato obtido para posterior andlise (1). Estas etapas

melhoram a seletividade e sensibilidade dos métodos de quantificacao (28).

Na fase de extracdo da patulina presentes nas amostras alimentares é necessario

serem utilizados alguns solventes. Na fase de purificacio o objetivo é eliminar

impurezas e concentrar a patulina (130).

Na fase de extracdo o solvente mais utilizado € o acetato de etilo (205, 206) e ha
estudos em que se utiliza a mistura de acetato de etilo e hexano (130, 207). Na fase
de purificagdo, os métodos tradicionais mais utilizados sdo a extracéo liquido-liquido
(208) e a extracdo em fase solida (SPE) (1, 66). Na extracdo em fase solida, para a
purificacdo dos extratos resultantes da fase de extragdo, utilizam-se cartuchos de
silica (209). Outros dos métodos utilizados sdo o método de dialise difasica (210) e os
métodos com cartuchos convencionais de fase reversa para absorver/adsorver a
toxina (130, 211).

Apoés o tratamento da amostra, passa-se a fase de detecdo e quantificacdo da
patulina, tendo sido propostos varios métodos para a sua andlise. Ao longo dos anos
tém-se desenvolvido métodos analiticos mais rapidos, mais especificos e com limites

de detecdo mais baixos (13). O primeiro método para a quantificagdo da patulina foi a
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cromatografia em camada fina (TLC) (212), mas atualmente o método mais utilizado é
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (1, 130, 213). Métodos como a
eletroforese capilar também tém sido alvo de investigacdo (206). Mais recentemente
tém sido propostos novos métodos, nomeadamente métodos de biologia molecular
como o método envolvendo a reacdo em cadeia da polimerase ou PCR (Polymerase
Chain Reaction) (214).

Quimicamente, a patulina € uma molécula polar, de baixo peso molecular e
apresenta forte absorcdo da luz ultravioleta (UV). Por isso o método mais utilizado na
sua andlise é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com fase reversa

acoplada ao detetor ultravioleta (130).

Neste método a quantificacdo da patulina nas amostras de maca foi feito pelo
método do padrao externo. No método de HPLC para a analise de patulina foi utilizada
uma fase movel que contém uma elevada percentagem de agua. As fases moveis
mais utilizadas apresentam, na sua constituicdo agua e acetonitrilo em diferentes

proporc¢des (130).

Também é preciso ter em conta que, nas analises de macés e dos seus produtos
derivados ha um composto que interfere na determinacéo e quantificacdo de patulina
nessas amostras. Esse composto quimico é designado por 5-Hidroximetilfurfural
(HMF) e esta presente em niveis duas ou trés vezes superiores aos que se encontram
de patulina, e é eluido antes desta (13, 130). O HMF resulta da desidratacdo de ceto-
pentoses que podem estar a pH baixo ou a elevadas temperaturas que surgem

durante as fases de processamento e armazenamento de alimentos (130).
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Capitulo Il - Macas: frutos e sumos
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Capitulo Il - Macéas e os seus sumos derivados

1. Apresentacéao do fruto

As macas sao muito importantes para a economia agricola, pois é considerado o
fruto mais produzido e consumido no mundo (215).

A maca é o fruto pomaceo da macieira, arvore pertence a familia Rosaceae. A
macieira teve origem na Asia Central e, ao longo dos anos, a sua producio
disseminou-se pelo mundo. Hoje em dia existe uma maior producdo na China e nos
Estados Unidos da América (215).

Este fruto é produzido ha milhares de anos e conquistou a preferéncia dos
consumidores pelas suas propriedades organoléticas (216). E uma fruta saborosa e

nutritiva, de coloragéo avermelhada ou verde, dependendo da variedade (217).

Atualmente sdo conhecidas mais de 7500 espécies e variedades de magas (217).
E um fruto que se desenvolve em climas temperados e subtropicais; em areas
tropicais a macieira nao floresce pois, independentemente do tipo de maca cultivada,
precisa de um ambiente frio durante algumas horas (215, 217). As macas sdo das
espécies de fruta com maior estabilidade e por isso apresentam um maior periodo de
conservacdo, sem que haja apodrecimento e sem perdas significativas do seu valor
nutritivo (217). A maca é um fruto que se conserva durante muito tempo em camaras
de frio (218).

As macas sao agrupadas em diferentes variedades consoante o seu tamanho,
forma, aparéncia, e consisténcia da polpa e da casca, as quais também lhe conferem
diferentes utilizacbes (maca de mesa, geleia, compota, entre outras). Regra geral, as
macas sdo agrupadas em trés tipos: magas frescas para consumo (fruta de mesa),
macas utilizadas na industria agroalimentar (por exemplo, para a produc¢éo de sumos,
purés de fruta, papas para a alimentagéo infantil), ou macéas para a producgéo de sidra

ou vinagre. A mesma variedade de macéas pode ser utilizada para diferentes fins (163).

2. Producao e consumo de macas

De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica (INE), a macd € um dos
principais frutos frescos produzidos em Portugal. No ano 2017 foram produzidas 329
371 toneladas de macas, representando a maior producdo de maca até a data (219).
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Em 2015, a producdo de macd em Portugal também apresentou um dos valores
mais altos dos ultimos 5 anos, representado por 326 mil toneladas. Este aumento da
producdo de macéd deveu-se a uma floracdo abundante e a um vingamento regular.
Esta producéo foi pontualmente excessiva no interior Norte e deveu-se a um programa

adequado de regas para compensar a falta de precipitacdo (ano de seca) (220).

De acordo com o site da Base Estatistica Corporativa da Organizacao das Nacdes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo, Food and Agriculture Organization Corporate
Statistical Database (FAOSTAT), em 2016 foram produzidas em Portugal 241 611
toneladas de magas, valor inferior ao do ano anterior. Na Europa, no ano 2016, foram
produzidas 12 591 008 toneladas de macas (12 ton/ha) (221). Em Portugal, no ano
2013, foram produzidas 287 000 toneladas de macgés e produtos derivados. Enquanto
na Europa o valor foi de 11 889 000 toneladas (222).

As Figura 14 e Figura 15 apresentam o perfil de producdo de macéds em Portugal e

na Europa, respetivamente (223).
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Figura 14 - Producéo de macéas desde 1961 a 2016 em Portugal (FAOSTAT).
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Na Figura 16 estdo presentes os valores de producédo de macas desde o ano 2013
até ao ano 2017. A sua producéo é realizada principalmente em regime de regadio e a
sua apanha decorre em agosto e setembro. Apesar da falta de precipitacdo no ano
2017, esta ndo afetou o desenvolvimento da macd, apresentando uma coloracdo
normal e um bom calibre. As macas que foram danificadas pelas quedas de granizo

em julho e agosto foram aproveitadas para a industria alimentar (219).
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Figura 16 - Producéo de macas desde 2013 até 2017 em Portugal (INE).
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Em Portugal, de abril de 2016 até mar¢co de 2017, o consumo humano de maca
per capita foi de 26,3 kg/habitante (224).

3. Ciclo produtivo da maca

Desde a producdo até ao consumidor final, a macd passa por varias fases de
producao, de forma a garantir um produto de qualidade.

A campanha da maga decorre de meados de julho de um ano e vai até meados ou
fins de julho do ano seguinte. A maca € um fruto que se conserva durante muito tempo

em camaras de frio (218).

Durante um ano todas as macieiras passam por diferentes fases, representativas
de uma determinada estacdo do ano (225). A Figura 17 apresenta o ciclo produtivo

das macas.

Polinizacéo e Formagéo e
Fertilizagdo amadurecimento

| Repouso Invernal _Floragao

| NOV o/ DEZ )/ 4 JAN V4 FEV/ MAR ABR MAI JUN JUL

Figura 17 - Ciclo produtivo das macas (225).

A primeira fase a que chamam repouso invernal, ocorre no final do outono e dura
todo o inverno. Nesta fase a macieira perde todas as folhas e as suas fungdes séo

guase anuladas (225).

A segunda fase que ocorre no inicio da primavera, tem o nome floragdo. Nesta
fase a macieira comecga a ganhar as novas folhas e também surgem os botdes florais

que vao dar lugar as flores (225).

39



Capitulo 1ll — Macas: frutos e sumos

Na fase seguinte, a meio da primavera, as macieiras estdo cheias de cachos de
flores brancas ou rosadas. Nesta fase h4 mais ataques por insetos, devido ao elevado
aroma que circula no ar e também pelo cenario florido. As abelhas sédo os insetos que
mais atacam as macieiras, e estas transportam o pélen das flores das macieiras
polinizadoras (masculinas) para as flores portadoras (femininas). Esta € uma fase

bastante importante em relacéo a quantidade de fruta que se pretende obter (225).

Na fase de formacao e amadurecimento a arvore armazena a agua e 0s nutrientes
gue sao necessarios para o desenvolvimento do fruto, o qual se encontra em
crescimento. Para que as magds se desenvolvam bem existem dois fatores muito

importantes nesta fase, a exposi¢céo solar e o clima (225).

Por ultimo, mas ndo menos importante, procede-se a fase da colheita que ocorre
no final do verdo principio do outono. Os frutos encontram-se na sua fase madura,
mas € importante fazer uma avaliacdo para saber se € mesmo o estado ideal de
maturacdo dos frutos. Esta fase pode comprometer a fase posterior de
comercializacdo das macéas (225). Posteriormente, as macas sao transportadas para

centrais fruteiras e sdo armazenadas em camaras de frio (226).

4. Variedades de macgas

Hoje em dia existem muitas variedades de macas que apresentam diferencas no
aspeto, no sabor, bem como diferencas ao nivel dos nutrientes que as constituem, da
atividade antioxidante e dos fotoquimicos. Numa dieta equilibrada deve-se ir variando
os tipos de magas, pois cada tipo apresenta um ou mais beneficios para a saude
humana (225).

Em Portugal as variedades de macas que sdo mais cultivadas sdo as Royal Gala,
Golden Delicious, Red Delicious, Starking, Jonagold e Jonagored, Reineta Parda e
Branca e Bravo Esmolfe. As macas menos cultivadas sdo a Riscadinha de Palmela,
Casa Nova, Granny Smith e a Pink Lady (218).

As Tabelas 4 e 5 apresentam as caracteristicas das variedades de magéd mais

cultivadas em Portugal e as que sdo menos cultivadas, respetivamente (225, 227).
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5. Qualidade das macgéas

A FAOSTAT define em varias normas a qualidade das macas (228). E de extrema
importancia o controlo rigoroso da qualidade das macas fornecidas ao consumidor
apos a sua preparacdo e embalamento (228). As macas sdo transportadas para
centrais de fruta onde sdo separadas por lotes e rotuladas. S&o conservadas em
camaras de atmosfera normal e/ou controlada e, para cada variedade, sdo definidos a
temperatura/humidade e o tempo de conservacao. Antes do embalamento das macas

dos varios lotes, estas sdo lavadas e separadas pelo seu calibre (229).

5.1 Requisitos minimos da qualidade das macas

A FAOSTAT apresenta uma série de requisitos minimos de qualidade para as

varias variedades de maga:

— Inteiro, pode ndo apresentar caule, mas a fenda tem de estar limpa e a pele
adjacente tem de estar sem danos;

— Saudavel, o produto que apresenta apodrecimento € excluido pois nédo é
préprio para consumo;

— Firme;

— Limpo, que nao esteja presente qualquer tipo de matéria estranha;

— Livre de pragas e de tecido afetado por estes;

— Auséncia de humidade externa fora do normal, a excecao da condensacao
gue ocorre apds remogao do armazenamento a frio;

— Auséncia de odor e/ou sabor estranhos;

— Sem danos provocados por baixas e/ou altas temperaturas;

— Sem sinais de desidratagéo.

Durante 0 manuseamento e transporte das macds devem ser mantidos o0s

requisitos de qualidade, de forma a chegarem inalteradas ao destino (228).
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5.2 Importancia da maturacdo das macas

Durante o desenvolvimento das macds, mais concretamente no periodo de
amadurecimento, existem algumas caracteristicas que tém de ser verificadas, tais

como, os aspetos morfoldgicos, a firmeza e o indice refratométrico (228).

A qualidade dos frutos é modificada durante a fase de maturacdo, e estas
alteracGes fazem aumentar o tamanho e a massa do fruto, a respiracéo, o etileno, os
sélidos soluveis e a cor, enquanto ha uma diminuicdo da acidez, firmeza e do teor de
clorofila. Na fase de maturacao também ha um controlo da cor das macgas, que é um
fator apelativo para o consumidor. O desenvolvimento da cor € mais acentuado duas
semanas antes da colheita e uma semana depois da colheita. A rigidez também &
outro fator importante para a qualidade das macds, em termos do aspeto que
apresenta, pelo que é essencial encontrar formas de armazenamento que diminuem o

amolecimento dos tecidos da macga (217).

As macdas tém a particularidade de ter um maior tempo de conservacéo e, deste
modo, elas sdo comercializadas fora da época de colheita, uma vez que existem
macas do ano anterior que foram conservadas em camaras de frio. Existem alguns
parametros que definem a qualidade da maca durante o tempo que esta a ser
conservada, nomeadamente, o estado de maturacao, a temperatura a qual o fruto esta

armazenado, a utilizacdo e 0 momento em que se utiliza a atmosfera controlada (217).

Uma forma de manter ou reduzir as alteracdes das carateristicas qualitativas da
maca, aumentando assim o seu tempo de conservacao, é a refrigeracdo em atmosfera
controlada (217).

5.3 Classificacao das macas

As macas séo classificadas em trés grupos, de acordo com os defeitos que séo

permitidos nos frutos (228):

— Classe Extra: magas com qualidade superior. Tecido saudavel. Auséncia de
defeitos, com excecdo de defeitos muito leves na superficie mas que nao
afetam a aparéncia do fruto, a qualidade, a qualidade de conservagéo e a

apresentacdo na embalagem.
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— Classe |: magds com boa qualidade. Tecido saudavel. Podem apresentar

defeitos ligeiros mas que n&o afetam a aparéncia do fruto, a qualidade, a

qualidade de conservacéo e a apresentacdo na embalagem. Esses defeitos

ligeiros podem ser na forma, no desenvolvimento, na cor, pele leve, entre

outros.

— Classe II: macas que ndo sdo incluidas nos grupos anteriores, mas que

cumprem os requisitos minimos de qualidade anteriormente referidos. Tém

de manter as carateristicas essenciais de qualidade, conservacdo e

apresentagdo, mas podem apresentar defeitos

desenvolvimento, na cor, na pele, entre outros.

na forma e

O maximo de defeitos permitidos nas macas esta presente na Tabela 6 (228).

Tabela 6 - Maximo de defeitos permitidos nas macas

Defeitos permitidos Classe Extra Classe |

Classe Il

20 % da area de

superficie

3 % da area

Carepa na parte exterior Liso de superficie

. . 1 % da area 5 9% da area de
Cavidade do calice/haste sélido liso

de superficie superficie

Acumulagdo para ambos os tipos de carepa 3 % da area 20 % da area de

nao devem ultrapassar 0os seguintes valores de superficie superficie
Manchas e contusdes acumuladas: 0,50 cm’ 1,0 cm’
— Contusdes com ligeira descoloragéo
P . 5

Cicatrizes provocadas pela sarna (Venturia 0,25 cm
inaequalis)
—OQutros defeitos/ manchas, incluindo marcas 1.0 cm?
de granizo curadas
Fissuras na haste ou calice (curadas ou

0,5cm
bem-curadas)
Comprimento maximo de defeitos de forma 5
cm

alongada

50 % da area de

superficie

33 % da area de

superficie

50 % da area de

superficie

1,5 cm2

1,0 cm2

2,5 cm2

1cm

4 cm
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6. Composicdo quimica

A macd € um fruto benéfico para a salde humana quer na prevencao quer no
tratamento de doencas devido a diversidade dos seus nutrientes, tais como, vitamina
C, beta-caroteno, célcio, potassio, magnésio, ferro, zinco, acidos folico, mélico e

tartarico, pectinas, fibras, acidos fendlicos e flavenois (215).

Este fruto tem um sabor agradavel por ser uma fruta doce devido ao teor elevado
de acUcares na sua constituicdo (230). Apresenta um sabor ligeiramente acido por
apresentar valores de pH entre 3 e 4 (231).

De acordo com o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) 90 %
da maca é edivel; por cada 100 g dessa porcao edivel a maca possui 64 kcal, o que
corresponde a 269 kJ. A maca é essencialmente constituida por agua e apresenta
uma elevada percentagem de carbono. A composicdo e a distribuicdo energética da
maca fresca com casca estdo presentes nas Figura 18 e Figura 19, respetivamente
(232).

" 1% = 0%
. %13%

= 1%
= 2%
= 0%

“ 83% . 0%

= Alcool « Hidratos de carbono = | ipidos
« Fibra alimentar = Acidos Organicos = Proteina
« Agua = Outros

Figura 18 - Composi¢&o nutricional da magé com casca.
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= 0%

= Alcool

« Fibra alimentar

Entre cada variedade de macd os valores da composicao

= Hidratos de carbono

= Acidos Organicos

= Lipidos

= Proteina

Figura 19 - Distribuicéo energética da magé com casca.

nutricional

sao

diferentes. A Tabela 7 apresenta algumas variedades de macds e 0s respetivos

valores da composicao nutricional (230, 233).

Tabela 7 - Composicao nutricional das diferentes variedades de macas.

] ] Hidratos
Energia . Fibra
] Agua ] de Proteina  Gordura
Variedade de Macgas (kcal/100 alimentar
(g/100 g) carbono (g/100g) (g/100 Q)
9) (9/100 g)
(g/100 g)
Golden 49,6 86,6 1,5 12,8 0,33 0,10
Fuji 82,0 2,03 12,87 0,08
Reineta 61,2 81,7 2,4 17,5 0,47 0,10
Starking 52,2 84,3 2,0 15,1 0,33 0,10
Jonagored 54,1 82,7 2,2 16,7 0,27 0,10
Bravo Esmolfe 81,38 2,27 11,90 0,09
Casanova de
53,4 83,6 2,7 15,7 0,30 0,13
Alcobaca
Granny Smith 45,2 87,7 1,9 115 0,47 0,10
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7. Consumo de macas e beneficios para a saude

O consumo de macgd traz variadissimos beneficios para a saude humana,
nomeadamente a prevencdo do colesterol ou mantendo os valores do mesmo em
niveis que ndo sejam prejudiciais e auxiliando no emagrecimento. Isto ocorre, devido
ao facto da casca da maca apresentar concentracdes elevadas de pectina que vai
dificultar a absorcéo das gorduras, da glicose e elimina o colesterol (217).

Devido ao elevado teor em potassio, o consumo de mag¢ds também diminui a

retencdo de liquidos, permitindo eliminar o excesso de sédio (217).

Também tem efeitos benéficos ao nivel do coracado, participando na prevencéo da
arteriosclerose, ou seja, vai evitar que se deposite gordura na parede arterial,
melhorando a circulagdo sanguinea. Também estdo documentados outros efeitos
benéficos, nomeadamente prevencado de gripes, elimina toxinas do sangue, auxilia no
tratamento da prisdo de ventre, problemas digestivos, reumatismo, entre outros (217,
234-236).

8. Sumos de maca

Grande parte da producdo nacional de macas é utlizada para produzir alimentos
processados, como por exemplo, sumos, néctares, sopas e purés para alimentacao
infantil. A fruta utilizada nestes produtos é fruta madura, que pode estar contaminada

com fungos produtores de patulina (237).

O sumo de macgd é consumido mundialmente por ser nutritivo e ter sabor

agradavel. No entanto, nestes sumos é frequente encontrar patulina (238).

A patulina tem sido detetada nos sumos a base de macga, em diversos estudos de
ocorréncia realizados em varios paises, tais como Portugal (1), Brasil (239), Turquia
(240), Jap&o (241), Africa do Sul (242), Irdo (177), ltalia (5) e Bélgica (243).

A presenca de patulina nos sumos de mag¢ds € um indicativo da utilizacdo de
macas podres na produgdo do sumo. A utilizacéo de fruta de boa qualidade, isto &, a
utilizacdo de frutas ndo danificadas reduz o teor de patulina nestes produtos (5, 244).
A presenca de patulina também indica que esta micotoxina é estavel nas etapas de

producédo dos sumos de macgéas (245).
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O Codex Alimentarius recomenda que durante todas as etapas de producdo dos
sumos de macas sejam implementas as Boas Préticas Agricolas (BPA) e as Boas
Praticas de Fabrico (BPF), para que a concentracdo de patulina seja reduzida ou
mesmo eliminada (190). A FAO também recomendou a implementagdo do sistema de
Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controlo, Hazard Analysis and Critical Control
Points (HACCP) (246).

Independentemente das boas praticas de producdo ou fabrico do sumo, a
variedade da macéd utilizada e consequentemente as suas propriedades fisico-
guimicas podem favorecer ou limitar a producdo de patulina, em funcéo do tipo de

fungo que nelas se desenvolve.

Deste modo, é importante avaliar se ha ou ndo condi¢des intrinsecas a cada
variedade de mac¢éd que favorecam o desenvolvimento de determinadas espécies de
fungos e consequentemente a producdo de patulina. Esta relacdo pode ter um peso
significativo na selecdo das macas para a producdo de sumo, principalmente nos
sumos destinados a alimentagdo infantil. Na auséncia de informacao mais especifica,
a fruta destinada a producéo de sumos é pautada pela producéo de cada variedade de

maca, em cada ano.

8.1 Processo de Producéo de sumos

A Figura 20 apresenta as varias etapas do processamento de sumos de maca
(247).

Rececédo da
matéria prima

Separacgao/ @ P o
Centrifuga(;ao _ rensagem _ rituracéo

Enchimento Embalamento
Filtracédo - Pasteurizagao - Y r"u\‘: a4 ; \\
: &1

Colheita das magés Lavagem/SeIegao

Figura 20 - Processamento de sumos de maca.
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Nas etapas de pré-colheita e colheita das macas para processamento do sumo ha
gue ter em conta que o crescimento fangico nem sempre é visivel e, por isso, macas
gue ndo apresentem danos visiveis podem apresentar patulina. Assim, € de extrema
importancia aplicar nestas etapas boas praticas agricolas (245). As macgas utilizadas
neste processo que apresentem patulina, transferem esta micotoxina para o produto
final. Esta micotoxina € estavel em meio acido e nao € eliminada com temperaturas
mais elevadas durante a producdo dos sumos de macgd. No entanto, existem etapas
gue podem reduzir os teores desta micotoxina, como a lavagem, selecdo, prensagem
e filtracdo (199, 205).

A técnica de lavagem que apresenta um maior controlo nas macas infetadas por
fungos é a oxidacéo eletrolitica (OE) em suspensao aquosa, em alternativa a utilizagéo
de desinfetantes de cloro (248). Na fase de selecao, a quantidade de patulina também
pode ser reduzida por remoc¢do das macas podres ou danificadas (205). Nas etapas
de centrifugacéo e filtracdo a utilizacdo de carvao ativado reduz os niveis de patulina

no sumo de maca (249).

Alguns estudos demonstram que mesmo com concentracdes elevadas de patulina
nas fases anteriores a fase de pasteurizacdo, torna-se dificil reduzir os teores de

patulina no produto final (250, 251).

No enchimento e embalamento, o material de embalagem utilizado também pode

afetar o nivel de patulina (245).

No final de todo este processo hd a possibilidade de sobreviverem fungos que
sejam resistentes a temperatura da pasteurizacao e criarem as condi¢cdes necessarias

e produzir patulina durante o armazenamento (245).
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Capitulo IV — Parte experimental
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Capitulo IV - Parte experimental

A parte experimental deste trabalho esta divida em duas partes: Parte A) andlise
guimica das varias variedades de macés e Parte B) isolamento e identificacao fangica.

Na andlise quimica, com excecdo da determinacdo da patulina, s6 foi realizada
uma réplica de cada parametro em cada variedade de maca. Estas determinacdes
tiveram como objetivo fazer uma breve caracterizacdo quimica das varias variedades

de magca.

Parte A — Analise quimica

1. Equipamento e material

1.1 Equipamento

— Agitador vértex, modelo REAX 2000, Heidolph
— Balanca analitica, modelo AB204-S, Mettler Toledo
— Balanca de precisédo, modelo, PCB 1000-2, KERN
— Banho de 4gua, modelo 230A, Combimax
— Banho de ultrassons, Selecta
— Bomba de vacuo, modelo DOA-P730-BN, PALL Life Sciences
— Centrifuga, modelo, 2K15 Sigma
— Cromatdgrafo liquido de alta resolu¢édo (HPLC), Beckman Coulter, System Gold
126, equipado com:
— Detector UV/Vis, modelo 166
— Sistema de solventes, modelo 168
— Espectrofotémetro UV-Visivel, Hitachi U-2000
— Espectrofotometro de absorgdo atdmica com atomizacdo eletrotérmica em
forno de grafite, Perkin Elmer 4110ZL, equipado com amostrador automatico
AS-72, Perkin Elmer
— Estufa, Memmert
— Potenciémetro multiparamétrico, Crison, GPL22 equipado com:
— Elétrodo combinado de vidro para amostras liquidas, Crison
— Elétrodo combinado de vidro para amostras soélidas, semi-sélidas e

pastosas, Eutech

52



Capitulo IV — Parte experimental

— Sonda de compensacao automatica da temperatura, Crison

— Mufla, modelo MR170, Heraeus

— Sistema de obtencao de agua ultra-pura, sistema de osmose inversa, modelo
Rios 16, Millipore

— Sistema de obtencdo de agua desmineralizada (condutividade < 2 uS/cm@
20°C), desionizador de leito misto, Desmiwater

— Sistema manual de extracdo em fase sélida de 10 posi¢des, Supelco

— Sistema de evaporacdo e concentracdo de amostras, modelo TurboVap,

Biotage.

1.2 Material

N&do se encontra descrito o material de uso corrente de laboratério, apenas esta

descrito o material especifico para este estudo.

— Bureta semi-automatica 25 ml, classe AS,Hirschmann

— Cartuchos de SPE, 500 mg/3 mL, Phenomenex

— Cépsula de porcelana, 25 ou 50 mL

— Células de quartzo com percurso 6tico de 1 cm

— Filtros de celulose, para filtracdo de solventes para HPLC, 13 mm x0,45 um,
Millipore

— Filtros de seringa de PTFE, 13 mm x0,45 um, Interchim

— Micropipetas de 200 uL e 1000 L, Gilson

— Papel de filtro 15 cm, Fioroni

— Seringa 3 mL, Norm-Ject

— Sistema de filtracdo de solventes constituido por copo de vidro, funil, pinga
metalica e kitasato, Millipore

— Tubos de centrifuga, com rosca, PVC, 50 mL

— Tubos de vidro de 10 mL para o Turbovap

— Vials de cor &mbar de 2 mL com tampa de rosca, Supelco
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2. Reagentes

2.1 Gerais

— Acetato de etilo, (CH,COOC_H,), 99,0% p.a., J.T. Baker

— Acetato de sodio anidro (NaCHsCOy), 99% p.a., Carlo Erba
— Acetato de zinco (Zn(CHsC0OO0),.2H,0), 99,5-101,0% p.a., Panreac
— Acetonitrilo, (CH,CN), para HPLC, 99,9% p.a., Fisher Scientific

— Acido acético glacial 100%. (CH,COOH), 99,8% p.a.,Chem-Lab NV
— Acido cloridrico concentrado, 37% p.a., Chem-Lab NV

— Acido metafosférico (HPO3), 98% p.a., Acros Organics

— Acido perclérico (HCIO,) 70%, Suprapur, (HCIO,)

— Acido sulfarico (H,SO,) , 95-97%, Chem-Lab NV

— Agua desionizada

— Agua ultrapura

— Amoniaco 25% p.a., Merck

— Ampola Titrizol de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,01M p.a., Panreac

— Areia do mar purificada, José Manuel Gomes dos Santos JIMGS

— Bicarbonato de sodio, (NaHCO3), 99,5% p.a., Chem-Lab NV

— Comprimidos tampéao para a dureza p.a., Merck

— 2,6-Diclorofenol-indofenol (OCgH2Cl.NCsH4sONa) sal sddico, 90% p.a., Riedel-
de Haén

— Etanol absoluto, (CH3CHZOH), 98,53% p.a., Fisher Scientific

— Ferrocianeto de potassio (KsFe(CN)s. *3H20), 99% p.a., Chem-Lab NV

— Hidréxido de sédio (NaOH), p.a., 98,5%, p.a., José Manuel Gomes dos Santos

— Murexida p.a., Merck

— n-hexano, (CGHM), = 95%, para HPLC, Fisher Scientific

— Sulfato de sodio anidro, (Na,SO,), 99,0% p.a., PanReac AppliChem

— Sulfato férrico, (Fe2(S04)s), 97% p.a., Acros Organics

— Tartarato de potéassio e sodio (Na2C40¢H,+2H,0), 99,5% p.a., Chem-Lab NV

— Xileno, 99,0% p.a., PanReac AppliChem
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2.2 Padroes

— Acido ascorbico (CsHsOs), 99,7% p.a., Panreac

— Material de referéncia certificado (MRC), TMDA-70.2, lote 0916, Environmental
and Climate Change Canada, Canada.Ca

— Patulina (4- hidroxi-4H-furo (3,2-c)pirano-2(6H)-ona), 98%, Toronto Research
Chemicals

— Solucéo padrdo multielementos, ICP multi-element standard VI, Merck

3. Solucbes
Todas as solucdes preparadas foram armazenadas em material de vidro, ao abrigo

da luz e a temperatura ambiente.

3.1 Determinacdo de metais

Os metais foram analisados no Laboratdrio de Aguas do Litoral Alentejano (LALA).
A preparacdo das solucdes e respetiva analise foram da responsabilidade do
laboratorio. Neste capitulo apenas sera apresentado o equipamento, material e
reagentes utilizados pelo LALA. A preparacdo das amostras, nomeadamente
mineralizacdo e dissolucdo em &cido sulfirico 5N foi realizada no Laboratério de

Bromatologia e Qualidade da Agua.

Solucgéo de &cido sulfurico H.SO4 5N

Diluir 70 mL de acido sulfarico concentrado com agua ultrapura e perfazer 500 mL.

3.2 Determinacéo da dureza total (calcio e magnésio)

Solugéo de NaOH 1N

Pesar cerca de 40 g de NaOH. Transferir para baldo volumétrico de 100 mL,
dissolver e completar com agua desmineralizada. Guardar a solucdo num frasco de

cor ambar.
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3.3 Determinacdo dos acuUcares totais

Solucgéo acetato de zinco a 30%

Pesar 89,72 g de acetato de zinco (Zn(CHs;COO),.2H,0) para um baldo
volumétrico de 250 mL, dissolver com &gua desionizada e perfazer o volume.

Transferir o preparado para um frasco de cor ambar.

Soluc¢éo alcalino tartarica

Pesar 200 g de tartarato de potéssio e sddio (Na.C40¢H2*2H,0) dissolver numa
pequena quantidade de agua desionizada, adicionar 37 g de hidroxido de sodio,

dissolver o contetdo e completar o volume de 1000 mL.

Solucéo de ferrocianeto de potassio

Pesar 43 g de ferrocianeto de potassio (KsFe(CN)g*3H20), transferir para balédo
volumétrico de 250 mL, dissolver em agua desionizada e perfazer o volume. Colocar a

solucdo num frasco de vidro de cor ambar.

Solucédo de permanganato de potassio

Pesar 3,161 g de permanganato de potassio (KMnQ.) e diluir em agua desionizada

para um baldo volumétrico de 1000 mL.

Solucéo de sulfato férrico

Pesar 50 g de sulfato férrico (Fe2(S0.)s), dissolver em agua desionizada, adicionar
109 mL de &cido sulfarico concentrado. Apds o arrefecimento, completar o volume de
1000 mL.
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3.4 Determinacdo do teor de &cido ascorbico

3.4.1 Solucgdes gerais

Solucgao de acido metafosforico a 6% e de acido acético

Colocar num baldo volumétrico de 500 mL, 30g de acido metafosférico, 80 mL de
acido acético glacial e 200 mL de agua desmineralizada. Agitar o baldo, até dissolucéao
do preparado e perfazer o volume com agua desmineralizada. Filtrar a solucdo e

guardar no frigorifico em frasco de cor ambar.

Solucao de acido metafosforico a 3%

Adicionar a 500 mL de agua desmineralizada, 250 mL de solucdo de acido

metafosférico a 6%. Guardar a solucdo no frigorifico em frasco de cor ambar.

Solucédo de 2,6-diclorofenol-indofenol

Num baldo volumétrico de 1000 mL, dissolver 250 mg de sal sodico de 2,6-
diclorofenol-indofenol em 500 mL de &gua quente (temperatura entre 50 — 60°C)
contendo 210 mg de bicarbonato de sédio. Arrefecer a solugdo e completar o volume

com 4gua desmineralizada. Filtrar e guardar em frasco de vidro de cor &mbar.

Solucédo tampao pH 4 (acetato de sddio/ acido acético)

Adicionar 300 g de acetato de sédio anidro a 700 mL de 4gua e adicionar 1L de

acido acético glacial.

3.4.2 Solucgbes padrao

Solugcdo mée de &cido ascorbico, 1 g/L

Pesar com rigor 50 mg (£ 0,0005 g) de &cido ascorbico. Transferir para um baléo
volumétrico de 50 mL, dissolver e completar o volume com solu¢cdo de &cido
metafosforico a 3%. Como esta solugdo € instavel, deve proceder-se imediatamente a

afericdo da solucéo de 2,6-diclorofenol-indofenol.
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Diluir 10 mL da solucéo padrédo de acido ascorbico com 10 mL da solugéo de acido
metafosférico a 3%. Titular rapidamente com a solugdo de 2,6-diclorofenol-indofenol
até coloracao rosa persistente durante 5 segundos.

Repetir a titulagdo mais duas vezes, registando o volume da solucdo de 2,6-
diclorofenol-indofenol gasto de cada vez. Os trés valores obtidos ndo devem diferir

entre si mais que 0,1 mL.

Fazer um ensaio em branco, substituindo a solugcédo de acido ascorbico por igual
volume de solucdo de acido metafosférico a 3%, isto &, titular 20 mL de solucdo de

acido metafosférico a 3%.

Subtrair ao volume médio da solugdo de 2,6-diclorofenol-indofenol gasto nas trés
titulagcBes, o volume gasto no ensaio em branco e expressar a concentracdo da
solugdo de 2,6-diclorofenol-indofenol em massa, em miligramas, de acido ascorbico

equivalente a 1,0 mL da solugéo.

Solucédo padréo de 4cido ascorbico, 3 mg/L

Diluir 150 pL de solucdo méae de 4cido ascorbico (1 g/L) e diluir para 50 mL com

acido metafosforico a 3%.

3.5 Determinacéo da patulina

A preparagdo das solucdes esta de acordo com o apresentado por Barreira e
colaboradores, adaptado as condi¢fes laboratoriais (principalmente equipamento) e ao

tipo de amostra em analise, macas (1, 141).

3.5.1 Solucgbes gerais

AguaapH=4

Num litro de agua ultrapura ajustar o seu pH com acido acético (0,2%). Colocar

esta solucdo em frasco de vidro e desgaseificar no ultrassons durante 15 minutos.
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Acido acético em acetato de etilo

Juntar 3 mL de &cido acético glacial 100% a 97 mL de acetato de etilo. Misturar

muito bem a solucgéo e reservar em frasco de vidro.

Acido acético 0,2%

Num baldo de 250 mL pipetar 0,5 mL de acido acético glacial e completar com

agua ultrapura.

Solucédo de extracdo acetato de etilo-n-hexano (60+40, V/V)

Adicionar 180 mL de acetato de etilo a 120 mL de n-hexano. Misturar a solucdo e

guardar em frasco de vidro.

Solucédo de acido perclérico 60%

Para um baldo volumétrico de 100 mL adicionar 51 mL de acido perclérico 70% e
perfazer o volume com agua desionizada. Homogeneizar a solucdo e colocar num

frasco de vidro.

Fase movel para HPLC

Medir 940 mL de &gua ultrapura, juntar 60 mL de acetonitrilo e 1 mL de acido

perclérico a 60%. Filtrar a fase mével com um filtro de 0,45 pm.

3.5.2 Solucdes de calibracéao

Solugdo mée de calibracéo (200 mg/L)

Medir 5 mL de acetato de etilo e transferir para o frasco que contém a patulina.
Dissolver totalmente o contetdo. Transferir toda a solugdo para um baldo volumétrico
de 25 mL e perfazer o volume com acetato de etilo. Armazenar esta solucdo em
frascos de vidro com tampa de rosca a -20°C. Esta solu¢cdo permanece estavel
durante 6 meses. Cada vez que se utiliza esta solucdo, a sua concentracdo é aferida

de acordo com o procedimento descrito para a solucdo padréo de calibragéo.
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Solugao padréo de calibragéo, intermédia | (10 mg/L)

Evaporar 1 mL da solu¢cdo mée até a secura no rota-vapor. Dissolver o residuo
resultante em 5 mL de etanol. Transferir para um baldo de 20 mL e perfazer o volume
com o mesmo solvente. Armazenar esta solucéo a -20°C. Determinar a concentracéo
da solucéo de patulina por espectrofotometria (A= 276 nm). Colocar a solugdo numa
célula de quartzo de 1 cm e na outra célula colocar etanol como branco. Aferir a

concentracao da solucdo de patulina usando a equacgéo 1:

C = Apax X PM X % x 6 (Equacao 1)
Em que:
C — concentracgéo de patulina, mg/L.

Amax — a@bsorvancia da solucédo de patulina no comprimento de onda correspondente

ao maximo de absorvancia (276 nm).
PM - peso molecular da patulina (154,12 g/mol).

e — coeficiente de absorcdo molecular para a solucdo de patulina a 276 nm (1460

2
m /mol em etanol).
6 — percurso 6tico da célula, em cm.

Preparar duas solu¢Bes padrao de calibracdo, intermédia I. Uma das solucdes é
para o estudo da linearidade, a outra € para o estudo da homogeneidade de

variancias, precisédo e da veracidade.

Solucgéo padréo de calibracéo, intermédia Il (1 mg/L)

Diluir de 1 mL de solucdo padrdo de calibragdo intermédia | para 10 mL com
etanol. Preparar duas solugfes padrédo de calibracdo, intermédia Il. Uma das solucdes
€ para o estudo da linearidade, a outra é para o estudo da homogeneidade de

variancias, precisado e da veracidade.
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3.5.3 Solucgdes padréo para o estudo da linearidade

Proceder a preparacdo de 25 solugdes padrdo de patulina com concentracdes
entre 0,22 ug/L e 100 pg/L. Os volumes medidos para a preparagdo dessas solucdes
sdo sempre ajustados de acordo com a concentracdo de patulina aferida na solugéo
intermédia | (10 mg/L). Os padrbes de calibracdo de concentragbes entre 0,22 ug/L e
70 ug/L foram preparados a partir da solugdo intermédia Il, enquanto os padrdes de
calibracédo de concentracdo entre 80 e 100 pg/L foram preparados a partir da solugéo

intermédia I.

3.5.4 Solucgdes padréo para o estudo da homogeneidade
de variancias
Preparar 10 solucdes independentes de solucdo padrdo de patulina de
concentracao 2 ug/L, 4 ug/L, 6 pg/L, 8 ug/L, 10 pg/L, 20 pg/L, 80 ug/L e 100 pg/L.
Estas solucdes sdo preparadas de acordo com o procedimento para a preparacéo das

solucbes padréo do estudo da linearidade.

4. Amostras

As macds em estudo foram de nove variedades diferentes, as quais foram

atribuidas acrénimos para facilidade de representacao grafica:

— Bravo Esmolfe, BrE;
— Fuji, Fuj;

— Golden, Gd;

— Granny Smith, GrS;
— Pink Lady, PKL;

— Red Delicious, RD;

— Reineta, Rein;

— Royal Gala, RG;

— Starking, Stk.

A toma de amostras foi de 10 macéas de cada variedade. Foi registada a massa e

dimenséo das macéas (largura x altura).
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As macas foram armazenadas no laboratério a temperatura ambiente durante 4
meses (25 maio 2018 a 21 setembro 2018), agrupadas por variedade e

acondicionadas em caixas de cartao abertas.

A determinacgéo da patulina foi realizada nas macas podres: 25%, 50% e 100% de
apodrecimento.

A determinacdo dos restantes parametros da qualidade das macas foi realizada no

fruto fresco e sem sinais de apodrecimento.

5. Determinacdo das carateristicas fisico-quimicas das macéas

De cada variedade de macd foi selecionada uma macd sd para a sua
caracterizacao fisico quimica. As magés foram lavadas com 4gua corrente, secas com

papel adsorvente e raladas.

5.1 Determinacao do residuo seco de macéa

Pesar uma capsula com areia e vareta (m,), adicionar cerca de 16 g de maca e
registar a massa (m,). Com o auxilio da vareta misturar a areia com a amostra de

maca. Secar até massa constante na estufa a 105°C (mj).

O residuo seco da maca é calculado pela equacao 2 (252):
Residuo Seco (%) = =~ x 100 (Equacio 2)
mp—mgq

5.2 Determinacéo do pH

Proceder a calibragdo do equipamento de acordo com o procedimento técnico do

equipamento.

A determinacdo do pH foi feita por dois métodos: método direto e indireto (252). No
método direto colocar uma determinada quantidade de maca ralada no copo e ler o
pH. No método indireto, pesar determinada massa de maca para dentro de um copo e
misturar com igual massa de agua desmineralizada e morna. Misturar com o auxilio de
uma vareta e ler o pH.
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5.3 Determinacao do teor de cinzas

Registar a massa de um cadinho pré-tratado (calcinacdo e arrefecimento em
exsicador), (m;). Colocar uma quantidade de maca ralada (cerca de 75% do volume
do cadinho) e registar a massa (m;). Secar na estufa a 105°C (cerca de 3 dias).
Carbonizar lentamente a chama e calcinar em mufla a 600°C até obter cinzas brancas
(cerca de 4 horas). Arrefecer em exsicador e registar a massa da cinza (ms). O teor em
cinza expressa-se em percentagem (%) e é calculado de acordo com a seguinte
formula (252):

Cinza (%) = =—"1 x 100 (Equac3o 3)

mpz;—my

5.4 Determinacao do calcio e da dureza

Para cada tipo de maca, colocar numa capsula cerca de 10 g de maca. Secar na
estufa a 105 °C (252). Carbonizar lentamente a chama e calcinar em mufla a 600°C
até obter cinzas brancas (cerca de 4 horas). Dissolver o residuo em agua
desmineralizada num baldo volumétrico de 50 mL, adicionar 3 mL de acido sulfurico
(H2S0.4) 5N e perfazer o volume com &gua desmineralizada. A solucdo obtida foi

utilizada na determinacéo da dureza e do calcio (Soca).

5.4.1 Determinacao da dureza

Medir 10 mL da amostra preparada anteriormente (Spca) para um matraz e
adicionar 40 mL de agua desmineralizada. Dissolver uma pastiha de tampao
indicadora para dureza (tampéao + negro de eriocromo T) e adicionar 2 mL de aménia
a 25%. Verificar se o pH = 10, caso contrario adicionar mais amonia a 25%. A solugéo

apresenta uma colorag¢éo vermelho-vinoso (252).

Titular com EDTA 0,01M até viragem para verde escuro. Registar o volume de

titulante utilizado.
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A dureza é calculada através da equacéo 4:

nxMx10°
mxV

Dureza total (mg CaCO3/100 g) =

(Equacéo 4)

n — Volume de EDTA adicionado a amostra, mL
M — Molaridade do EDTA
V — Volume de amostra em estudo, mL

m — massa da toma de maga, g.

5.4.2 Determinacéo do calcio

Num matraz adicionar 25 mL de solucdo amostra (Spca) € acertar a pH=12 com
NaOH 5 N. Adicionar uma pitada de murexida e titular com EDTA 0,01M até que a

coloracdo mude de rosa para violeta. Registar o volume de titulante gasto.
A concentracdo em calcio é dada pela equacéo:

nxMx40x10%

mxV

Célcio (mg /100 g) = (Equacéo 5)

n — Volume de EDTA adicionado a amostra, mL
M — Molaridade de EDTA
V — Volume de amostra em estudo, mL

m — massa da toma de maca, g.

5.4.3 Determinacdo do magnésio

O magnésio é determinado por calculo, com base no valor da dureza e do célcio.

64



Capitulo IV — Parte experimental

5.5 Determinacédo de aglcares

Determinar os agucares totais pela técnica de Bertrand (252).
a) Diluicdo da amostra

Pesar cerca de 20 g de maca ralada e dissolver em agua desmineralizada morna.
Diluir para 200 mL.

b) Defecacéo

Para um baldo volumétrico de 200 mL medir 100 mL do preparado anterior,
adicionar 2 mL de ferrocianeto de potassio, 2 mL de acetato de zinco, misturar e
completar o volume com agua desmineralizada. Homogeneizar por inversédo, deixar
repousar para depositar o precipitado e compensar o volume de floculado com agua

desmineralizada (= 5 mL). Deixar sedimentar e filtrar.

¢) Inverséo

Num baldo volumétrico de 200 mL, medir 50 mL do filtrado e adicionar 0,5 mL de
HCI concentrado. Misturar e colocar em banho de agua fervente durante 30 minutos.

Arrefecer, completar o volume com agua desmineralizada e misturar.

d) Reducéo

Para um erlenmeyer de 200 mL, medir com pipetas volumétricas, respetivamente
20 mL de sulfato de cobre, de solucdo alcalino tartarica e da solugdo de maca
resultante da inversdo. Levar a ebulicdo (3 minutos exatos) e deixar arrefecer para que

0 6xido cuproso sedimente.

e) Filtracdo e dissolugédo do 6xido cuproso

Filtrar a solucdo obtida no ponto anterior com um filtro de placa de vidro poroso
(G4) adaptado a um frasco de kitasato. A filtracdo pode ser realizada com trompa de

vacuo ou com bomba de vacuo.

Lavar o precipitado retido no matraz com 20 mL de 4gua desmineralizada. Repetir

a operacéo 3 vezes. Rejeitar os filtrados.
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Adaptar o filtro com o precipitado vermelho de éxido cuproso a um novo kitasato.
Lavar o matraz com 20 mL de sulfato férrico para dissolver o precipitado
remanescente, transferir para filtro de placa de vidro poroso (G4) e filtrar. Pode ser
necessario utilizar mais sulfato férrico (a placa de vidro poroso deve ficar branca).

f) Titulagéo

Titular o filtrado com solucao de permanganato de potassio N/10 até obtencéo de

cor de rosa persistente.

O teor de agucares é calculado com base na equacao 6:

(Equacao 6)

Glucose (g /100 g) = Glerln—xwo

Gl — massa de glucose equivalente ao volume de KMnO. N/10 usado na titulacéo, g

_ 200 X200 X200 _

f1 —fator de diluicdo da amostra, f; = — —————== 80

m — massa de amostra, g

5.6 Determinacao do teor de acido ascorbico

O &cido ascorbico foi determinado pelo método volumétrico e espectrofotométrico
do 2,6-diclorofenol-indofenol (252,253).

a) Afericdo da solucéo corante (2,6-diclorofenol-indofenol)

Misturar 10 mL de solu¢éo padréo acido ascorbico a 3 mg/L com 10 mL de solucéo
de &cido metafosférico 3%. Titular com a solugéo corante 2,6-diclorofenol-indofenol até
coloragdo rosa persistente durante 5 segundos. Realizar o ensaio em triplicado.
Preparar um branco com 20 mL de solucdo de acido metafosférico 3%. Subtrair ao
valor do volume médio da solugdo corante gasto nas trés titulages, o volume gasto no
ensaio em branco e expressar a concentracdo da solugédo corante em massa de acido

ascorbico (mg) equivalente a 1 mL da solugéo corante.
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b) Curva de calibracéo

Preparar cinco tubos de centrifuga com 3 mL de &cido metafosforico 6%, 3 mL da
solucdo padrao de acido ascorbico a 1000 mg/L, 3 mL da solu¢éo tampéo (acetato de
sédio/acido acético), e adicionar sequencialmente a cada tubo 100 pL, 200 uL, 600 pL,
800 pL e 1000 pL da solucdo corante (2,6- diclorofenol-indofenol). Preparar um sexto
tubo de centrifuga com o branco, no qual ndo se coloca a solugédo corante. Adicionar a

cada tubo 10 mL de xileno, rolhar os tubos e agitar.

Centrifugar a 3000 g durante 1 minuto, para que seja possivel promover a

separacao das duas fases.

Transferir a fase superior para uma célula de vidro de percurso 6tico de 1 cm e

medir a absorvéncia a 500 nm. Todos os padrdes séo lidos contra o xileno.

Obtém-se a curva de calibracdo de acido ascorbico, absorvéncia em funcdo do

volume da solucéo corante adicionado.

c) Preparacdo das amostras de maca

Ralar cada variedade de maca. Pesar 10 a 30 g de maca e transferir essa massa
para um baldo volumétrico de 100 mL. Perfazer o volume com a solucéo de extracao,
acido metafosforico 6%. Homogeneizar o preparado. Filtrar a solucdo por la de vidro.
Esta solucdo acida de maca é utilizada para a quantificacdo do acido ascorbico pelos

dois métodos, espetrofotométrico e volumétrico.

d) Método espetrofotométrico

Num tubo de centrifuga adicionar 3 mL da solucdo &cida de macad, 3 mL da
solucéo tampéao (acetato de sodio/ acido acético) e 1 mL de solugéo corante. Adicionar

10 mL de xileno, rolhar o tubo e agitar.

Centrifugar a 3000 g durante 2 minutos. Transferir a fase superior para a célula e

medir a absorvéncia da fase organica a 500 nm. Utilizar o xileno como branco.

e) Método volumétrico

Num matraz adicionar 10 mL da solucdo acida de macd e 10 mL de &cido

metafosforico 3%. Titular este preparado e registar o volume de titulante gasto.
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A concentracdo em 4cido ascorbico é calculada a partir da equagao 7:

Em que:

V7, —Volum

(Vl—Vz) XMy

Vitamina C (mg /100 g) = x 100 (Equacéo 7)

e, em mL, da solucdo corante adicionada na amostra

V, — Volume, em mL, da solucdo corante em excesso, que corresponde a absorvéncia

lida e determinado na curva-padréo

M, — Massa, em mg, de 4cido ascérbico, equivalente a 1 mL da solu¢éo corante

M, — Massa, em g, contida na aliquota da amostra utilizada na reducéo

6. Determinacéo da patulina

6.1

Pré-tratamento das amostras

6.1.1 Extracéo

Retirar o tecido apodrecido da macad para uma caixa de Petri. Entre
utilizacdes guardar a amostra no frigorifico;

Pesar cerca de 10 g de maca para tubo de centrifuga de 50 mL (ou tubo
Falcon de 50 mL);

Adicionar 10 ml de solvente de extragdo, acetato de etilo + n-hexano
(60+40 VIV) e agitar;

Num segundo tubo, misturar 2 g de areia do mar, 15 g de sulfato de sddio
anidro (Na;S0O.) e 2 g de bicarbonato de sddio (NaHCO3). Misturar durante
um minuto no vortex. Adicionar esta mistura ao tubo que contem a amostra
de maca e o solvente de extracao;

Agitar vigorosamente com a mao durante alguns segundos e depois agitar
no vortex durante 2 minutos;

Centrifugar a solucéo a 1850 rpm durante 2 minutos, para que seja possivel

haver a separacdo das duas camadas.
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6.1.2 Purificag&o do extrato por SPE

Adicionar 50 uL de acido acético em acetato de etilo a cada tubo de vidro de 10
mL com tampa de rosca (tubo de recolha do eluido);

Colocar o tubo de vidro no concentrador de SPE;

Da solucéo resultante da extracdo medir 2,5 mL de solucéo de extragdo (obtida
em 6.1.1.) para o cartucho e deixar eluir, gota a gota, para o tubo de vidro;
Adicionar 3 mL da mistura de acetato de etilo + n-hexano (60+40, V/V) no
cartucho de SPE para eluir a patulina. Quando deixar de gotejar, forcar a saida
do restante solvente, por a¢édo do vacuo (ligar a bomba de vacuo ao sistema);
Evaporar o eluido no TurboVap a 40°C, 2,5 psi, durante 30 minutos;

Dissolver o residuo com 1 mL de agua pH = 4. Agitar no vortex durante 3
minutos para assegurar a dissolucdo completa da patulina;

Filtrar o extrato com filtros de seringa PDVF (13 mm x 0,45 um) para o vial.

Analisar o extrato por HPLC-UV.

6.2 Condi¢cbes cromatograficas

As condicdes cromatogréaficas utilizadas neste procedimento estdo presentes na
Tabela 8.

Tabela 8 - Condi¢des cromatograficas para a andlise de patulina por HPLC-UV.

Parametro Condicbes cromatogréficas
Composicéo da fase movel Agua ultra-pura: acetonitrilo: acido perclérico
(94:6:0,1)
Modo Isocrético
Fluxo do eluente 1 mL/min
Detetor de UV Comprimento de onda fixo a 276 nm
Volume de injecé@o 20 pL
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A Figura 21 ilustra o processo de extragdo da patulina das amostras de macéa e o
processo de purificacdo dos extratos.

Figura 21 - Esquema do processamento das amostras de macas.
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Parte B — Isolamento e identificacdo fungica

1. Equipamento e material

— Ansa esterilizada

— Balanga, OHAUS, Adventurer Pro AV 2101

— Espalhador esterilizado

— Espéatula

— L&minas e lamelas

— Matrazes

— Micropipetas de 1000 e 200 pL e as respetivas pontas esterilizadas
— Microscopio o6tico, Olympus, CX31RBSF

— Placas de Petri com PDA

— Stomaker, Seward, Laboratory Blender Stomacher 400
— Sacos de plastico estéreis

— Tubos de vidro

— Vortex, Falc, MIX 10

2. Reagentes e meios de cultura

— Agua peptonada tamponada
— Meios de cultura para fungos (PDA), preparados em caixas de Petri com 90
mm de diametro, esterilizados

— Azul de lactofenol

3. Procedimento da anélise micoldégica nas amostras de maca

Nas magds com um grau de apodrecimento superior a 25%, retirar com o auxilio
de um bisturi, a pele da macé na regido podre e cerca de 10g de tecido de maca
apodrecido com uma espatula. Pesar diretamente para um saco de plastico estéril,
adicionar a amostra 90 mL de agua peptonada, levar essa preparagdo ao Stomaker

durante 60 s no programa normal. Transferir o conteddo do saco para um matraz.
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Retirar 1000 pL da solucdo preparada e transferir para um tubo com 9 mL de 4gua
peptonada tamponada, misturar muito bem esta solu¢do. Seguidamente retirar 1000
pL deste tubo para outro tubo com 9 mL de agua peptonada tamponada, para assim

ter duas diluicdes, 102 e 1073, respetivamente.

Para cada uma das dilui¢cdes retirar 100 L e colocar numa caixa com meio PDA e
proceder a técnica de espalhamento. Reservar as caixas de Petri inoculadas com as
amostras de maca a temperatura de 25 - 27 °C, por um periodo de até 7 dias. Todas

as amostras sdo processadas em duplicado.

A Figura 22 apresenta de forma esquematica o processamento das amostras de

maca para analise micologica.

4. Identificacdo micoldégica das amostras de maca

Nas caixas de Petri que apresentavam colbnias fungicas (sec¢do 3), proceder a
repicagem dos fungos diferentes para a sua posterior identificacdo. Com o auxilio de
estilete repicar os fungos e colocar no centro de uma caixa com meio PDA. Reservar
as caixas resultantes a temperatura 25-27°C, por um periodo de até 7 dias até ao

desenvolvimento do fungo.

Apés o crescimento, registam-se as caracteristicas macroscopicas das coldnias
para ajudar a identificacdo dos fungos contaminantes. Seguidamente procede-se a
observacdo da morfologia microscépica através da técnica da fita-cola ou da cultura

dilacerada de acordo com a textura das colénias.

4.1 Técnicadafita-cola
Com um pedaco de fita-cola tocar delicadamente no fungo a ser estudado, colar a
fita-cola sobre uma lamina a qual se adicionou uma gota de azul de lactofenol ou agua
e, por fim, colocar uma lamela sobre o preparado. Identificar a lamina e observar ao

microscopio.

4.2 Técnicada cultura dilacerada
Com o auxilio de um estilete esterilizado retirar uma pequena porcao da colonia,
colocar sobre uma lamina & qual se adicionou uma gota de azul de lactofenol ou 4gua,
e colocar uma lamela por cima do preparado e esmagar de modo a aderir a lamela a

lamina. Identificar a lamina e observar ao microscépio.
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Figura 22 - Esquema do processamento das amostras de magas.
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Capitulo V - Resultados e discusséo

Os resultados sdo apresentados pela ordem seguida na parte experimental deste
trabalho, nomeadamente, Parte A) andlise quimica das varias variedades de macas e
Parte B) isolamento e identificacdo fungica das macas. Como o trabalho experimental
iniciou-se pela andlise quimica, a caracterizacdo morfométrica dos frutos esté incluida

nesta secéo.

Parte A — Analise quimica

1. Caracterizagdo morfométrica dos frutos

A Figura 23, Figura 24 e Figura 25 apresentam a massa, altura e largura das

diferentes variedades de maga, respetivamente.
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200 - - -
150 [

Maasa (g)
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BrE Fuj Gd Grs PkL RD Rein RG Stk
Macas

Figura 23 - Massa (g) das vérias variedades de macas (n = 10).

A massa média das macas variou entre 83,9 g (Bravo Esmolfe) e 260 g (Red
Delicious), com uma massa mediana de 206 g. Apenas cinco das variedades
analisadas apresentaram massa meédias superiores a 200 g, nomeadamente Fulji,

Granny Smith, Pink Lady, Red Delicious e Reineta. Dentro de cada variedade, a
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massa das macgas foi homogénea, apresentando desvios padrdo relativos (DPR)
inferiores a 10%. Apenas a massa das macgas Starking apresentou DPR na ordem dos

20%.
fé\ 6,0
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©
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Figura 24 - Altura (cm) das varias variedades de macas (n = 10).

A altura das macas variou entre 4,7 cm (Bravo Esmolfe) e 8,2 cm (Red Delicious),
com uma altura mediana de 6,4 cm. Dentro de cada variedade, a altura das macas foi
homogénea, apresentando DPR inferiores a 10%.
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Figura 25 - Largura (cm) das vérias variedades de macgas (n = 10).

A largura das magcéas variou entre 5,3 cm (Bravo Esmolfe) e 10 cm (Reineta), com
uma largura mediana de 7,3 cm. Dentro de cada variedade, a largura das macas foi
homogénea, apresentando DPR inferiores a 10%.
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Relativamente & massa e dimensdes das macas, podemos concluir que as macas
mais pequenas pertencem a variedade Bravo Esmolfe. Dentro de cada variedade as

magcas foram homogéneas.

2. pH

O pH dos frutos foi determinado diretamente na amostra e no fruto triturado e
misturado em partes iguais com agua de alta qualidade. A Figura 26 apresenta o0s
resultados obtidos por ambos os métodos.
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= 20
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Macas
m Direto ® Indireto

Figura 26 - pH das macads determinado por dois métodos, direto e indireto (apos
homogeneizacdo em partes iguais com agua).

O pH (20°C) das macas variou entre 3,6 (Granny Smith) e 4,7 (Bravo Esmolfe) com
um valor mediano de 3,9. N&o ha diferencas significativas (p < 0,05) no valor de pH
determinado por ambos os métodos, o qual também é comprovado pela boa

correlacéo entre os valores de pH obtidos por ambos os métodos (r>=0,9753).

Todas as variedades de macd apresentam um pH 6timo para a producdo de
patulina.
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3. Residuo seco

O residuo seco das varias variedades de maca apresentou valores entre 12,5%
(Granny Smith) e 18,7% (Reineta). O valor mediano deste parametro foi de 13,7%.
Apenas a variedade Reineta apresentou um valor muito superior as restantes
variedades (18,7%). A Figura 27 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 27 - Perfil do residuo seco das varias variedades de maga.
O teor total de agua é elevado e semelhante nas varias macas, sendo

favoravel a producdo de patulina. No entanto, seria mais correto termos o valor da
atividade da agua.

4. Cinza

A cinza das varias variedades de maca apresentou valores entre 0,24% (Red
Delicious) e 0,31% (Pink Lady e Royal Gala). O valor mediano deste parametro foi de
0,29%. O DPR associado as varias variedades de macgds foi de 9,1%, o qual é
indicativo de grande homogeneidade entre os varios resultados. A Figura 28 apresenta
os resultados obtidos.
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Figura 28 - Perfil em cinzas das véarias variedades de maca.

5. Calcio e magnésio

A Figura 29 apresenta os resultados de calcio e magnésio nas nove variedades de

macas.
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Figura 29 - Perfil em célcio e magnésio das vérias variedades de maca, expressos em mg/100

g de maca.
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O teor total em céalcio e magnésio variou entre 13,9 mg/100 g de maca (Golden) e
28,3 mg/100 g de maca (Reineta), com um valor mediano de 20 mg/100 g de maca
para as nove variedades. No entanto, com excecdo da maca Starking, a proporgao
entre o célcio e o magnésio variou com o tipo de macd. Nas macéds Bravo Esmolfe,
Fuji, Granny Smith, Pink Lady e Red Delicious predomina o célcio, enquanto nas
macas Golden, Reineta e Royal Gala predomina o magnésio. O teor em célcio variou
de 1,4 mg Ca/100 g (Golden) a 17 mg Ca/100 g (Pink Lady). O teor em magnésio
variou de 3,2 mg Mg/100 g (Pink Lady) a 19 mg Mg/100 g (Royal Gala).

6. AcUcares totais

O teor de acucares totais das varias variedades de magca variou entre 7,5% (Bravo
Esmolfe) e 12% (Fuji e Reineta). O valor mediano dos acucares foi de 10%. O DPR
associado as varias variedades de macéas foi de 15%. A Figura 30 apresenta 0s

resultados obtidos.

14.0

12.0

10.0

8.0

6.0

Glucose (g/100g)

4.0

2.0

0.0
BrE Fuj Gd GrS PKL RD Rein RG Stk

Macéas

Figura 30 - Perfil em aclcares totais das vérias variedades de maca, expressos em

percentagem de glucose.

As macés Fuji e Reineta apresentam valores mais elevados de aguUcares e
portanto, apresentam melhores condigfes de substrato para a producgéo de patulina.
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7. Vitamina C

Embora a vitamina C tenha sido determinada por dois métodos, volumétrico e
espetrofotométrico, apenas o segundo método apresentou resultados representativos
das amostras em analise. No método volumétrico, o volume de titulante foi muito baixo

(<1 mL) e, por isso, os resultados obtidos ndo foram considerados.

A curva de calibracdo da vitamina C pelo método espectrofotométrico do 2,6-
diclorofenol-indofenol é linear, apresentando um coeficiente de determinacdo (r?) de
0,9987, um coeficiente de variacdo do método (CVm) de 3,0% e obedece ao critério de
aceitacao do teste Mandel (VT<F(0,05; 1; N-3).

O teor em Vitamina C variou entre 0,1 mg/100 g de magéa (Granny Smith e Pink
Lady) e 2,3 mg/100 g de macé (Bravo Esmolfe). O valor mediano foi de 1,3 mg/100 g.
Ha uma grande disperséo nos valores da Vitamina C nas varias variedades de maca.
Fuij, Granny Smith e Pink Lady apresentam baixa concentracdo de vitamina C,
provavelmente por esta vitamina ser facilmente oxidada. A Figura 31 apresenta os

resultados obtidos.
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Figura 31 - Perfil em Vitamina C das vérias variedades de maca, expressos em mg/100 g de
maca.
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8. Metais

Os metais analisados nas variedades de maca foram o aluminio (Al), ferro (Fe),
chumbo (Pb), niquel (Ni), cadmio (Cd) e crémio (Cr). A Tabela 9 apresenta os
resultados obtidos.

Tabela 9 - Concentracao dos metais das varias variedades de maca (n=3)

Al Fe Pb Ni Cd Cr
Macéas mg/100 g ng/100 g

Bravo Esmolfe 0,20 0,24 0,40 2,0 0,40 4,0
Fuji 0,091 0,17 1,1 1,0 0,020 7,2
Golden 0,87 0,27 1,7 7,9 0,10 6,0
Granny Smith 0,076 0,17 0,30 0,60 0,20 2,2
Pink Lady 1,2 0,34 1,1 3,5 0,20 1,0
Red Delicious 1,3 0,38 2,0 7,5 0,20 1,6
Reineta 1,8 0,52 1,1 7,6 0,10 1,9
Royal Gala 1,9 0,29 1,9 55 0,20 1,8
Sartking 0,067 0,21 0,60 15 0,30 2,2

O aluminio e o ferro foram os metais mais representativos nas varias variedades
de macdas. O aluminio foi 0 metal com maior concentracdo nas varias variedades de
macas, a excecao das variedades Fuji, Granny Smith e Starking. A concentracdo em
chumbo, niquel, cadmio e crémio é vestigial, com concentragbes que variaram dos
0,020 pg Cd/100 g (Fuji) a 7,9 pg Ni/100 g (Golden). Destes quatro metais em

concentracdes vestigiais, 0 cadmio € 0 menos representativo.

9. Avaliacao das caracteristicas das macas

A andlise de variancia (ANOVA) demonstrou que ndo héa diferencas
estatisticamente significativas na composicdo fisico-quimica das macgéds (p< 0,05)
guando se avaliam todos os parametros. No entanto, ha diferencas estatisticamente
significativas quando se avalia a composicdo em metais nas varias variedades de
maca (p > 0,05). Mesmo retirando da avaliacdo os metais maioritarios (aluminio e

ferro) essas diferencas mantém-se porque a concentracdo em cadmio é muito inferior.
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10. Analise da patulina

10.1 Estudo dalinearidade

A Tabela 10 apresenta os resultados referentes ao estudo da linearidade do
método de HPLC-UV para a determinacdo da patulina. A correlacdo das areas da
patulina por HPLC em funcdo da concentracdo ndo € boa para concentracdes

inferiores a 2 ug/L. Por esse motivo, a linearidade foi estudada a partir de 2 pg/L.

O método de HPLC-UV apresenta uma boa correlagcdo na gama de concentragcées
estudada, com coeficientes de determinacao (r?) superiores a 0,995, é preciso (CVm <
5%) e é linear (VT < F). No entanto, a andlise de residuos e o teste de RIKILT
apresentam valores superiores ao critério de aceitacdo (10%). O LQ (8,8 pug/L)
determinado com base no desvio padrdo residual da curva (Syx) e no declive (b) é
muito superior ao primeiro nivel de concentracdo da patulina, indicando que a reta nao
estd ajustada para o nivel de concentracdes estudado. Deste modo, o intervalo de
concentracoes foi dividido em duas gamas de concentragfes (gama baixa e gama

alta) e aplicaram-se novamente os testes estatisticos (Tabela 11 e 12).

Tabela 10 - Gama de linearidade da patulina por HPLC-UV (gama inicial de concentragfes),

limite de detecdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ).

Parémetros da curva, y = bx + a

N 19

Gama de concentracao, pg/L 2,40 - 103
Declive (b) 990,6762
Ordenada na origem (@) 20,424
Coeficiente de determinacao (r?) 0,9994
Coeficiente de variacdo do método (CVm), % 2,0
Residuos, % [-11,5; 6,41]
Valores normalizados, % [91,3; 109]
Teste RIKILT, % [89,4; 107]
Teste Mandel, VT < F(0,05; 1; N-3) 1,02 < 4,49
LD (3 x Syn/b), pg/L 2,7

LQ (10 x Syx/b), ug/L 8,8
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Tabela 11 - Gama baixa de linearidade da patulina por HPLC-UV, limite de deteg&o (LD) e

limite de quantificacéo (LQ).

Parémetros da curva, y = bx + a

N 15

Gama de concentracédo, pg/L 4,0-80
Declive (b) 986,7213
Ordenada na origem (a) 176,787
Coeficiente de determinac&o (r?) 0,9998
Coeficiente de variacdo do método (CVm), % 1,6
Residuos, % [-4,3; 4,8]
Valores normalizados, % [99,8; 109]
Teste RIKILT, % [97,0; 106]
Teste Mandel, VT < F(0,05; 1; N-3) 0,03 < 4,75
LD (3 x Syw/b), pg/L 1,7

LQ (10 x Syw/b), pg/L 5,8

Homogeneidade de variancias VT < F(0,01; N-1; N-1) 300 > 5,35

Tabela 12 - Gama de trabalho e gama linear (gama alta) da patulina por HPLC-UV, limite de

detecéo (LD) e limite de quantificacé@o (LQ).

Parédmetros da curva, y = bx + a

N 12

Gama de concentracao, pg/L 20,0 — 100
Declive (b) 988,9227
Ordenada na origem (a) 154,480
Coeficiente de determinacao (r?) 0,9983
Coeficiente de variacdo do método (CVm), % 1,8
Residuos, % [-2,6; 2,5]
Valores normalizados, % [100; 105]
Teste RIKILT, % [97,0; 103]
Teste Mandel, VT < F(0,05; 1; N-3) 2,73<5,12
LD (3 x Syn/b), pg/L 3,39

LQ (10 x Syx/b), ug/L 11,3

Homogeneidade de variancias VT < F(0,01; N-1; N-1) 4,16 < 6,9
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Embora os valores dos residuos e do teste RIKILT sejam bons, a gama de
linearidade estudada continua a apresentar um LQ superior ao primeiro ponto de
calibracéo, indicando que a reta ndo esta bem ajustada. O teste de homogeneidade de
variancias confirmou este resultado, indicando que o intervalo de concentracbes
estudado néo representa a gama de trabalho. Deste modo, reduziu-se novamente o
intervalo de concentracbes estudado. A Figura 32 apresenta a gama de trabalho
(baixa) e os graficos representativos dos testes efetuados. A gama de trabalho vai de
10 — 80 upg/L de patulina, correspondente a 4,0 ug/Kg e 32 ug/Kg patulina,
respetivamente. Para esta gama de concentracdes, o LD e LQ foram de 1,9 pg/L (0,76
Ho/kg) e 6,4 pg/L (2,6 pg/kg), respetivamente. Os valores obtidos sdo coerentes com
0s obtidos por Barreira e colaboradores (1), os quais obtiveram uma gama de trabalho

de 8 — 80 ug/L para o mesmo método.

O método também € linear para o intervalo de concentracbes entre 20 pg/L (8,0
pg/kg) e 100 pg/L (40 pg/kg). Este intervalo também representa uma gama de

trabalho.

10.2 Precisado e veracidade instrumental

A Tabela 13 apresenta os resultados da repetibilidade e do erro do método de

HPLC-UV referentes a sete niveis de concentracao.

Tabela 13 - Desvio padrdo relativo determinado em condi¢cdes de repetibilidade e erro do

método de HPLC-UV para a determinacéo da patulina (n=10).

C (ug/L) DPR, % Erro, %

4 6,6 16
6 3,6 20
8 3,9 13
10 8,1 13
20 9,3 6,9
80 1,6 7,1
100 4,3 4,7

O método de HPLC-UV é preciso, apresentando desvios padrao relativos inferiores
a 10%. A veracidade do método é baixa para os valores da concentracdo inferiores a

gama de trabalho, apresentando desvios padréo relativos superiores a 15%.
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Nas gamas de trabalho (10 — 80 pg/L e 20 — 100 pg/L), 0 método apresenta uma

boa veracidade (erro < 15%).
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Figura 32 - Gama de trabalho da patulina por HPLC-UV (gama baixa 10 — 80 pg/L): a) curva de
calibragdo; b) andlise de residuos; c) teste de valores normalizados; d) teste de RIKILT; e)

dados do teste de Mandel e do teste de homogeneidade de variancias. (- - -) Critérios de

aceitacgéo.
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10.3 Limiares analiticos

O limite de detecdo e de quantificacdo determinados em condicbes de
repetibilidade foram de 2,2 pug/L e 7,3 ug/L, respetivamente. Como a gama de trabalho
(gama baixa) do método é de 10 — 80 ug/L, o limite de quantificacédo foi ajustado ao
primeiro ponto de calibracéo, isto é, 10 ug/L. Para uma toma de amostra de 10 g e
considerando os volumes de solvente usados na extracdo e o fator de concentracao
no SPE, o limite de detecédo e quantificacdo da patulina por SPE-HPLC-UV é de 1,2
pg/kg e 4,0 ug/kg, respetivamente. Neste céalculo considerou-se uma recuperacéo de

100%, uma vez que os valores obtidos variaram entre 95% e 102%.

10.4 Analise das amostras

No ambito deste trabalho, as macds devem ter no minimo um grau de
apodrecimento igual ou superior a 25%, de forma a termos massa de amostra
suficiente para a analise quimica (monitorizacdo da patulina) e microbiolégica
(caracterizacdo dos fungos). Avaliou-se também as macas com 50% de
apodrecimento e as totalmente podres. As varias variedades de macd nao
apodreceram ao mesmo tempo e a percentagem de macga podre também foi muito
variavel. Devido aos fins-de-semana, ndo tivemos macas representativas de todos os
estados de apodrecimento. Nas macas com 25% de apodrecimento ndo temos macas
da variedade Bravo Esmolfe e a Pink Lady, com 50% de apodrecimento n&do temos as
variedades Golden e a Red Delicious e totalmente podres néo tivemos as variedades
Fuji e Golden. A Figura 33 apresenta o perfil de apodrecimento das macés. A Tabela
14 apresenta a percentagem de apodrecimento das macéas e os teores de patulina nas

mesmas.
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Figura 33 - Perfil de apodrecimento das varias variedades de mac¢das durante 18 semanas.
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As primeiras macas a apodrecer foram a maca Starking, Fuji e a maca Bravo

Esmolfe. A variedade Granny Smith foi a que apodreceu mais tarde.
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Tabela 14 - Concentragdo mediana em patulina (ug/kg) nas varias variedades de maca com
diferentes graus de apodrecimento.

25 % Apodrecimento
Patulina
Maga n % N° (LD - LQ)/% %(Pos) C
DPR
(Mg/kg)
Bravo Esmolfe 6 16,7 0/0 0/0 - -
Fuji 4 25,0 3/33 2/22 4,2 0,02
Golden 3 100 1/4 12/44 9,7 0,54
Granny Smith 4 25,0 2/22 7178 29 0,20
Pink Lady 3 0 0/0 0/0 - -
Red Delicious 4 50,0 5/28 3/17 4,8 0,68
Reineta 5 20,0 0/0 8/89 15 0,53
Royal Gala 6 33,3 0/0 14/78 16 0,58
Starking 6 16,7 0/0 6/67 27 0,19
50% Apodrecimento
Maca 0 Patulina
n Yo N° (LD - LQ)/% | N°Pos /(%) C DPR
(Hg/kg)
Bravo Esmolfe 6 50,0 8/30 8/30 15 0,31
Fuji 4 75,0 217 18/67 27 0,42
Golden 3 0 0/0 0/0 - -
Granny Smith 4 25,0 2/22 5/56 15 0,57
Pink Lady 3 33,3 1/11 0/0 - -
Red Delicious 4 25,0 0/0 0/0 - -
Reineta 5 20,0 0/0 12/100 9,1 0,24
Royal Gala 6 16,7 0/0 9/100 18 0,08
Starking 6 33,3 0/0 9/50 24 0,19
100% Apodrecimento
Magé 0 ) ) Patulina
n 7 N° (LD - LQ)/% | N°Pos /(%) C DPR
(Hg/kg)
Bravo Esmolfe 6 33,3 2/11 8/44 6,0 0,62
Fuji 4 0 0/0 0/0 - -
Golden 3 0 0/0 0/0 - -
Granny Smith 4 50,0 4/22 2/11 7,9 0,16
Pink Lady 3 66,7 8/44 2/11 20 1,06
Red Delicious 4 25,0 0/0 12/100 7,6 0,11
Reineta 5 60,0 3/11 8/30 5,6 0,16
Royal Gala 6 50,0 8/30 9/33 24 0,57
Starking 6 50,0 5/19 14/52 19 0,37
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De cada variedade de maca podre séo retiradas 3 amostras. Apdés extracdo e
limpeza por SPE, cada amostra é injetada trés vezes no HPLC-UV. Deste modo, o
namero total de macds podres (n) da origem a 9 andlises cromatogréficas e
consequentemente, a 9 resultados de patulina. Estes 9 resultados foram utilizados no
calculo da percentagem de amostras negativas e positivas para cada amostra de

magca.

A variacdo da concentracao de patulina nas varias réplicas de maca é grande, com
desvios padréo relativos entre 1,8% e 68%. Tal como esperado, a patulina ndo se
distribui de forma uniforme na macd podre, até porque o crescimento e

desenvolvimento do fungo também néo € uniforme.

O teor em patulina é independente do grau de apodrecimento da macé, pois ha
macas com 25% de apodrecimento que apresentam maior teor de patulina do que as

com 100% de apodrecimento.

Nas macds com 25% de apodrecimento, as variedades de macad que
apresentaram maior e menor teor de patulina foram a Granny Smith (29 ug/kg de

patulina) e a Fuji (4,2 ug/kg de patulina), respetivamente.

Nas macds com 50% de apodrecimento, a maca Fuji apresentou a maior
concentracao de patulina (27 pug/kg), em oposicao ao teor de patulina na maca Reineta

(9,1 pg/kg de patulina).

Nas macas totalmente podres (100%), a macad Royal Gala apresentou o maior teor

de patulina (24 pg/kg). A maca Reineta foi a variedade com menor teor de patulina
(5,6 ug/kg).

Independentemente da variabilidade do teor de patulina nas varias tomas de
amostra de maca da mesma variedade, também se avaliou a dispersdo de resultados
nas 3 réplicas cromatograficas da mesma amostra. A Tabela 15 apresenta o desvio
padrdo relativo correspondente a cada variedade de macgd com diferentes

percentagens de apodrecimento.

O desvio padrao relativo obtido desta forma é inferior ao desvio padrao relativo
obtido no célculo do desvio padrdo relativo da concentragdo de patulina em cada

variedade de maca.

De forma a avaliarmos a disperséo dos resultados da concentracdo de patulina em
funcdo da variedade de macd e do seu grau de apodrecimento, avaliou-se a

concentracdo mediana, minima, maxima e as concentracées representativas dos 25%
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e 75% das macas analisadas, através da avaliagdo dos gréficos de diagrama de
extremos e quartis ou boxplot (Figura 34).

Tabela 15 - Desvio padréo relativo das diferentes leituras nas varias variedades de maca com

diferentes graus de apodrecimento.

DPR
Maca

25% | 50% | 100%
Bravo Esmolfe - 12,9 16,4
Fuji 1,8 16,3 -
Golden 13,4 - -
Granny Smith 9,1 9,5 16,1
Pink Lady - - 10,6
Red Delicious 8,3 - 4,6
Reineta 13,4 5,2 18,1
Royal Gala 19,2 3,7 9,4
Starking 15,8 - 5,7

Embora haja uma grande dispersdo nos valores da patulina ndo sé com a
variedade de macad mas também com o grau de apodrecimento, os valores medianos

s6 sdo significativamente diferentes para as macas totalmente podres (p > 0,05).

A concentracdo minima de patulina nas varias variedades de macd apresentou
uma mediana de 4,0 pg/kg, 7,6 ug/kg e 4,6 ug/kg para as macgads com 25%, 50% e

100% de apodrecimento, respetivamente.

A concentracdo maxima de patulina nas varias variedades de maca apresentou
uma mediana de 18 pg/kg, 19 pg/kg e 8,8 pg/kg para as macds com 25%, 50% e

100% de apodrecimento, respetivamente.

A concentracdo mediana de patulina nas varias variedades de maca foi de 15
po/kg, 18 pg/kg e 15 pg/kg para as magas com 25%, 50% e 100% de apodrecimento,

respetivamente.

No primeiro quartil (25% das macas), a concentragdo mediana de patulina nas
vérias variedades de maca foi de 13 pg/kg, 13 pg/kg e 6,4 pg/kg para as magas com

25%, 50% e 100% de apodrecimento, respetivamente.
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No segundo quartil (75% das macas), a concentracdo mediana de patulina nas
vérias variedades de maca foi de 15 pg/kg, 16 pg/kg e 8,0 pug/kg para as macas com
25%, 50% e 100% de apodrecimento, respetivamente.

Nas macas com os trés graus de apodrecimento, o teor de patulina € regra geral,
menor nas macas 100% podres. As macas com maior concentracdo de patulina séo
as da variedade Starking e Royal Gala.

A maca Golden foi a variedade com menor nimero de macgds podres e cuja
concentracdo mediana de patulina para as macds 25% podres foi menor,
nomeadamente 9,0 pg/kg.

Independentemente da variedade de maca, a patulina € um contaminante natural
da maca podre e, por isso, a selecao da fruta para a producao de produtos a base de
maca é crucial. Nesta perspetiva, as variedades Golden e Red Delicious apresentam-

se como das macas com melhores caracteristicas.
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Figura 34 — Boxplot com o perfil da concentracé@o da patulina nas vérias variedades de macés com diferentes percentagens de

apodrecimento.
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Parte B — Isolamento e identificacdo fungica
1. Identificacao fungica

Para a andlise microbioldégica s6 foram utilizadas macds com um grau de
apodrecimento superior ou igual a 50%, com excecdo das macas Golden. Esta
variedade de macas apresentava um grau de apodrecimento na ordem dos 25-40% no
final do periodo de armazenamento. No total foram analisadas 39 macéas, embora 3
das macas, uma de cada variedade, nunca apresentaram sinais de apodrecimento,

nomeadamente, Golden, Pink Lady e Red Delicious.

Alguns dos meios de cultura referentes as 4 réplicas de cada amostra de maca
estavam contaminados e nédo foi possivel caracterizar o fungo. Por esse motivo e para

efeitos do tratamento estatistico dos resultados, o niumero total de macas é de 27.

A Figura 35 representa dois exemplos de caixas de Petri com trés dos fungos

identificados neste estudo.

Cladosporium sp.

Penicillium expansum

Figura 35 - Exemplos de alguns fungos identificados.

As espécies fungicas que foram identificadas nas amostras de magés apodrecidas
estdo presentes na Tabela 16 e a Figura 36 apresenta o perfil de amostras positivas
para cada espécie fungica.
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Tabela 16 - Identificacdo fungica nas diferentes variedades de magas.

Magas n Fungos

Penicillium expansum, Penicillium crysogenum,

Bravo Esmolfe 3 Alternaria alternata, Cladosporium sp., Ulocladium
sp.,

Fuji 2 Penicillium expansum, Cladosporium sp.
Penicillium expansum, Penicillium crysogenum,

Golden 5
Byssochlamys sp.

Granny Smith 3 Penicillium expansum, Ulocladium sp.
Penicillium expansum, Alternaria alternata,

Pink Lady 4 Cladosporium sp., Rhodotorula rubra, Beauveria
sp.*, Aspergillus sp., Epicoccum sp.
Penicillium expansum, Cladosporium sp.,

Red Delicious 2 Acremonium sp., Paecilomyces sp., Rhizopus
stonolifer*

Reineta 2 Penicillium expansum, Penicillium crysogenum
Penicillium expansum, Alternaria alternata,

Royal Gala 4 ] )
Phoma glomerata, Candida pelliculosa

Starking 2 Penicillium expansum, Penicillium crysogenum

* fungo identificado de maca sem apodrecimento

Através das caracteristicas fenotipicas foi possivel identificar 12 diferentes géneros
de fungos filamentosos (Penicillium expansum, Penicillium crysogenum, Paecilomyces
sp., Rhizopus stolonifer, Aspergillus sp., Beauveria sp., Phoma glomerata,
Acremonium sp., Byssochlamys sp., Alternaria alternata, Ulocladium sp. Cladosporium

sp.) e um género leveduriforme (Rhodotorula rubra).

Penicillium expansum foi o fungo mais representativo em todas as variedades de

macas, seguindo-se Alternaria alternata e Cladosporium sp.

Alternaria alternata foi identificado na Bravo Esmolfe, Pink Lady e Royal Gala e
Cladosporium sp. desenvolveu-se nas variedades Bravo Esmolfe, Fuji, Pink Lady e

Red Delicious.

Das variedades de macads que ndo apodreceram apenas a maca Golden néo
apresentou nenhuma espécie fungica. Isolou-se Beauveria sp. na macéd Pink Lady e

Rhizopus stonolifer na Red Delicious.

Existem variedades de ma¢d com uma maior variabilidade de espécies fungicas,

tais como a Bravo Esmolfe, Pink Lady, Red Delicious e Royal Gala, embora nestas
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variedades os fungos frequentemente encontrados foram Penicillium expansum,
Alternaria alternata e Cladosporium sp., a excecdo da Red Delicious que nao
apresentou Alternaria alternata e na Royal Gala ndo se isolou Cladosporium sp.

No que se refere ao desenvolvimento das varias espécies flungicas, o nUmero de
amostras positivas variou entre 5% (Golden/Byssochlamys sp.) e 100%
(Reineta/Penicillium expansum). A média e mediana do niumero de amostras positivas
para a totalidade dos fungos nas varias variedades de macas foram de 32% e 25%,

respetivamente.

Considerando que das espécies mais representadas nas variedades de macas,
Penicillium expansum, Alternaria alternata e Cladosporium sp., estas duas ultimas nao
estdo normalmente associadas com a producdo de patulina, resumimos 0S NOSS0S
resultados apenas a Penicillium expansum, um dos fungos mais frequentemente
associado a producdo de patulina. Numa tentativa de correlacdo entre as

concentracdes de patulina e o desenvolvimento fangico verificamos que:

— Penicillium expansum desenvolveu-se em todas as variedades de maca, as

gquais também apresentaram niveis de patulina;

— As variedades de macd com menor positividade para Penicillium expansum
(Pink Lady e Red Delicious) também apesentaram a menor concentracdo de
patulina. A macd Pink Lady ndo revelou patulina para os 25% e 50% de

apodrecimento e a maca Red Delicious para os 50% de apodrecimento;

— As macds com maior concentracdo de patulina (Sartking e Royal Gala) também
representaram as macas com maior positividade a Penicillium expansum. No
entanto, a maca Reineta foi uma das variedades com maior positividade ao
Penicillium expansum mas menor concentragdo de patulina, o que sugere que a
matriz podera influenciar a capacidade de o fungo produzir patulina ou entdo
podemos considerar que possa ocorrer uma degradagdo da micotoxina por
microrganismos competidores ou produtores ou ainda que estirpes diferentes de

Penicillium expansum produzam niveis diferentes de patulina;

— Com excecdo de Penicillium expansum, as restantes espécies fangicas estdo
pouco representadas nas macgds e, consequentemente, a correlagio com o0s

teores de patulina € dificil.
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Capitulo VI - Conclusdes e perspetivas futuras

As macas em estudo (Bravo Esmolfe, Fuji, Golden, Granny Smith, Royal Gala,
Pink Lady, Red Delicious, Reineta e Starking) apresentaram uma massa mediana de
206 g, com uma variagdo entre 83,9 g (Bravo Esmolfe) e 260 g (Red Delicious).
Apenas cinco das variedades analisadas apresentaram massa médias superiores a

200 g, nomeadamente Fuji, Granny Smith, Pink Lady, Red Delicious e Reineta.

Com excecao da variedade Starking, ha uma boa homogeneidade da massa
dentro de cada variedade de macd com desvios padrédo relativos (DPR) inferiores a

10%. Apenas a massa das macas Starking apresentaram DPR na ordem dos 20%.

A andlise fisico-quimica das macds em estudo revelou uma grande
homogeneidade de resultados, relativamente aos parametros pH, residuo seco, cinza,
acucares totais, vitamina C, célcio, magnésio, aluminio, ferro, chumbo, niquel, cadmio

e cromio.
O pH variou entre 3,6 (Granny Smith) e 4,7 (Bravo Esmolfe).

O residuo seco variou entre 12,5% (Granny Smith) e 18,7% (Reineta), embora sé a
maca Reineta tivesse o valor mais elevado. A cinza variou entre 0,24% (Red Delicious)
e 0,31% (Pink Lady e Royal Gala).

O teor total em calcio e magnésio foi mais baixo na mac¢a Golden (13,9 mg/100 g
de macda) e mais elevado na maca Reineta (28,3 mg/100 g de macd). O teor em calcio
foi mais elevado nas variedades Bravo Esmolfe, Fuji, Granny Smith, Pink Lady e Red
Delicious, e o teor em magnésio foi mais predominante nas macas Golden, Reineta e

Royal Gala.

As macas apresentaram uma concentracdo mediana em aculcares totais de 10
0/100 g com um DPR inferior a 15%. As mac¢as menos doces foram a Bravo Esmolfe
(7,5 g de glucose/100 g de macgd) e as mais doces foram as variedades Fuji e Reineta

(12 g de glucose/100 g de maca).

O teor em vitamina C variou entre 0,1 mg/100 g de mag¢éd (Granny Smith e Pink

Lady) e 2,3 mg/100 g de macé (Bravo Esmolfe).

Dos metais analisados (Al, Fe, Pb, Ni, Cd, Cr), o ferro e o aluminio foram os mais
representativos com concentragbes entre 0,17 mg Fe/100 g — 0,52 mg Fe/100 ¢
(Fuji/Granny Smith — Reineta) e 76 pg Al/100 g — 1,9 mg Al/100 g (Granny Smith —

Reineta), respetivamente.
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O método de HPLC-UV para a analise de patulina apresenta duas gamas de
trabalho, gama baixa e gama alta. Na gama baixa o método apresentou uma gama de
trabalho entre 10 — 80 ug/L de patulina (4,0 ug/Kg e 32 pg/Kg patulina) com um LD e
LQ de 1,9 ug/L (0,76 ug/kg) e 6,4 pg/L (2,6 pg/kg), respetivamente. Na gama alta, a
gama de trabalho variou entre 20 pg/L (8,0 pug/kg) e 100 pg/L (40 pg/kg), comum LD e
LQ de 3,39 ug/L (1,4 pg/kg) e 11,3 pg/L (4,5 pg/kg), respetivamente. O método é
preciso e exato para ambas as gamas de trabalho com desvio padréo relativo e erro

relativo inferiores a 10% e 15%, respetivamente.

A concentragdo em patulina ndo foi uniforme na macd podre e também foi
independente do grau de apodrecimento da macga. Algumas macas com 25% de
apodrecimento apresentaram maior teor de patulina do que as com 100% de

apodrecimento.

Nas macas com 25% de apodrecimento, as variedades que apresentaram maior e
menor teor de patulina foram a Granny Smith (29 pg/kg de patulina) e a Fuji (4,2 pug/kg

de patulina), respetivamente.

Nas macas com 50% de apodrecimento, a variedade Fuji apresentou a maior
concentracao de patulina (27 ug/kg), em oposicao ao teor de patulina na macéa Reineta

(9,1 pg/kg de patulina).

Nas macas totalmente podres (100%), a macad Royal Gala apresentou o maior teor

de patulina (24 pg/kg). A maca Reineta foi a variedade com menor teor de patulina
(5,6 ug/kg).

Resumindo, as variedades com maiores concentracBes de patulina foram Granny

Smith, Fuji e Royal Gala.

~

Relativamente & caracterizagdo micologica, em todas as variedades de macas
foram isolados Penicillium expansum. Alternaria alternata e Cladosporium sp. foram

das espécies fungicas mais identificadas nas diferentes variedades de maca.

As macgds com maior concentracdo de patulina (Starking e Royal Gala) também
representam as macas com maior positividade ao Penicillium expansum, considerada
uma das espécies mais frequentemente associada a producdo desta micotoxina. No
entanto, a macgé Reineta foi uma das variedades com maior positividade ao Penicillium
expansum mas menor concentracdo de patulina, sugerindo que a matriz e as
caracteristicas desta variedade de macd sejam mais resistentes a producdo de

patulina.
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Com excecdo de Penicillium expansum, as restantes espécies fungicas estéo
pouco representadas nas magas e, consequentemente, a correlagdo com os teores de

patulina foi dificil.

Em conclusdo, a contaminagcdo das macds com patulina deve ser considerado
como um risco potencial para os planos de seguranca e qualidade da cadeia de
producédo das macas, dai que, futuramente, o trabalho devera ser complementado com
um maior nimero de amostras, quer para a caracterizacao fisico-quimica quer para a
analise microbiolégica para reforcar e complementar os resultados obtidos. Os fungos
potencialmente produtores de patulina (Penicillim expansum, Alternaria alternata e
Cladosporium sp.) também deverdo ser inoculados nas varias variedades de maca
para avaliar qual das variedades retne as melhores carateristicas para a producao
desta micotoxina. Poucos estudos referenciam a degradacdo da patulina pelos fungos
produtores ou competidores pelo que serd uma avaliacédo alternativa e complementar
no sentido de que outros fatores poderéo influenciar a producdo e/ou manutencéo dos

niveis desta micotoxina nas magas.
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