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RESUMO

A patulina € um metabolito secundario produzido por um conjunto de espécies fungicas
dos géneros Aspergillus, Byssochlamys, Penicillium e Paecilomyces dos quais Penicillium
expansum é a espécie mais importante. E uma micotoxina encontrada frequentemente
em magas e produtos a base de maga, e por isso, a sua presenga € um indicador da
qualidade da fruta utilizada na produgao. Estudos de toxicidade demostram que esta
micotoxina € classificada como mutagénica, genotdxica, imunossupressora e
neurotoxica.

A patulina é uma micotoxina com particular interesse na area da alimentagao infantil,
dado que ocorre sobretudo em produtos a base de maga, amplamente consumidos por
este grupo populacional. Tendo esta premissa como referéncia, a Comissao Europeia
estabeleceu, no Regulamento (CE) no 1881/2006, limite maximo de 10 pg/kg para a
patulina em alimentos destinados a criangas.

Os objetivos do presente estudo foram determinar a ocorréncia de patulina em
alimentos destinados a alimentagao infantil e avaliar a exposicao humana decorrente do
seu consumo. Foram analisadas 40 amostras de puré de fruta a base de maga
comercializadas em Portugal por método de ELISA competitivo. Todas as amostras
estavam contaminadas com um teor de patulina superior ao LOD (| pg/kg). Os teores
das amostras variaram entre 1,43 e 23,28 pg/kg, com um valor médio de 5,78 + 5,09
Hg/kg.

A exposicao de lactentes e criangas jovens foi estimada para o pior, médio e melhor
cenario, tendo sido obtido valores de EDI entre 0,0028 e 0,3582 pg/kg de p.c./dia. Para
o pior cenario, correspondente ao consumo, por um lactente, de um boiao (100g) com
o teor maximo determinado, a EDI representa cerca de 89,55 % da DDAMP de patulina
estabelecida pela JECFA (0,4 pg/kg de p.c./dia).

Apesar de nao ser estatisticamente significativo, as amostras de origem bioldgica,
apresentam teores de contaminagao superiores as amostras de origem convencional,
conforme verificado em estudos anteriores realizados em produtos a base de maga.

Os resultados do presente estudo confirmam a necessidade de continuar a
monitorizagao da exposi¢ao da populagao a esta micotoxina e implementar medidas que

visem a diminuigao da incidéncia da patulina e a consequente exposigao das criangas.

PALAVRAS-CHAVE: Alimentagdo infantil, ELISA, micotoxina, patulina, puré de fruta.



ABSTRACT

Patulin is a secondary metabolite produced by a set of fungal species of the genera Aspergillus,
Byssochlamys, Penicillium and Paecilomyces of which Penicillium expansum is the most
important species. It is a mycotoxin often found in apples and apple-based products, and
therefore, its presence is indicative of the quality of the fruit used in production. Toxicity studies
show that this mycotoxin is classified as mutagenic, genotoxic, immunosuppressive and
neurotoxic.

Patulin is a mycotoxin with particular interest in the field of children, given that it occurs mainly
in apple-based products, widely consumed by this population group. With this premise as a
reference, the European Commission collected, in Regulation (EC) No. 1881/2006, a maximum
limit of 10 uglkg for patulin in foodstuffs for children.

The objectives of the present study were to determine the occurrence of patulin in foods intended
for infant feeding and to assess human exposure resulting from its consumption. Forty samples
of apple-based fruit puree marketed in Portugal were analyzed using a competitive ELISA
method. All samples were contaminated with a patulin content higher than LOD (I uglkg). The
contents of the samples varied between 1.43 and 23.28 ug [ kg, with an average value of 5,78
+5,09 uglkg.

The exposure of infants and young children was estimated for the worst, medium and best
scenario, with EDI values between 0,0028 and 0,3582 uglkg bw/day being obtained. For the
worst scenario, corresponding to the consumption, by an infant, of a jar (100g) with the
maximum content determined, the EDI represents about 89,55% of the DDAMP of patulin
established by JECFA (0.4 ugl/kg bw/day)

The results of the present study confirm the need to continue monitoring the population's
exposure to this mycotoxin and to implement measures aimed at reducing the incidence of

patulin and the consequent exposure of children.

KEYWORDS: ELISA, fruit puree, Infant food, mycotoxin, patulin.
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I. INTRODUCAO

No ambito dos diferentes perigos alimentares, incluem-se os perigos provocados pela
presenca de contaminantes nos alimentos, de que sao exemplo as micotoxinas (Borchers
et al, 2010). As micotoxinas sao metabolitos secundarios produzidos por diversos
fungos, capazes de contaminar uma vasta gama de produtos alimentares em
determinadas condi¢oes favoraveis. De acordo com o relatério da Organizagao das
Nagoes Unidas para a Alimentagao e Agricultura (FAO), 25% de todos os produtos
alimenticios estao contaminados por micotoxinas, sendo maior a prevaléncia em cereais,
frutos secos, especiarias e algumas frutas, representando graves riscos para a saude
humana e animal (lheshiulor et al., 2011).

O termo micotoxina é derivado da palavra grega “Mykes” que significa fungo, e da palavra
“toxicum”, termo em latim para toxina. A primeira vez que foi aplicado este conceito foi
no inicio da década de 60, em Inglaterra, apos a morte de 100 mil perus, resultado da
ingestao de alimento contaminado com elevado teor da micotoxina aflatoxina (Milicevic,
Skrinjar e Balti¢, 2010).

Os fungos produtores de micotoxinas com consequéncias sérias para a saude humana
pertencem aos géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium. A produgao de micotoxinas
depende do crescimento flingico, por este motivo a contaminagao pode ocorrer durante
o crescimento, a colheita, o transporte, o armazenamento e/ou o processamento dos
produtos (Shephard, 2008).

A presenca de fungos toxigénicos nao é, por si sO, sinébnimo de produgao de
micotoxinas, contudo a presenga de um fungo implica um potencial risco para a sadde.
A exposicao simultanea a varias micotoxinas e os eventuais efeitos toxicos combinados
dai resultantes também ¢é algo que deve ser avaliado (Martins, Martins e Bernardo, 2003).
(Speijers e Speijers, 2004).

A ingestao de alimentos fortemente contaminados com micotoxinas pode provocar
graves problemas de salde resultantes da exposicao aguda, podendo até, em alguns
casos, conduzir a morte (lamanaka, Oliveira e Taniwaki, 2010). A exposigao prolongada
a niveis reduzidos de micotoxinas pode ser também bastante nociva uma vez que alguns
destes compostos para além de revelarem propriedades imunossupressoras,
estrogénicas, mutagénicas e carcinogénicas, demonstram elevados niveis de

bioacumulagao (Turner et al, 2015). As micotoxinas podem afetar muitos 6rgaos e



sistemas, principalmente o figado, rins e sistema nervoso, endocrino e imunitario
(Marques, 2019).

Além dos efeitos nocivos para a saude, o impacto economico das micotoxinas €
relevante devido aos elevados prejuizos que causam a nivel pecuario (incluindo
mortalidade e diminuicao da produtividade) e agricola, devido a impossibilidade de
comercializar culturas cerealiferas e outros produtos alimentares que apresentem niveis
de contaminagao com micotoxinas acima do limite legal (Ashiq, 2015). Encontram-se
identificadas mais de 500 micotoxinas, sendo que nem todas apresentam risco para a
satide (Shephard, 2008). E, por isso, essencial conhecer quais sdo as micotoxinas que
contaminam os géneros alimenticios, os seus niveis de contaminagao e a frequéncia da
sua ocorréncia (Ashig, 2015). Ao longo dos ultimos anos, tém aumentado o niimero de
estudos publicados sobre ocorréncia e niveis de contaminagao de micotoxinas em
alimentos e, neste contexto, considera-se que, de entre as varias toxinas ja descobertas,
apenas algumas sao importantes em termos economicos e toxicoldgicos, o que justifica
o estabelecimento de limites maximos em varios paises, a nivel mundial (Puel et al. 2010).
Neste grupo incluem-se as aflatoxinas, ocratoxina A, patulina, fumonisinas,

desoxinivalenol (tricotecenos) e zearalenona (Ashiq, 2015).

2. PATULINA

A patulina foi originalmente isolada a partir do fungo Penicillium griseofulvum e Penicillium
expansum, em 1943, tendo sido descrita como antibiotico, logo apds a descoberta da
penicilina (Bennett e Klich, 2003; Birkiinshaw et al., 1943; Katzman et al., 1944).

De facto, os primeiros estudos efetuados centraram-se na sua potencial utilizagao como
antibiotico, tendo sido testada para o tratamento de constipagoes (na forma de spray
nasal), para o tratamento de infe¢oes por dermatofitos (na forma de pomada) e como
composto anticancerigeno (Pal, Singh e Ansari, 2017). Verificou-se que possui forte
atividade antibacteriana contra varias bactérias Gram positivo e Gram negativo, incluindo
Mycobacterium tuberculosis, bem como atividade antivirica e antiprotozoaria (Pal, Singh e
Ansari, 2017). Contudo, durante as décadas de 50 e 60 verificou-se que apresentava
efeitos toxicos graves, para plantas e para animais. Por este motivo, foi abandonada a
utilizagao da patulina como farmaco e nos anos 60 foi reclassificada como micotoxina

(Bennett e Klich, 2003; Iwahashi et al., 2006; Padua e Junior, 2005).



2.1.  Fungos produtores de patulina

Foram identificadas mais de 60 espécies fungicas dos géneros Aspergillus, Byssochlamys,
Penicillium e Paecilomyces com capacidade de produzir patulina e se desenvolver numa
grande diversidade de substratos (Bennett e Klich, 2003). Frequentemente, estes fungos
colonizam frutas e vegetais e aceleram a sua decomposicao. Particularmente, nas magas
e produtos derivados de maga, sao responsaveis pela formagao do bolor azul, sabendo-
se hoje em dia que é uma realidade em todo o mundo (Pal, Singh e Ansari, 2017).

As espécies do género Penicillium que ja foram identificadas como produtoras de patulina
sao: P. carneum, P. clavigerum, P. concentricum, P. coprobium, P. dipodomyicola, P. expansum,
P. glandicola, P. gladioli, P. griseofulvum, P. marinum, P. paneum, P. sclerotigenum e P. vulpinum
(Frisvad et al., 2004).

De entre os fungos produtores, a espécie Penicillium expansum é considerada a mais
importante produtora de patulina, sendo igualmente responsavel pelo apodrecimento
da fruta e formagao de bolor de cor azul (Pal, Singh e Ansari, 2017). Este fungo
psicotrofico € comum em magas, péssegos e peras. Estima-se que seja responsavel por
70 a 80 % da deterioragao das frutas durante a fase de armazenamento, uma vez que se
desenvolve mesmo a temperaturas inferiores a 5 °C (Moake, Padilla-Zakour e Worobo,
2005).

O género Byssochlamys possui uma espécie economicamente importante, B. niveg,
responsavel pela deterioragao de frutas e produtos processados a partir destas. Esse
género fungico é o principal causador da deterioragao dos derivados de frutas apos
tratamento térmico. B. nivea foi capaz de crescer em ambiente com 60 % CO, e teores
menores que 0,5 % O, formando coldnias de 40 mm de didmetro apos 30 dias
(lamanaka, Oliveira e Taniwaki, 2010)

Do género Aspergillus, a espécie A. clavatus é uma das espécies frequentemente
encontradas. Esta espécie flingica isolada em meio de cultura produz patulina em
concentragoes vestigiais (Sabino, 2008). As espécies A. giganteys e A. longivesica também
sao espécies identificadas como produtoras de patulina (Varga et al., 2007).

Do género Paecilomyces, a espécie P. saturatus € uma espécie patogénica que difere de
outras espécies do mesmo género, pois tem a capacidade de produzir patulina (Barad,

Sionov e Prusky, 2016).



2.2.  Caracterizagao fisico-quimica

Quimicamente, a patulina (com a formula molecular C;H,O,) é uma lactona heterociclica
insaturada, designada por 4-hidroxi-4H-furo[3,2c]piran-2(6H)-ona. A patulina pode
também ser designada como claviformina, clavacina, clavaina expansina, micoina, micoina
C, penicidina e terinina (Barad, Sionov e Prusky, 2016).

A patulina é um solido cristalino incolor com um peso molecular de 154,12 g/mol, ponto
de fusao de ||| °C, com uma absorvancia maxima a 276 nm e uma absortividade molar
de 14600 L/mol/cm em etanol. E soltvel em agua, etanol, acetona, acetato etilo, éter
etilico e cloroféormio, mas insoluvel em benzeno e éter de petrdleo. A patulina possui
uma consideravel estabilidade térmica a pH<6, é instavel em solugoes alcalinas e
degrada- se de forma gradual durante o armazenamento em presenga de sulfitos, grupos
sulfidril e acido ascorbico (Assungao et al., 2014).

Algumas micotoxinas sao relativamente termorresistentes e podem apresentar—se
ativas, mesmo apos o processamento térmico, sendo mais sensiveis ao tratamento
quimico. A patulina é exemplo disso, nao sendo destruida apos pasteurizagao do sumo
de maga por 10 segundos. Contudo, perde a sua atividade bioldgica em meio alcalino, na
presenga de cisteina ou ainda na presenca de conservantes de alimentos contendo
dioxido de enxofre (Nielsen, 2003)

A atividade da agua exerce forte influéncia sobre o desenvolvimento dos microrganismos
que causam degradagao do alimento. Em geral, o valor 6timo de atividade da agua para
o crescimento flngico é diferente do valor 6timo da atividade da agua em que o nivel
maximo de formagao de micotoxinas é observado. O intervalo de temperatura para o
crescimento e produgao de patulina por P. expansum é 0-24 °C e a atividade da agua
maxima é 0,99 (Zhong et al., 2018).

De acordo com muitos estudos bioquimicos, a biossintese de patulina envolve 10 etapas,

conforme ilustrado na figura |.
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Figura I: Biossintese da patulina (Retirado de Puel, Galtier e Oswald, 2010).

Recentemente, foram identificados por Li e col. (2019), quinze genes envolvidos na
biossintese da patulina. Entre eles, os genes PatE e PatH sao comprovadamente
necessarios para a producao de patulina (Li et al., 2019). Além disso, foram identificadas
trés proteinas pertencentes a familia Velvet responsaveis pela regulagao dos niveis de

patulina, sao elas: veA, velB, velC (Zhai et al., 2019).

2.3. Toxicinética

O trato gastrointestinal constitui uma importante barreira que separa o interior do
corpo humano do ambiente externo, estando diretamente envolvido no metabolismo e
transporte de substancias endogenas e exdgenas. A mucosa intestinal € a primeira
barreira biologica encontrada pelas toxinas presentes na dieta, podendo assim ser
exposta a teores elevados destes contaminantes presentes nos alimentos,
nomeadamente, as micotoxinas (Saleh e Goktepe, 2019).

Apesar do interesse crescente por parte da comunidade cientifica pela patulina, existem
poucos dados acerca da sua absorgao e metabolismo. Os estudos existentes sobre a
patulina foram realizados em ratos, nao existindo dados em humanos sobre a sua

absorgao, comportamento toxicocinético e metabolismo. Esta questao prende-se com



o facto da analise da patulina em produtos a base de maga ter-se revelado pouco sensivel
e a patulina ser rapidamente absorvida para o sangue (Rychlik et al., 2004).

Nesse ambito, num primeiro estudo, na década de 70, foi administrada [14C]-PAT em
ratos e avaliada a radioatividade em urina, fezes e diferentes tecidos. Os autores
detetaram 50 % da radioatividade nas fezes apos 24 h, assumindo que essa percentagem
de patulina tera sido excretada sem qualquer absorgao ou que sofreu o ciclo entero-
hepatico para regressar ao limen intestinal (Dailey, Blaschka e Brouwer, 1977). Apos a
ingestao de patulina, esta é rapidamente excretada (cerca de 87 %), sendo excretada nas
fezes (49 %), na urina (36 %) e pelas vias respiratérias na forma de didxido de carbono
(1-2 %) (Moss, 2008).

A biodisponibilidade oral pode ser dividida em trés processos: libertagao do composto
durante a digestao no trato gastrointestinal; absorgao da fragao inteligivel
(bioacessibilidade); e metabolizagao no intestino e figado (efeito de primeira passagem)
(Brandon et al., 2012). A bioacessibilidade de um contaminante pode ser considerada um
indicador da respetiva biodisponibilidade maxima a nivel intestinal (Assungao et al., 2014).
Rychlik e col. (2004), realizaram um estudo in vitro e in vivo com a finalidade de analisar
o processo metabdlico da patulina. Embora a patulina estivesse presente em
concentragoes elevadas, verificou-se que podia ser degradada durante o seu percurso
pelo sistema gastrointestinal ou até mesmo, desaparecer rapidamente apos o contato
com o sangue. Este estudo concluiu que a patulina nao apresentava efeitos sistémicos e
que a sua agao toxica era limitada a nivel local (Rychlik et al., 2004).

Até ao momento, poucos estudos foram realizados para determinar a bioacessibilidade
de patulina em produtos de maga, isto &, avaliarem a fragao que estara disponivel para
absorgao, no intestino, apds o processo digestivo. Assungao e col. (2005) reportaram
valores médios de bioacessibilidade intestinal de 27,7 + 13,5 % em sumos de fruta a base
de maca. Atribuiram a redugao dos teores de patulina no final da fase intestinal a agao
dos processos digestivos que poderao originar alteragoes na sua estrutura quimica ou
eventual formagao de novos compostos. Em contraste, sao de realgar os elevados
valores de bioacessibilidade na fase oral e gastrica (superiores a 75 %). Estes dados vém
alertar para potenciais perigos para a saude, decorrentes da exposi¢cao a patulina em
alimentos contaminados, face ao periodo de permanéncia desta micotoxina no

organismo durante a digestao, em particular, na fase gastrica (Assungao et al., 2015).



Atendendo aos efeitos potencialmente prejudicais a salde, é importante compreender
melhor o efeito da patulina na estrutura e mucosa intestinal.

Mahfoud e a sua equipa (2002) demostraram que a exposicao de células epiteliais
intestinais a patulina resultou numa diminuicdo acentuada na resisténcia elétrica
transepitelial para concentragoes de micotoxinas entre 50 e 90 uM (Mahfoud et al.,
2002). Anos mais tarde verificou-se que, para concentragoes superiores (100 pM)
observava-se uma redugao de 95 % na resisténcia elétrica transepitelial apos 5 horas de
exposicao das células (MclLaughlin et al., 2009). Mais recentemente, verificou-se que a
patulina tem a capacidade de alterar diretamente a permeabilidade e o transporte de

ioes na mucosa intestinal intacta de ratos (camundongo) (Mohan et al., 2012).

2.4. Toxicidade

A patulina representa uma preocupagao particular uma vez que a exposi¢ao humana a
esta micotoxina pode resultar em toxicidade aguda ou croénica, descrevendo-se como
potenciais efeitos de exposigao os efeitos imunoldgicos, neuroldgicos e gastrointestinais
(Puel, Galtier e Oswald, 2010).

Os registos de efeitos toxicos em animais associados ao consumo de alimentos
contaminados com patulina sao reduzidos. No entanto, no Japao, em 1954, associou-se
a patulina a morte de 100 vacas que ingeriram malte de cevada contaminada (Iwahashi
et al.,, 2006). O consumo de residuos de malte de cevada contaminado com patulina foi
também associado a problemas toxicos em bovinos, os quais se caracterizaram por
perturbagoes neurologicas. Um outro caso refere a associagao de patulina a ocorréncia
da sindrome hemorragica e morte de animais apds consumo de silagem contaminada
com esta micotoxina (Moake, Padilla-Zakour e Worobo, 2005). Ensaios efetuados em
modelos animais demonstraram que a patulina tem um grande espectro de toxicidade,
nao so6 é considerada bactericida e fungicida como, em concentragoes em 0,3-2,5 mg/g
pode provocar a morte imediata por edema cerebral e hemorragias nos pulmoes (Moss,
2008).

A patulina foi classificada no grupo 3 pela IARC, isto &, “nao classificavel quanto a sua
carcinogenicidade em humanos”, onde se incluem os compostos para os quais nao
existem evidéncias de carcinogenicidade para humanos (IARC, 2018; Puel, Galtier e
Oswald, 2010).

Diversos estudos de toxicidade demostram que a patulina é genotoxica, mutagénica,

imunossupressora e neurotoxica. A ingestao de frutas e vegetais contaminados com
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patulina podem originar complicagoes de saude, como supressao imunoldgica,
inflamagao gastrointestinal, Glceras e sangramento, mutagenicidade e carcinogenicidade,
embriotoxicidade e efeito teratogénico (Ramalingam, Bahuguna e Kim, 2019; Saleh e
Goktepe, 2019).

Varios estudos tém concluido que as espécies reativas de oxigénio sao a chave para
mediar a toxicidade da patulina (Pal, Singh e Ansari, 2017). No ano 1996, Barhoumi e
col. demonstraram, em hepatocitos de rato, que a deplegao de glutationa pela patulina
resulta na formagao de espécies reativas de oxigénio. Devido as caracteristicas
eletrofilicas da patulina, esta forma adutos covalentes com porgoes nucleofilicas,
nomeadamente, tidis celulares, onde se insere a glutationa, fundamental para a
neutralizagao de radicais livres e oxidantes (Fliege e Metzler, 2000).

O tratamento de patulina em culturas de células de rim embrionarias humanas (HEK293)
e células HL-60 demonstraram a rapida formagao de espécies reativas de oxigénio,
incluindo o radical superéxido (O;). Simultaneamente, os niveis de peroxidagao lipidica
também aumentaram nas células HL-60. No mesmo estudo, as espécies reativas de
oxigénio mediadas por patulina foram correlacionadas com a ativagao da via de
sinalizagao ERK (Liu et al., 2006). A peroxidagao lipidica da membrana celular causada
pela patulina pode levar a formagao de espécies reativas de oxigénio, capazes de induzir
dano oxidativo no acido desoxirribonucleico (ADN) (Riley e Showker, 1991).
Recentemente foi descrito o efeito genotdxico da patulina em células humanas por meio
da indugao de espécies reativas de oxigénio (Moake, Padilla-Zakour e Worobo, 2005).
A luz dos conhecimentos atuais, é reconhecido que as micotoxinas, nomeadamente a
patulina, sao capazes de alterar a resposta imunologica. A patulina é capaz de reduzir
notavelmente a expressao de IL-23, IL-10 e TGF-B em macroéfagos de bovinos (Liu et al.,
2006). Verificou-se o aumento dos niveis de citocinas Th2 e diminuigao da produgao de
IFN-gama em rato quando expostos a patulina. A patulina causa hiperatividade das vias
aéreas e inflamagao pulmonar eosinofilica, aumentando assim, a resposta imune alérgica
(Schutze et al,, 2010). A exposicao de patulina durante 60 a 90 dias em ratos machos
causou hemorragia, hiperplasia de células plasmaticas, dilatagao e fibrose no cortex,
aumento do tecido adiposo, adelgagamento do cértex numa concentragao de 0,1 mg/kg
p.c. (Schitze et al., 2010).

Estudos sobre os mecanismos de toxicidade referem a supressao do gene Rpn4, através

da ativagao do fator de transcricao Rpn4, que controla a expressao do proteassoma —



responsavel pela degradagao de proteinas com erros de sintese, como um importante
mecanismo de toxicidade da patulina. Com o aumento da expressao de Rpn4 existe um
aumento da degradagao das proteinas. No entanto, este mecanismo pode ser reversivel
com a eliminagao da patulina, conforme demonstrado em células de levedura (Guerra-
Moreno e Hanna, 2017). Estudos referem a via oxidativa como a principal via de
toxicidade.

A toxicidade da patulina tem sido estudada em modelos animais, como ratos, galinhas,
coelhos e macacos, e os principais efeitos nocivos encontram-se indicados na tabela |.
Estudos observacionais sugerem que os principais locais de acumulagao de patulina sao
os eritrocitos e orgaos hipervascularizados, como o bago, rim, pulmao e figado (Pal,

Singh e Ansari, 2017).

Tabela I: Principais efeitos toxicos da Patulina demonstrados in vitro e in vivo, em

diferentes espécies e diferentes doses (Modificado de Saleh e Goktepe, 2019).

EFEITOS TOXICOS Modelo Referéncia
DESCRITOS animal/célula  bibliografica
Agitacao, convulsoes, dispneia,
congestao pulmonar, edema,
hiperemia, distensao do trato
Exposicao al:tr intestinal, nauseas, degeneraga Rato; (Al-Hazmi, 2014)
oi inal, nauseas, o .
aguda 8 , o & . ¢ Hamster-. (Rychlik et al., 2004)
das células epiteliais, hemorragia
intestinal, inflamacao intestinal, Glcera
intestinal.
Genotoxicidade, neurotoxicidade, (Duranova et dl.,
Exposigao hepatoxicidade, imunotoxicidade, Rato; 2015)
cronica imunossupressao, teratogenicidade, Coelho. (Jayashree et dl.,
carcinogenicidade. 2017)
Rutura da membrana plasmatica,
D ; P , (Schumacher,
inibicao da sintese de proteina,
. , - - . Rato; Metzler e Lehmann,
Efeito a nivel | alteracao da transcricao e traducao, .
L , o n Eritrocitos 2005)
celular inibicao da sintese de ADN, inibicao
. . humanos. (Mohan et al., 2012)
da urease, perda de glutationa livre,
(Lupescu et al., 2013)
entre outros

2.5. Avaliagao da exposicao

Na avaliagao de risco a saide humana, a ingestao de alimentos é considerada a principal
via de exposicao a muitos contaminantes gerados por contaminagao industrial ou

ambiental ou como resultado do processamento, embora a quantidade total de um
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contaminante ingerido (dose externa) nem sempre reflita a quantidade disponivel ao

organismo (dose interna) (Saleh e Goktepe, 2019).

2.5.1. Biomonitorizagao humana

Nos ultimos anos, a biomonitorizagao humana tem sido considerada uma ferramenta
poderosa e promissora para avaliar a exposicao (pela avaliagao da dose interna) a
contaminantes de diferentes origens, fornecendo informagoes de vias de exposicao
diferentes (oral, cutanea e inalatoria) e contribuindo para definir a exposigao total de
um individuo (Zidek et al., 2017). A biomonitorizagao humana avalia a exposigao humana
a compostos quimicos e seus efeitos através da medigao da concentragao desses
compostos ou dos seus metabolitos em amostras biologicas. Os estudos de
biomonitorizagao humana permitem determinar a exposicao a nivel individual e,
consequentemente, realizar a avaliagdo de risco. Na area de seguranga alimentar, a
avaliagao da exposicao combina dados de consumo e dados de ocorréncia (Martins et
al,, 2019).

No estudo recente de biomonitorizagao humana de Martins e col. (2019) foi avaliada a
exposi¢ao da populagao portuguesa adulta a 37 biomarcadores de micotoxinas em
amostras de urina revela a presenca de zearalenona, desoxinivalenol, ocratoxina A,
alternariol, citrinina e fumonisina Bl. A molécula da patulina nao foi detetada em
nenhuma das 94 amostras de urina (Martins et al, 2019). Para além deste estudo
desenvolvido em amostras biologicas de adultos, do conhecimento da autora, nao foram

desenvolvidos estudos de biomonitorizagao de patulina em criangas.

2.5.2. Exposicao alimentar

A principal via de exposigao do Homem as micotoxinas, em particular a patulina, € a via
alimentar (Saleh e Goktepe, 2019). Os fungos produtores de patulina, particularmente
P. expansum, infetam frutas, incluindo magas, péras, uvas, cerejas, ameixas, alperces,
péssegos, damascos, nectarinas, framboesas, amoras, morangos, bananas, mirtilos e
groselhas, e também de produtos horticolas como tomate. Podem ainda estar presentes
em oleaginosas, como améndoas, nozes, avelas e amendoins, bem como no queijo. A

contaminagao de patulina esta principalmente associada as zonas do alimento em



decomposigao, difundindo-se até cerca de | cm no tecido saudavel circundante (Sabino,
2008).

Numerosos estudos referem a presenga de patulina em diferentes produtos de
transformacgao da fruta incluindo sumo de maca, uva, péra, groselha, laranja, ananas e
maracuja, puré de maga, compotas de groselha e de mirtilos e alguns alimentos infantis.
Quando se usa fruta deteriorada na preparagao de sumos ou purés (fabrico industrial),
o produto final pode apresentar patulina devido a contaminagao pelas zonas deterioradas
da fruta com o fungo e respetiva micotoxina. Estes alimentos constituem, portanto, as
principais fontes de exposigao humana a patulina (Gokmen e Acar, 1998; Leggott e
Shephard, 2001).

Em 2001, a agéncia americana Food and Drug Administration (FDA) refere num documento
relativo a avaliagdo da seguranca e gestao de risco da patulina que, devido a natureza do
alimento, aos processos de fabrico ou as praticas de consumo, esta micotoxina parece
nao constituir motivo de preocupagdo em termos de segurancga alimentar, a excegao do
sumo de mag¢a. O mesmo organismo defende que, no caso do queijo, a presenga de um
elevado teor de cisteina interage com a patulina inativando-a e no caso dos frutos, as
partes deterioradas sao removidas antes do seu consumo.

Estudos publicados nos Udltimos anos indicam que a exposicao das criangas a esta
micotoxina através do consumo de alimentos a base de maga atinge ou excede a Dose
Diaria Admissivel Maxima Provisoria (DDAMP) durante a infancia (Baert et al., 2005).
A avaliagao da exposi¢ao a patulina na populagao dos Estados-Membros da UE, foi
realizada por um esfor¢o de Cooperagao Cientifica em 2002, embora a maioria dos
dados sobre a ocorréncia de patulina tenham origem no norte da Europa (Majerus e
Kapp, 2002). Um conjunto de 10 paises da UE, incluindo Portugal, estimaram a exposi¢ao
alimentar a patulina numa amostra composta por 7277 alimentos, como sumos de maga,
uva, péra, entre outros, e purés de maga. De modo geral, os resultados obtidos
evidenciaram a escassa informagao quanto aos consumos da populagao infantil e, que
apenas 2,4 % das amostras apresentavam teores superiores a 50 pg/Kg, indicando que
os produtos que circulam na UE apresentam uma boa qualidade sanitaria em relagao a
contaminagao com patulina. Quanto aos purés de fruta revelaram que 7,2 % das
amostras estavam contaminadas com valores entre 0,25 pg/kg (LOD) até 86 pg/kg

(Majerus e Kapp, 2002).



2.5.2.1. Consumo infantil

A diferenga do consumo alimentar entre criangas e adultos significa que, para uma
determinada concentragao de um contaminante, uma crianga ira estar sujeita a uma
exposi¢ao maior (em termos de mg/kg peso corporal) comparativamente a um adulto
que consuma a mesma quantidade de maga (Beretta et al., 2000).

As frutas que podem ser introduzidas na alimentagao a partir do sexto més de vida sao
importantes fornecedores de vitaminas, minerais e fibras. Os nutrientes adquiridos
através de uma dieta rica em fruta contribuem para a prevengao do cancro e de doengas
cardiovasculares. A maga, a péra e a banana sao habitualmente as primeiras frutas a
serem introduzidas na alimentagao do lactente. Em Portugal, o consumo de sumo e
purés de frutas ajuda a cumprir a recomendagao alimentar, sendo que o consumo de
sumo de fruta corresponde a 50 % de todas as por¢oes de fruta consumidas por criangas
e adolescentes dos dois aos |8 anos, e 1/3 de todas as frutas e vegetais consumidos
pelos pré-escolares (Raiola et al,, 2012).

Na UE, o consumo de sumos de frutas e néctares varia consideravelmente entre os
Estados Membros, dependendo das condigoes climaticas e de habitos de consumo, que
atingiram em média, | 10 mL por dia em 2007 (Raiola et al., 2012).

Um estudo conduzido em Portugal (EPACI, 2012), com objetivo de definir o padrao
alimentar precoce e a sua influéncia no estado de nutrigao das criangas portuguesas nos
primeiros anos de vida, revelou que 93 % da amostra consumia fruta fresca diariamente

e que || % consumia puré de fruta (fruta em boiao) (Moreira et al., 2012).

2.6. Ocorreéncia da patulina em géneros alimenticios

De forma a avaliar a exposigao das criangas a patulina, € importante conhecer os niveis
de contaminagao dos alimentos destinados a lactentes e criangas jovens. Neste ambito,
ao longo da dltima década tém sido publicados diversos estudos de ocorréncia de
patulina em diversos paises com o objetivo de avaliar a extensao e os niveis de
contaminagao de magas e de produtos a base de maga, entre outras matrizes.

A tabela 2 relne os dados recentes sobre a ocorréncia de patulina em varios alimentos

a base de maga, como sumos e purés de fruta, destinados a alimentagao infantil.



Tabela 2: Ocorréncia de Patulina em produtos alimentares a base de magd, segundo estudos recentes (2002-2020).

Teores (ug/kg ou ug/L)

pais Perlodode « Tipode N bositive Média e LOD/LOQ Técnica Referéncia
amostras amostras P desvio Min. - Max. (ngl/kg ou pg/L) analitica Bibliografica
padrio
Macas e sumos
- de fruta B LOD: 0,04 (Igbal et al.,
Paquistio 2017 237 (incluindo 136 I5 pg/kg <LOD - 120,5 LOO: 0.12 HPLC-UV 2018)
maga)
Sumos de fruta . o
Sérvia 2013-2015 142 (saboramaci 73 (51,4%) 84+ 10,5 65,4 t&%— o HPLC-UV %‘I’;‘)’V'C et al,
e multifrutos) T
:lnSa:;mos de 35+22 8,3(sumos de
- o sumos e purés fruta)
66 purés de 75 (35%) ( . . -
Sérvia 2013-2015 214 maga; (Purés de fruta: de fruta) 7,7 (pures de LOD'_ 04 HPLC-UV (Torovi¢ et al,
100 sumos de  16,7%) 24+52 fruta) LOQ: 1,0 2017)
maci (com ’ (sumos com 30,2 (sumos de
palfﬂnha)' palhinha) fruta)
Sumo e puré 6 — 173 (sumo) . - .
Irfo 2012 32 defruta(maci 10 (31%) 3421 £2526 37 (puré de LOD: 2,0 e (Azizi e Rouhi,
A - LOQ: 6 2013)
e péra) maga)
Sumo de maca, 23,1% (Marin et al
Espanha 201 | 108 Neéctares e (purés de fruta: - 2,5-1269 - HPLC 2011) v
Puré de Fruta  0%)
Agosto 2007 68sumos de 33 (334 (Barreira,
Portugal _M |44 Maca (puré de fruta: |94 LOD: 1,2 SPE- Alvito e
ortuga 200;”*"’ 76 purés de 7'3,/“) ¢ defruta: - ’ LOQ: 3,9 HPLC-UV  Almeida,
maci 3 2010)

AC — Agricultura Convencional; AB — Agricultura biologica; GC-MS — Gas Cromatography-mass spectroscopy; HPLC — High-performance liquid chromatography; SPE-HPLC-UV — High-performance
liquid chromatography with solid-phase extraction and UV detection; LOD — Limite de detegao; LOQ — Limite de quantificagao; ND — Nao divulgado;



Tabela 2: Ocorréncia de Patulina em produtos alimentares a base de magd, segundo estudos recentes (2002-2020) (cont.).

Periodo de

Teores (ug/kg ou pg/L)

. Tipo de . Média e LOD/LOQ Técnica Referéncia
Pais recolhade N N positivo . . . e oo
amostras desvio Min. — Max. (ngl/kg ou pg/L) analitica Bibliografica
amostras o
padrao
60 sumos de maca
(40 AC, 20 AB) )
lealia 2008-2009 120 60 sumos de 78 (65%) 6,28 3-9 ::83‘_ '3’0 P;Ig_/ k€ HpLc g?o;glrg? et
multifrutos (40 AC, o HE N
20 AB)
Marmelada e
. compota
fnmd.”(tr‘r’f abasede 10 %) LOD: 2.8 (Fun
Argentina 2009 45 TasaIMATMCRTL  puré de 123,0 22 - 221 LOQ: 4,7 SPE e
compota, doce e ~. Qo . Resnik, 2009)
uré) maga: 9%) Puré de fruta
P LOD: 3,8
LOQ: 6,3
Sumo de fruta
Cancun, ’ o LOD: 1,2 (Yuan et dl,
China 2009 95 Sumo,concentl:ado 19 (20%) 20,4 <l,2-673 LOO: 1.8 HPLC-UV 2010)
e puré de maga
Cidra, puré de HPLC (Cunha, Faria
Portugal 2008 33 maga para lactentes 25 (77,8%) - 2,1 — 12,6 LOD: 0,4 e Fernandes,
< GC-MS
e sumo de maga 2009)
14 (26%)
Valonc rPnrod~u(tosr;1 basersle an:lczistras, L0D: 0. SPE-LC- (Gonzalez-
Ea en;a' 2006 53 agits“ i d°r’ pure, Ze(33?,/;‘“e - 1,5 50,9 LOO: 0.3 uv Osnaya et dl,
spanha ogurte, cicra, 2% e GC-MS  2007)
cereais, maga) puré de
macga

AC — Agricultura Convencional; AB — Agricultura biologica; GC-MS — Gas Cromatography-mass spectroscopy; HPLC — High-performance liquid chromatography; SPE-HPLC-UV — High-performance
liquid chromatography with solid-phase extraction and UV detection; LOD — Limite de detegao; LOQ — Limite de quantificagao; ND — Nao divulgado;



Tabela 2: Ocorréncia de Patulina em produtos alimentares a base de magd, segundo estudos recentes (2002-2020) (cont.).

Teores (ug/kg ou pg/L)

Periodo de

. Tipo de N Média e LOD/LOQ Técnica Referéncia
Pais recolhade N . . . . - Pt
amostras positivo desvio Min. — Max. (ngl/kg ou pg/L) analitica Bibliografica
amostras o
padrao
Sumos de fruta 57 115 AC (Piemontese,
Italia 2004 169  (maga, péra) e (33,7%) ’ 69,3 LOQ: 0,5 HPLC Solfrizzo e
. < 4,78 AB : )
Puré de maga Visconti, 2005)
sumo maga
100%, sumo ¥ LOD: 5
Italia 2003 40 multifrutos, o 26,7 1,4 pg/L — 74,2 ’ HPLC (Ritieni, 2003)
, < (27,5%) LOQ: 10
puré de maga e
vinagre de maga
UE (Alemanha,
Austria, Bélgica, ~
. sumos de maga,
Dinamarca, uva, péra, entre Varia consoante (Majerus e
Espanha, Franga, 2002 7277 » pera, ent! ND ND - 3533 , HPLC-UV l
Holanda outros, e purés cada pais Kapp, 2002)

. de macga
Inglaterra Italia,

Portugal, Suécia)

AC — Agricultura Convencional; AB — Agricultura biologica; GC-MS — Gas Cromatography-mass spectroscopy; HPLC — High-performance liquid chromatography; SPE-HPLC-UV — High-performance liquid
chromatography with solid-phase extraction and UV detection; LOD — Limite de detegdao; LOQ — Limite de quantificagao; ND — Nao divulgado;



Conforme apresentado na tabela 2, os valores de incidéncia de contaminagao por
patulina foram elevados, associado ao nivel de contaminagao também este elevado, com
niveis superiores a 10 pg/kg em sumos de maga e purés de fruta. A incidéncia de
contaminagao por patulina € um problema a nivel mundial. De facto, a maioria dos dados
disponiveis sobre a ocorréncia de patulina referem, como principais alimentos afetados,
as magas e produtos produzidos a base de maga. Contudo, esta micotoxina também foi
identificada em péras, péssegos, morangos, mirtilos, cerejas, damascos e uvas (Majerus

e Kapp, 2002).

2.7.  Efeito dos processos tecnologicos alimentares

A patulina pode resistir a varias operagoes de tecnologia alimentar, como aquecimento
e moagem. A fermentagao parece destruir a patulina e, como tal, nao é detetada em
bebidas alcoodlicas produzidas a partir de fruta, nem em vinagres de fruta. Apesar da
fermentagao alcoodlica de sumos de fruta destruir a patulina, foi detetada patulina em
produtos fermentados aos quais foi acrescentado sumo de maga depois da fermentagao.
A patulina é relativamente estavel a temperatura, em especial em pH acido. Verificou-se
que tratamentos curtos a altas temperaturas (150 °C) resultam numa redugiao até 20 %
das concentragoes de patulina. Contudo, o tratamento térmico por si s nao € suficiente
para garantir um produto isento de patulina. No caso dos sumos de maga, o
processamento térmico (pasteurizagao) parece reduzir apenas de forma moderada o
teor de patulina, pelo que a toxina inicialmente presente no sumo de maga ira resistir
aos processos de pasteurizagao e podera estar presente no produto final (loi et al.,
2017).

Varios métodos de degradagao de patulina tém sido testados. Alguns métodos, sao
utilizados como aditivos nos sumos e purés a base de maga, mas que se verificou ter
impacto na redugao dos teores de patulina. Da variedade de produtos quimicos
estudados, os mais promissores sao o acido ascorbico, amoénio, permanganato de
potassio, dioxido de enxofre, ozono e algumas vitaminas do complexo B (Burroughs,
1977; Yazici e Velioglu, 2002). O 4cido ascorbico parece provocar a redugao da patulina
presente em sumo de maga, apesar de nao terem sido completamente determinadas as
condigoes Otimas para a inativagao. Ligeiras redugoes de patulina pelo acido ascérbico
foram relatadas, num estudo que observou a redugao de 5 % apds 3 horas e 36 % apos

44 horas (Frémy et al, 1995). A degradagao da patulina durante o armazenamento
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também foi observada. O conteldo de patulina num sumo de maga com acido ascérbico
adicionado foi reduzido em 70 %, verificando-se uma redugao de apenas 30 % no sumo
de maga sem adigao de acido ascorbico, apoés um periodo de 34 dias (Drusch, Kopka e
Kaeding, 2007).

A presencga e a extensao da contaminagao por patulina em produtos processados servem
como um indicador da qualidade da fruta utilizada no processamento e como parametro

de qualidade do produto (Moake, Padilla-Zakour e Worobo, 2005; Sabino, 2008).

2.8. Vulnerabilidade infantil

A infancia representa um periodo de vida do ser humano no qual ocorrem varias
alteragdes, nomeadamente anatomicas, fisiologicas, metabdlicas, funcionais,
toxicocinéticas e toxicodinamicas. Os 6rgaos passam por um rapido desenvolvimento
durante a gestagao e durante a infincia os 6rgaos ainda se encontram em formacgao e
maturagao, resultando em sensibilidades potencialmente diferentes a exposi¢coes
quimicas em comparagao com um adulto. Até aos 3 anos, as criangas estao em constante
crescimento e apresentam necessidades nutricionais elevadas, sendo especialmente
dependentes dos seus educadores. Além disso, a infancia é igualmente considerada um
periodo formativo onde os habitos e as preferéncias sao estabelecidas, bem como o
desenvolvimento e manutengao de comportamentos saudaveis (Afonso et al., 2012). As
criangas constituem um grupo populacional muito vulneravel a exposicao por
contaminantes diferenciando-se dos adultos, principalmente pelos seus fatores
intrinsecos e os extrinsecos. Durante o desenvolvimento infantil ocorrem alteragoes
intrinsecas, influenciadas significativamente por fatores genéticos, que representam um
fator fundamental na determinagao da suscetibilidade a exposi¢ao diaria a contaminantes
através de diferentes vias: cutanea, respiratoria e alimentar (WHO, 201 1).

Os primeiros efeitos adversos podem ter consequéncias ao longo da vida e estar na
origem do desenvolvimento de doengas cronicas, incluindo doengas neurologicas e
doengas do sistema imunoldgico.

As principais diferengas fisiologicas e de exposicao entre as criangas e adultos incluem:
pequeno tamanho e grande area superficial em relagao ao peso; uma taxa metabolica
mais alta; crescimento rapido; corpo diferente e composicao; e imaturidade funcional

dos orgaos e outros sistemas do corpo (WHO, 2011).



Um dos principais fatores extrinsecos que afetam a suscetibilidade a exposigao a
contaminantes € a alimentagao e o contato direto com o meio ambiente. Muitos
contaminantes existentes no meio ambiente contaminam a cadeia alimentar. E exemplo,
o facto dos lactentes estarem expostos a substancias quimicas através do leite materno,
a sua primeira fonte de alimento e através da ingestao indireta, caso a crianga manuseie
ou consuma alimentos que estiveram em contato com o solo ou outras superficies
contaminadas (Saleh e Goktepe, 2019).

E igualmente relevante, a relagio entre o peso corporal e a quantidade de alimento
ingerido, uma vez que as criangas consomem mais alimentos e bebidas por quilograma
de peso corporal que os adultos. O baixo peso corporal de uma crianga pode torna-la
mais propicio a infegoes e, em situagoes mais graves, causar a morte. Esta situagao
verifica-se sobretudo em paises em desenvolvimento, onde os recursos sao escassos e

as criangas tornam-se extremamente vulneraveis as exposigoes ambientais (Speijers e

Speijers, 2004).

2.9. Metodologias analiticas

A maioria das micotoxinas encontram-se nos alimentos em concentragdes que
requerem métodos analiticos sensiveis e confiaveis para sua detegao. Devido a variedade
de estruturas quimicas destes compostos, nao € possivel usar um método padrao para
detetar todas as micotoxinas (Turner, Subrahmanyam e Piletsky, 2009).

A metodologia analitica para a analise de micotoxinas compreende trés etapas
fundamentais: extragao da totalidade ou parte da amostra, purificagao do extrato obtido,
quantificagao e confirmagao da presenca da micotoxina avaliada.

Os métodos de extragao e purificagao devem ser confiaveis e sao fundamentais para o
sucesso da analise. Esta fase de extracao e purificagao é geralmente a mais morosa e sao
dependentes da matriz e da estrutura da toxina (Turner, Subrahmanyam e Piletsky,
2009). Foram desenvolvidos uma variedade de métodos para a extragao, detegao,
quantificagao e confirmagao de patulina em géneros alimenticios.

Inicialmente foi validado o método de extragao liquido-liquido (LLE) para a determinagao
de patulina em sumo e puré de maga, tendo sido adotado como método oficial da
Association of Oficial Analytical Chemistry (AOAC). O solvente de extragao utilizado

correspondia ao acetato de etilo (C4HsO,) e o solvente de purificagao ao carbonato de



sodio (Na,CO;). Este método é consideravelmente dispendioso e moroso devido ao
uso elevado de solventes organicos, e os procedimentos de limpeza podem degradar a
patulina, uma vez que é mais estavel em meio acido. Por este motivo, esta etapa tem
vindo a ser substituida por novos métodos, mais rapidos, como por exemplo, o método
de extragao em fase solida (SPE) e a microextragao em fase sélida (SPME). O SPE tem
sido utilizado por diversos autores na preparagao de amostras, como método de
extragao e/ou purificagao de patulina (Turner et al,, 2015; Wu et al., 2009)

Os métodos analiticos inicialmente utilizados na detegao e quantificagao de micotoxinas
em géneros alimenticios baseavam-se inicialmente na cromatografia em camada fina
(TLC), tendo sido considerada como o método oficial da AOAC (Turner et al,, 2015).
Apesar de esta técnica ter sido em muitos casos substituida por métodos de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia em fase gasosa (GC),
ainda se aplica com alguma frequéncia na determinagao de aflatoxinas, em particular em
paises em desenvolvimento (Turner, Subrahmanyam e Piletsky, 2009).

Atualmente, os métodos mais utilizados na quantificagao de micotoxinas em alimentos
para humanos e animais incluem a cromatografia liquida de alta eficiéencia (HPLC)
associada a varios tipos de detetores, como, detetores ultravioleta (HPLC-UV), detetor
de fluorescéncia (HPLC-FL) ou espectrometria de massa (LC-MS) e a cromatografia
gasosa acoplada a varios detetores, tais como o de ionizagao de chama (GS-FID), de
captura eletronica (GC-ECD) ou de massa (LC-MS) (Turner et al., 2015).

O método de detegao por ultravioleta, através da técnica de HPLC-UV, revela-se mais
sensivel devido a forte absorgao de UV — A maximo 276 nm (Kralj Cigi¢ e Prosen, 2009).
Contudo, trata-se de um método dispendioso e complexo. Foi considerado o método
oficial (método 995.10), adotado pela AOAC, para sumo de maga com um limite de
detegao de 5 pg/kg (Kralj Cigic¢ e Prosen, 2009; Moake, Padilla-Zakour e Worobo, 2005).
Atualmente, para confirmar a presenga de patulina geralmente sao utilizadas técnicas de
detecao mais especificas, como MS seguido por LC ou separagao por GC (Moake,
Padilla-Zakour e Worobo, 2005).

O ensaio imunoenzimatico ELISA (do Inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) é um
dos métodos rapidos mais utilizados para o rastreio de micotoxinas. Os testes ELISA
sa0 ensaios imunoenzimaticos, nos quais o principio basico reside na utilizagao de
anticorpos, analitos (antigénios, micotoxinas, etc.) ou analogos dos analitos ligados a

enzimas para amplificagao do sinal detetado. De facto, o uso de enzimas neste tipo de
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testes permite catalisar a reagao de uma dada espécie quimica de modo a esta dar origem
a um produto com uma cor diferente, medida por espectrofotometria ou por
colorimetria. Esta metodologia permite a detegao de micotoxinas em varios alimentos,
desde oleaginosas a cereais, leite e carnes, entre outros. Existem varios tipos de testes
ELISA: direto, indireto, sandwich, competitivo e nao competitivo, mas apenas € aplicavel
nas micotoxinas o formato competitivo devido ao tamanho destas (Turner et al., 2015).
O método ELISA encontra-se comercialmente disponivel em kits e permite quantificar
micotoxinas quantitativa e qualitativamente. As vantagens do método ELISA passam por
terem um procedimento simples de preparagao da amostra e nao exigirem equipamento
especializado. Por outro lado, este método, apesar de ter limites de detegao
comparaveis com os métodos cromatograficos, tem como desvantagem a possibilidade
de apresentar falsos positivos e falsos negativos. De facto, os métodos rapidos aprovados
oficialmente, nos quais o método ELISA se insere, sao utilizados sobretudo para analise
de screening, uma vez que apesar de os resultados negativos obtidos poderem ser
considerados como efetivamente negativos, os resultados positivos devem ser
confirmados por métodos de referéncia. Desta forma, este método é comumente
utilizado como método de rastreio, sendo necessaria a confirmagao dos testes com
resultado positivo, por outros métodos de analise mais sensiveis e precisos, de modo a
avaliar com maior rigor os niveis de contaminagao por micotoxinas (Kralj Cigi¢ e Prosen,
2009).

Para os métodos ELISA semi-quantitativos, € necessario estabelecer uma curva de
calibragao para o calculo da concentragao das amostras medidas posteriormente.
Quando se utilizam kits ELISA comercialmente disponiveis, os padroes para a preparagao
da curva de calibragao estao incluidos no kit. A curva de calibragao deve apresentar os
dados estatisticos de intersec¢ao, da equagao da regressao linear e o coeficiente de
correlagao. Assim, torna-se necessario o uso de um numero suficiente de solugoes-
padrao para definir adequadamente a relagao entre a concentragao e a resposta. A curva
de calibragao pode ser construida usando-se, no minimo, cinco valores de concentragao

enquadrados no intervalo definido (Turner, Subrahmanyam e Piletsky, 2009).

2.10. Limites e Legislagao

Devido a gravidade do efeito das micotoxinas na saude humana e animal, a Uniao

Europeia (UE) tem elaborado legislagaio especifica e programas de controlo
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estabelecendo os teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros
alimenticios incluindo as micotoxinas, assim como, sobre as determinagoes analiticas,
tais como:

e O Regulamento (CE) N.° 1881/2006 da Comissao de 19 de Dezembro de 2006
que fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros
alimenticios (Comissao Europeia, 2005).

e O Regulamento (CE) N.° 401/ 2006 de 23 de Fevereiro que estabelece os
métodos de amostragem e de analise para o controlo oficial dos teores de
micotoxinas nos géneros alimenticios (Comissao Europeia, 2006).

e A Diretiva 2006/125/CE da Comissao de 5 de Dezembro de 2006, relativa aos
alimentos a base de cereais e aos alimentos para bebés destinados a lactentes e
criangas jovens (Comissao Europeia, 2006).

A patulina pertence a uma pequena lista de micotoxinas (aflatoxinas, ocratoxina A,
zearalenona, fumonisinas e tricotecenos) com niveis nos alimentos regulamentado em
muitos paises , tendo sido os paises europeus, os primeiros a propor limites maximos
(Puel, Galtier e Oswald, 2010). Atualmente cerca de 100 paises no mundo tém legislagao
ou recomendagOes relativas aos teores maximos de micotoxinas em alimentagao
humana e animal.

Na UE e nos EUA, com a preocupagao crescente com os potenciais efeitos negativos
para a salde da exposicao a patulina foram instituidos niveis maximos para o conteudo
de patulina em derivados de maga. Os limites maximos (LMs) para a patulina nos
alimentos destinados a alimentagao humana tém sofrido alteragoes ao longo dos anos.
Com base nos valores definidos de DDAMP, foi legislado o nivel maximo de patulina em
produtos a base de maga pela Comissao Europeia, pela autoridade de seguranca
alimentar americana FDA, pelo Ministério da Saude da Republica Popular da China, e
pela Agéncia Governamental Health Canada (China, 201 1; Comissao Europeia, 2006;
Health Canada, 2012; US-FDA, 2005).

Com o objetivo de diminuir a exposi¢ao a patulina, a Comissao Europeia estabeleceu
limites maximos nos alimentos que mais contribuem para a exposicao humana a esta
micotoxina. Desde 2003, com o Regulamento Europeu (CE) n° 1425/2003, foram
estabelecidos os niveis maximos de patulina em sumos de fruta, em especial no sumo de
maga, bem como em produtos sélido a base de maga, como a compota e o puré de

fruta, mais restritivos quando se destinam a ser consumidos por lactentes e criangas
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jovens (Comissao Europeia, 2003). Estes limites maximos foram mantidos no
Regulamento (CE) n° 1881/2006 (Comissao Europeia, 2006). Os limites maximos
estabelecidos na UE para a patulina em alimentos destinados a alimentagao humana
encontram-se resumidos na tabela 3.

Atualmente, a autoridade de seguranga alimentar americana FDA limita a patulina a 50
pg/kg. A Organizagao Mundial de Saude (OMS) recomenda um nivel maximo aceitavel
de 50 pg/kg de patulina em sumo de maga. Para produtos sélidos como compota ou

puré de maga o limite situa-se nos 25 pg/kg.

Tabela 3: Limites maximos de patulina estabelecidos pela Comissao Europeia

(1881/2006/EC, 2006).

Limites
Géneros alimenticios méaximos

(ug/kg)
Sumos de fruta, sumos de fruta concentrados reconstituidos e néctares de 50.0
frutas ’
Bebidas espirituosas, sidra e outras bebidas fermentadas derivadas de maga 50,0

ou que contenham sumo de maga

Produtos solidos a base de maga, incluindo compota e puré de maga
destinado ao consumo direto, com exce¢ao dos géneros alimenticios | 25,0
referidos nos pontos anteriores

Sumo de maga e produtos sélidos de maga incluindo compota e puré de
maga destinados a ser consumidos por lactentes e criangas jovens e 10,0
rotulados e vendidos enquanto tal

Alimentos para bebés, com excegao de alimentos a base de cereais 10.0
transformados destinados a lactentes e criangas jovens ’

O valor da dose semanal admissivel provisoria (DSAP) foi, inicialmente, estabelecido
pelo Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) em 7 pg/Kg por peso
corporal/semana (Borchers et al., 2010). Em meados de 1995, foi estabelecido pela
mesma entidade, o valor de 0,43 pg/Kg de peso corporal (p.c.)/dia como a Dose Diaria
Admissivel Maxima Proviséria (DDAMP), baseado no nivel sem efeitos adversos
observaveis (NOAEL) de 43 pg/kg p.c./dia (Martins et al., 2002; The World Heath
Organization, 1995). Anos mais tarde, foi estabelecido o valor de 0,4 pug/Kg p.c./dia, que
se mantem como DDAMP a data (Torovi¢ et al., 2017; US-FDA, 2005).

23



PARTE B - EXPERIMENTAL
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|. JUSTIFICACAO E OBJETIVOS DO ESTUDO

As criangas constituem um grupo vulneravel da populagao devido as suas caracteristicas
fisiologicas e metabolicas, apresentando uma dieta restrita nos primeiros tempos de vida.
O facto de poderem estar expostas a contaminantes presentes nos alimentos, como as
micotoxinas, constitui uma preocupagao pelo que urge desenvolver estudos de
exposi¢ao a contaminantes através da alimentagao (Speijers e Speijers, 2004).
E importante relembrar que parte significativa da ingestio alimentar de lactentes e
criangas se deve a produtos comerciais, cuja composi¢cao € na sua maioria a base de
maga. A patulina encontra-se largamente presente na maga, pelo que se considera este
fruto como um importante veiculo de exposicao dos bebés a esta micotoxina. Além
disso, um relatério da EFSA destaca que as fungoes gastrica, pancredtica e biliar nao se
encontram totalmente desenvolvidas nesta faixa etaria (Hardy et al., 2017).
O presente estudo pretendeu detetar e quantificar a patulina em purés de fruta que
incluissem maca, comercializados em Portugal, destinados a lactentes e criangas jovens.
Deste modo foram estabelecidos os seguintes objetivos:

— Avaliagao da ocorréncia e dos niveis de contaminagao de purés de fruta, com

maga na sua composicao, destinados a alimentagao infantil, disponiveis no

mercado portugués.

— Avaliagao da exposigao e analise de risco das criangas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem

Foram adquiridas 40 amostras de purés a base de fruta, disponiveis comercialmente em
grandes supermercados e lojas de produtos bioldgicos da regiao de Coimbra, entre
janeiro e fevereiro de 2020. A amostragem (de conveniéncia) foi realizada, tendo como
critério de inclusao a presenca de maga e rotulados e vendidos enquanto produtos
destinados a lactentes e criangas jovens. As amostras analisadas representam a grande
maioria das marcas disponiveis no mercado, no periodo em que foram adquiridas.

A caraterizagao das amostras encontra-se esquematizada na tabela 4 de acordo com a
informagao constante no rotulo. Foram incluidos purés de fruta a base de maga, de
produgao em modo convencional (n=26) e bioldgico (n=14). Dez amostras (25 %) eram
exclusivamente produzidas a base de puré de maga, e trinta amostras (75 %) continham
maga num intervalo entre 32 % e 99,6 %, conforme identificado na lista de ingredientes
que compoe o roétulo. Relativamente a composicao, as amostras foram categorizadas
em: |- 100% maga; 2 — maga e frutas tropicais; 3 — Maga e legumes; 4 — Maca e outras
frutas; 5 — Macga e outros. As amostras analisadas eram comercializadas como marca
genérica (Sin. Marca banca n=14) e de marca do produtor (n=26). Todas as amostras
foram produzidas na Uniao Europeia, sendo que || foram produzidas em Portugal, 10
em Franga, 7 em Espanha, 8 em Itdlia e 4 na Alemanha.

As amostras foram armazenadas de acordo com a indicagao do fabricante presente na

rotulagem até analise posterior.
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Tabela 4: Caracterizacao das amostras incluidas no estudo.

N° Lista de Ingredientes Teor cie Macad " Modo de Producdo Origem Moqo d €
(%) Comercializacédo

| Maca (100%) e acido ascorbico (vitamina C) 100,0 Convencional Franga Comer a colher

2 I,"Iz}ga (65@’ f’era (.35/0.)’ concentrado de sumo de limac, 65,0 Convencional Franga Comer a colher
acido ascorbico (vitamina C)

3 Maca (80%), kiwi (10%), ananas (10%), vit C 80,0 Convencional Franca Comer a colher

4 Maga (65%), Péra (35%), acido ascorbico (vitamina C) 65,0 Convencional Espanha Beber

5 Maga (76%), Banana (24%), acido ascorbico (vitamina C) 76,0 Convencional Espanha Beber

6 Maca (100%), acido ascorbico 100,0 Convencional Franga Comer a colher

7 | maga (82%), morango (18%) 82,0 Biologico Alemanha Beber

8 Maca 45% Péra 45% espinafres 10% 45,0 Biologico Italia Beber

9 | maga 80%, manga 15%, sumo maracuja 5% 80,0 Biologico Italia Beber

10 | 100% maga 100,0 Bioldgico Alemanha Comer a colher

I Maga} 436’ agua, pessego 21%, sumo concentrado de 43,0 Bioldgico Alemanha Comer a colher
maga 6%, sémola de arroz

j2 | Maca 35%, péra 29,5%, agua, sumo concentrado de maca 35,0 Biologico Alemanha  Comer a colher
6%, semolina de arroz, sumo concentrado de limao

I3 | maga (99,6%), espinafre 99,6 Biologico Espanha Comer a colher

14 Puré de maga (78%), puré de banana (22%), vitamina C e 78,0 Convencional Espanha Beber
sumo de limao

I5 | Maga (94%), amido de milho, arroz e vitamina C 94,0 Biologico Portugal Comer a colher

I6 | maga (46%), banana (44%), sumo limao (10%) 46,0 Biologico Espanha Beber

17 Maga (94,2%), sumo maga concentrado, sumo limao 942 Convencional T Beber
concentrado

I8 | maga (93%), agucar, antioxidante: acido ascorbico 93,0 Convencional Franga Comer a colher
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Tabela 4: Caracterizagao das amostras incluidas no estudo (cont.)

N° Lista de Ingredientes Teor de maca Modo de Producdo Origem Moqo d € n
(%) Comercializacédo

19 ma‘iﬁ (.64’9%)’ METIED (o) LR ((Pob el 64,9 Convencional Franca Comer a colher
ascorbico

20 | maga (72,9%), ameixa seca (|6,4%), agua, acido ascorbico 72,9 Convencional Franca Comer a colher

21 | Maga (55%), alperce (23%), banana (22%) 55,0 Bioldgico Franga Beber

22 | Maga (50%), Péra (30%), Péssego (20%) 50,0 Bioldgico Franca Beber

23 Puré de magoé (66%), p!,lr(i de batata doce (21%), puré de 66,0 Convencional ltslia Beber
cenoura (13%), sumo limao concentrado

24 | Maca (100%), acido ascérbico 100,0 Convencional Espanha Beber

25 | Maga golden (86%), manga (14%) 86,0 Convencional Portugal Comer a colher

26 | Maga golden (81,5%), banana (18,5%) 81,5 Convencional Portugal Comer a colher

27 | Maga Golden (100%) 100,0 Convencional Portugal Comer a colher

28 | Maga golden (60%), manga (40%) 60,0 Convencional Portugal Comer a colher

29 Puré de maga (32%), Bz'manao(24%?, Iiéssego (18%) e 32,0 Convencional Portugal Beber
alperce, Sumo de laranja (20%) e limao

30 Magé .(5 |, 2%). péra (47%), sumo de péra concentrado, 51,2 Convencional Portugal Comer a colher
vitamina C

31 | Puré de maga (100%) 100,0 Convencional Italia Beber

32 | Maga 69,9% péssego 29,9% vitamina C 69,9 Convencional Espanha Beber

33 | Maca (80%), puré de manga concentrado (14%), agua, 80,0 Convencional Portugal Comer a colher
vitamina C

34 | Maga (69,7%), banana (30%), sumo de limao concentrado 69,7 Convencional Portugal Comer a colher
e vitamina C

35 | Maca (69,9%), péra (30%) e vitamina C 69,9 Convencional Portugal Comer a colher

36 | Puré de maga (99,9%), vitamina C 99,9 Convencional Portugal Comer a colher
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Tabela 4: Caracterizagao das amostras incluidas no estudo (cont.).

N° Lista de Ingredientes Teor cie MI€9 " Modo de Producdo Origem Moqo d €
(%) Comercializacédo

37 \ Maca (60%), Péra (40%), vitamina C 60,0 Convencional Italia Beber

38 \ Maga (80%), manga (20%) 80,0 Bioldgico Italia Comer a colher

39 \ maca 85% morango 10% mirtilo 5% 85,0 Bioldgico Italia Beber

40 \ Maga (80%), ameixa (20%) 80,0 Bioldgico Italia Comer a colher
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Todas as amostras foram analisadas em duplicado dentro do respetivo prazo de validade.

A recolha de amostra foi efetuada a partir de uma unica embalagem, depois de

homogeneizada.

2.2

Equipamentos e material utilizado

Foram utilizados os seguintes equipamentos:

2.3.

Agitador magnético (Agimatic-S, Selecta, Barcelona, Espanha)
Vortex

Balanga (RadwagWTC® 600, Reagente-5)

Centrifuga (Sigma® 3K15 centrifuge, Reagente 5, Porto)

Espectrofotémetro (Optic lvyymen System® 2100-C)

Material e reagentes

Nesta seccao descreve-se o material especifico utilizado no presente estudo. Nao se

apresenta o material de uso corrente de laboratorio.

Pipetas de precisdo (Gilson®) de 10, 20, 100 e 1000 pL

Tubos eppendorf ©

Tubos de falcon (VWR®)

Agua destilada

Metanol (Sigma®)

Kit comercial LLC — Patulin ELISA Test Kit (REAGEN® Moorestown, EUA) — figura
2

Todas as solugoes foram preparadas e armazenadas em material de vidro e preservadas

ao abrigo da luz e a uma temperatura entre 5 * 3°C.
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Figura 2: Solugbes padrao de patulina incluidas no kit ELISA

24. Metodologia analitica

Foram aplicadas as boas praticas laboratoriais, incluindo descontaminagao de materiais
para evitar contaminagao cruzada e manuseio de seguranga especifico de solugoes da
micotoxina. As condigoes de armazenamento correctas foram aplicadas para garantir a
estabilidade das micotoxinas nas amostras (temperatura ambiente) e solugoes padrao de
micotoxinas (2 — 8 °C). Todas as condi¢oes estao de acordo com as condigoes
recomendadas pelo fabricante.

A determinagao da patulina, nas amostras de purés de fruta foi realizada através da

técnica imunoenzimatica ELISA de formato competitivo, através de um kit comercial.

2.5.  Extragao e preparagao da amostra

Foi diluido | g de cada amostra de puré em 5ml de metanol 70 %, e a mistura foi agitada
durante | minuto num agitador magnético. Da amostra homogeneizada, foi retirado 1,5
mL e centrifugado a 4000 g a temperatura ambiente (20 — 25 °C). Posteriormente, foi
transferido 0,5 mL do sobrenadante para um tubo, adicionado 0,5 mL da solugao tampao
de extragao de amostras. Foram acrescentados 100 pL da amostra por pogo. O fator

de diluicao foi de 10.

2.6. Determinagao por ensaio imunoenzimatico

Adicionou-se 100 pL de cada solugao padrao (0; O,l; 0,6; 1,25; 1,5 e 3 pg/kg) em

duplicado nos pogos — por ordem crescente de concentragao. Fez-se o mesmo
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procedimento para cada. Adicionou-se 50 pL de conjugado enzimatico (peroxidase do
rabano) e durante | minuto misturou-se suavemente, agitando a placa manualmente em
movimentos circulares. Procedeu-se a incubagao, durante 60 minutos, a uma
temperatura entre 20-25 °C utilizando papel de aluminio para protecao da luz solar
direta.

Apos o passo de incubagao, os pogos foram esvaziados e procedeu-se a lavagem dos
mesmos em 3 ciclos usando 250 pL de solugao de lavagem. Apds a ultima lavagem, a
placa foi invertida e seca. Posteriormente, foi adicionado 100 pL de substrato enzimatico
HRP (TMB) e foi novamente sujeita a um periodo de incubagao com duragao de 20
minutos a temperatura ambiente (20-25°C). Para finalizar a reagao, foi adicionado 100
pL de solugao STOP para parar a reagao enzimatica. Por fim e de imediato foi medida a

absorvancia a 450 nm.

2.7.  Ingestao Diaria Estimada (EDI)

A avaliagao da exposicao as micotoxinas depende nao sé do nivel destas substancias nos
alimentos, como do consumo desses alimentos pelos individuos, podendo diferir por
regioes do pais ou culturas.

A Ingestao diaria estimada (EDI) de patulina foi efetuada de acordo com a féormula,

YcxC

ED] = ——
N xD XK

, na qual EDI corresponde a ingestdo diaria estimada, ) c a soma da

concentragao de patulina nas amostras analisadas, C a ingestao média anual estimada, N
ao numero de amostras analisadas, D ao nimero de dias num ano e K ao peso corporal
médio.

O Regulamento (CE) n° 1881/2006 impoe como limite para a presenca de patulina o
valor de 10 pg/kg (ug/L) para alimentos destinados a lactentes, com base no valor de
DDAMP de 0,4 pg/kg p.c./dia definido pela JECFA (Codex Alimentarius, 2017; Comissao
Europeia, 2006). De acordo com a Diretiva 2006/125/CE, refere-se por lactentes ao
grupo de criangas com menos de 12 meses de idade e por criangas jovens, as criangas
com idades compreendidas entre | e 3 anos (Comissao Europeia, 2006).

A percentagem de ingestao diaria toleravel (%TDI) do consumo de purés de fruta foi
calculada da seguinte forma: %TDI = EDI/DDAMP x 100, considerando o valor de
DDAMP indicado anteriormente. Foram considerados diferentes cenarios,

nomeadamente em termos de peso, com base no peso corporal médio (Percentil50),
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para cada faixa etaria (Ministério da Saude, 2013) e teor (minimo, médio e maximo)
determinado.

Na auséncia de consumos oficiais de purés de fruta para a populagao portuguesa foram
criados dois cenarios para realizar a avaliagao de risco. No primeiro cenario, os dados
de consumo didrio resultam de um estudo piloto decorrido em Portugal para avaliagao
do consumo diario de produtos a base de fruta em criangas dos 5 aos 36 meses (Pereira,
Vasco e Crespo, 2013). Com base neste estudo, foi considerado um consumo diario de
21 gramas para a faixa etdria entre os 5 e os |2 meses, e dos |13 aos 36 meses foi
considerado um consumo de 28 gramas. No segundo cenario, considerou-se um
consumo diario de uma embalagem (boiao), com um valor médio de 100 gramas, por

lactente ou crianga jovem.

2.8. Analise estatistica

Os dados foram editados e categorizados em Microsoft® Excel (Versao 16.42) e realizada
a analise descritiva preliminar. Posteriormente foi realizada a analise estatistica através
do Programa GraphPad Prism 8°. Considerando a distribuicio nio-normal, foram
aplicados testes nao-paramétricos para comparagao entre amostras independentes
(teste de Kruskal-Wallis e teste de Mann-Whitney). Foi considerado o valor de prova de

p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi utilizado o Kit comercial REAGEN® LLC — Patulin ELISA Test Kit para
determinagao da patulina em purés de fruta. O Kit utilizado permite a execugao de um
método de triagem rapida, simples e sensivel. A metodologia utilizada ja se encontra
previamente validada pelo fabricante que comercializa o kit. Para o parametro da
linearidade, estudou-se a linearidade dos padroes (0; 0,1; 0,6; 1,25; 1,5 e 3 pg/kg), através
da sua absorvancia a 450 nm. A curva de calibragao foi determinada por analise de
regressao, relacionando a concentragao com a absorvancia, numa folha de calculo
fornecida pelo fabricante (Reagen calculate®). A equagao (y = —0,2904x + 2,2838) da
curva padrao foi utilizada para calcular a concentragao de patulina nas amostras

analisadas, conforme figura 3. O coeficiente de correlagio (R?) foi de 0,9718

33



apresentando assim uma tendéncia linear. O limite de detegao considerado, conforme

veiculado nas instrugoes inclusas no kit, foi | pg/kg.

2,500

2
,000 y =-0,2904x + 2,2838

R?=0,9718
1,500

-
-
-
~Y

1,000

Absorvancia

0,500

0,000
-1,0000 -0,6021 -0,2218 0,1761

Concentrag3o (ug/kg) em escala logaritmica

Figura 3: Curva de calibragao obtida

Atualmente, o imunoensaio mais frequentemente aplicado, devido as suas vantagens, é
o ELISA. Este método possui alta especificidade e sensibilidade, de rapida aplicagao,
facilidade de manuseio e é, comparativamente a métodos cromatograficos, pouco
dispendioso. E um método bastante aplicado para a detecio e screening de micotoxinas
em alimentos (Kralj Cigi¢ e Prosen, 2009).

Das 40 amostras de purés de fruta analisadas, verificou-se que todas se encontravam
contaminadas com um teor de patulina superior ao limite de detegao (I pg/kg). Os
teores variaram entre 1,43 pg/kg e 23,28 pg/kg, com um valor médio de 5,78 + 5,09
pg/kg. Foram determinados valores superiores ao limite maximo (10 pg/kg; EC, 2006)
em 5 amostras (12,5 %), variando entre 10,52 e 23,28 pg/kg.

Neste estudo, a incidéncia de amostras de purés de fruta com teores de patulina acima
do limite legal (10 pg/kg; EC, 2006) foi superior a outros estudos. Um estudo conduzido
por Barreira e col. (2010) em Portugal, analisou 144 produtos a base de maga, entre os
quais 68 sumos e 76 purés. Os resultados revelaram que a patulina foi detetada em
apenas 7 % dos purés, com um teor maximo de 5,7 pg/kg. Deste modo, todas as
amostras analisadas encontravam-se abaixo dos teores maximos regulamentados
(Barreira, Alvito e Almeida, 2010). Outro estudo conduzido L. Gonzdlez-Osnaya e col.

(2007) refere que Il % das amostras de sumos e purés de maga comercializados em
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Espanha tinham valores positivos e superiores ao legislado. Relativamente as amostras
de purés de fruta, em 33 % da amostra foi detetada patulina num intervalo de
concentragao entre 7,7 e 28,4 pg/kg (Gonzalez-Osnaya et al., 2007). Desta forma, os
teores de contaminagao encontrados no estudo conduzido por L. Gonzalez-Osnaya e
col. (2007) aproximam-se aos encontrados no presente estudo.

De destacar que, nos estudos citados anteriormente, foram utilizadas diferentes
metodologias analiticas, nomeadamente, no estudo portugués (Barreira, Alvito e
Almeida, 2010) foi aplicado o método SPE-HPLC-UV (LOD: 1,2 pg/kg) e no estudo
conduzido em Espanha (Gonzalez-Osnaya et al.,, 2007) foi utilizado o método LLE-LC-
UV e confirmada a presencga de patulina por GC-MS (LOD: 0,1 ng/mL).

No presente estudo, os teores mais elevados de patulina, superiores ao limite maximo
(10 pg/kg) foram determinados em amostras produzidas na Alemanha (15,8 pg/kg), Italia
(23,3 pg/kg e 18,1 pg/kg) e Franga (21,4 pg/kg), e numa amostra produzida em Portugal
(10,5 pg/kg). Em relagio a origem das amostras, nao existiu diferenca
estatisticamente significativa entre amostras produzidas nos diferentes paises (p>0,05).
Na tabela 5, encontram-se sumariados os valores de ocorréncia da patulina de acordo

com a origem das amostras.

Tabela 5: Teor (ug/kg) e ocorréncia de patulina de acordo com a origem das amostras.

NIN (%) c-irees?/:on;)iﬁ(r)dz Teor minimo Teor maximo
Alemanha 4 (10%) 4,30 + 6,75 2,00 15,84
Espanha 7 (17,5%) 3,84 £ 0,65 2,56 4,65
Franca 10 (25%) 6,57 £ 5,61 2,20 21,37
Italia 8 (20%) 7,80 + 8,15 2,48 23,28
Portugal Il (27,5%) 4,86 £2,19 1,43 10,52

Paises como Alemanha, Franga, Itdlia e Portugal apresentam, neste estudo, amostras
contaminadas com teores acima do regulamentado para lactentes. Num estudo em ltalia,
foram analisadas amostras de produtos a base de maga produzidas pela industria italiana,
revelando um intervalo de contaminagao das amostras de puré de fruta entre 15,9 e
74,2 pgl/kg (Ritieni, 2003). No presente estudo, os teores de contaminagao das amostras

produzidas em Italia foram inferiores.
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O estudo realizado em 2002 para avaliagao da exposicao a patulina pelos estados
membros da UE revela uma incidéncia de 7,2 % das amostras contaminadas de puré de
maga , sendo que é Franga o pais que apresenta teores de contaminagao maxima mais
elevados (86 pg/kg) (Majerus e Kapp, 2002).

Quanto a composicdo, as amostras foram categorizadas em: |- 100% maga; 2 — maga
e frutas tropicais; 3 — Maga e legumes; 4 — Maga e outras frutas; 5 — Maga e outros. Das
amostras com teores superiores ao limite maximo de patulina, trés foram classificadas
como compostas por “Maga e frutas tropicais” (18,39 + 6,88 pg/kg) e duas amostras
(16,99 £ 1,62 pglkg) classificadas como “Maga e outras frutas”. Os resultados

encontram-se resumidos na tabela 6.

Tabela 6: Ocorréncia e teores (ug/kg) de contaminagao de acordo com a composigao.

N>LM Teor médio e
N (%) (10 pglkg; EC, Desvio Padrdo
2006)
I — 100% magd 8 (20%) 0 4,25+ 1,34
2 — Maca e frutas tropicais 10 (25%) 3 4,63 + 1,37
3 — Maga e legumes 3 (7,5%) 0 3,18+£0,79
4 — Maga e outras frutas 9 (22,5%) 2 4,57 + 1,69
5 — Maga e outros 5 (12,5%) 0 2,23 + 0,65

Os purés de fruta que continham na lista de ingredientes a maga e frutas como péra,
morango, péssego, alperce, banana e mirtilo apresentaram teores de contaminagao
superiores aos restantes. Esta questao pode dever-se ao facto da espécie mais
importante como produtora de patulina, Penicillium expansum, ser frequentemente
encontrada nestas frutas (maga, péssegos, alperce e peras) (Pal, Singh e Ansari, 2017).

Ainda relativamente a composicao, no que diz respeito ao acido ascoérbico, a sua

presenca parece ter um efeito benéfico, dado que nenhuma amostra cujo antioxidante
era identificado na lista de ingredientes apresentava teores acima dos autorizados
legalmente (4,44 + 1,84 pg/kg).

A adigao de acido ascorbico parece produzir uma redugao nos teores de patulina, tendo
sido relatadas estas alteragoes num estudo que observou a redugao de 5 % apos 3 horas
da adigao de acido ascorbico e 36 % apds 44 horas (Frémy et al., 1995). Drush e col.

(2007) analisaram o conteldo de patulina num sumo de maga com acido ascorbico
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adicionado (Drusch, Kopka e Kaeding, 2007). O teor de patulina foi reduzido em 70 %
em 34 dias, contrastando com a redugao de apenas 30 % no sumo de maga sem adi¢ao
de acido ascorbico.

Quanto ao modo de producao, verificou-se que os quatro teores mais elevados de

patulina, foram determinados em purés produzidos em modo biolégico em estados
membros da UE (15,84, 18,14; 21,37; 23,28 pg/kg). Os teores das amostras de origem
bioldgica variam entre 1,43 pg/kg e 23,28 pg/kg, com um valor médio de 8,01 + 7,89
pg/kg. Acima do limite legal para alimentos destinados a alimentagao infantil (>10 pg/kg)
foram detetadas quatro amostras. Os teores das amostras de origem convencional
variam entre 2,20 pg/kg e 10,52 pg/kg, com um valor médio de 4,52 + 1,93 pg/kg. A
quinta amostra que ultrapassou o limite maximo (10ug/kg) foi produzida em modo de
produgao convencional, em Portugal. Assim, verificou-se que 88 % das amostras
contaminadas com niveis superiores ao limite maximo foram produzidas em modo
biologico, que pode justificar-se devido ao impedimento na utilizagao de fungicidas.

De facto, a agricultura bioldgica € um modo de produgao que se baseia nhum conjunto
de principios e praticas que visam minimizar o impacto humano sobre o ambiente e
assegurar que a producio se processa da forma mais natural possivel. E um sistema
agricola que procura fornecer ao consumidor, alimentos frescos, saborosos e auténticos
e a0 mesmo tempo respeitar os ciclos de vida naturais (Baert et al., 2006). Na UE a
producao de alimentos de origem bioldgica obedece ao Regulamento n.° 834/2007 do
Conselho, de 28 de Junho de 2007, que define as regras de rotulagem e produgao de
alimentos biologicos e o sistema de inspegao para este tipo de produtos. Durante a
producao em modo bioldgico, a utilizagao de produtos como pesticidas, fertilizantes
sintéticos, antibidticos, aditivos alimentares e auxiliares tecnologicos, encontram-se
limitados (Comissao Europeia, 2007).

Nao existem estudos conclusivos sobre o efeito da redugao da utilizagao de pesticidas,
sobre a producao de micotoxinas, nomeadamente da patulina. A redugao da utilizagao
de fungicidas parece conduzir a uma maior degradagao das culturas pelos insetos,
originando uma maior invasao pelos fungos e consequente produgao de micotoxinas
(Piqué et al,, 2013).

Em Portugal, a semelhan¢a de outros paises europeus, o interesse pela agricultura
biologica tem vindo a aumentar nos ultimos anos. Apesar de ser uma pratica antiga, foi

a partir dos anos 90 que a agricultura biologica se comegou a expandir no nosso pais.
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Nos ultimos anos, varios estudos foram realizados na Europa com objetivo de analisar
os niveis de patulina em alimentos de origem biologica e convencional para determinar
o respetivo risco para a saude humana. Embora a incidéncia e os niveis de patulina
tenham sido, de modo geral, superiores nos alimentos de origem biologica
comparativamente aos convencionais, a ingestao de patulina nos grupos populacionais
estudados nao representa um problema de saide (Piqué et al., 2013).

Em 2005, um estudo conduzido na Bélgica com o objetivo de comparar a ocorréncia de
patulina em alimentos processados a base de fruta (sumo de maga, sumo de péra e purés
de fruta) obtidos a partir de agricultura convencional, bioldgica e artesanal, concluiu que,
embora a incidéncia de contaminagao por patulina em sumos de maga de origem
bioldgica, convencional e artesanal nao seja estatisticamente significativa, as
concentragoes sao mais altas em sumos de macga bioldgicos, que em sumos de maga
convencionais e artesanais (Baert et al., 2006).

Um estudo semelhante conduzido em Italia, em 2005, analisou 169 amostras de sumo
de maga, sumo de péra e purés de fruta de agricultura convencional e biologica
(Piemontese, Solfrizzo e Visconti, 2005). Das 40 amostras de puré de fruta, 23
destinavam-se a lactentes, e 3 destas amostras revelaram resultados positivos (I de
origem convencional — maga e mirtilo; 2 de amostra bioldgica — maga e outras frutas). A
concentragao de patulina foi significativamente mais alta em produtos de origem
biologica que nos produtos convencionais.

Uma das limitagoes dos estudos que pretendem avaliar o impacto da agricultura bioldgica
no desenvolvimento de micotoxinas prende-se com o numero reduzido de amostras
analisadas, o qual, nao é muitas vezes suficiente para efetuar uma avaliagao robusta, ja
que para tal sera necessario um elevado numero de resultados analiticos.

Um estudo conduzido por Barreira e col. (2010), apresentou resultados foram
contrarios ao do presente estudo, revelando uma incidéncia de amostras positivas
superior no modo convencional (24 %) quando comparado com a agricultura biologica
(20 %) (Barreira, Alvito e Almeida, 2010).

No que diz respeito ao modo de comercializagdo, as amostras comercializadas em

boiao (para comer a colher, portanto mais espessas) apresentaram teores de
contaminagao superiores (4,33 + |,77 pg/kg) as amostras bebiveis (para beber, mais
diluidas; 3,97 £ 0,74 pg/kg). Todas as amostras com teores de patulina acima do limite

maximo, estavam disponiveis na forma bebivel com teor médio de 17,83 + 4,99 pg/kg.
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A quantidade de estudos existentes e de pesquisa de contaminantes em purés de fruta
€ escassa. Apesar de no relatério anual de 2019 do RASFF constarem varios alertas para
micotoxinas, nao foi registado nenhum para a ocorréncia de patulina (The Rapid Alert
System for Food and Feed., 2019).

O método de andlise utilizado neste estudo apresenta como principais limitagoes o
problema de interferéncias de matriz e possiveis falsos-positivos devido a reagao cruzada
do anticorpo com outras micotoxinas e a falta de sensibilidade da técnica. Para além das
limitagoes apresentadas, a ELISA é considerada um método de triagem, por este motivo,
este estudo carece de uma confirmagao nomeadamente por LC-MS/MS, com a vantagem
das amostras poderem ser usadas diretamente para este método de confirmagao, onde
os resultados sao de alta fiabilidade, deixando desta forma em aberto uma possivel

continuidade deste estudo.

3.1.  Ingestao Diaria Estimada

Considerando o teor minimo (1,43 pg/kg), médio (5,78 ug/kg) e maximo (23,28 pg/kg)
de concentragao de patulina obtido, foi calculada a EDI para os varios cenarios possiveis.
Para o pior cenario, a EDI foi de 0,0752 pg/kg peso corporal/dia e para o melhor cenario
foi de 0,0028 ng/kg peso corporal/dia.

Estudo conduzido por Plunkekk e col. (1992), refere, para a populagao americana, um
consumo de magas e de produtos a base de maga, no primeiro ano de vida, de 6,4 g/kg
de peso corporal/dia e em adultos de 0,4 g/kg peso corporal/dia (Plunkett, 1992). Outro
estudo conduzido em ltdlia, refere valores de consumo de magas e produtos a base de
maga de 2,9 g/kg peso corporal/dia para criangas entre | e 10 anos e valores de 0,2 g/kg
peso corporal/dia para adultos 76 (Piemontese, Solfrizzo e Visconti, 2005). No entanto,
existem poucos estudos sobre a ingestao diaria de patulina através do consumo de puré
de maga em criangas.

As tabelas 7 e 8 apresentam os resultados obtidos para os dois cenarios de consumo de
purés de fruta por lactentes e criangas jovens. A percentagem da DDAMP para os

diferentes cenarios de exposic¢ao foi calculada.
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Tabela 7: Cenarios de exposigao e avaliagao de risco de acordo com as diferentes idades,

considerando o consumo de 21| gramas (3 aos |2 meses) e 28,25 gramas (dos |13 meses

aos 3 anos).
Melhor cenario Cenario médio Pior cenario
EDI EDI EDI
Idade (peso) (ugl/kg % TDI (ugl/kg % TDI (uglkg % TDI
p.c./dia) p.c./dia) p.c./dia)
3 meses (6,5 kg) 0,0046 1,15 0,0187 4,66 0,0752 18,80
6 meses (8 kg) 0,0038 0,94 0,0152 3,80 0,061 1 15,28
I'(g)meses (9,5 0,0032 0,79 0,0128 3,19 0,0515 12,87
2 anos (12 kg) 0,0034 0,84 0,0136 3,40 0,0548 13,70
3 anos (14,5 kg) 0,0028 0,11 0,0113 2,82 0,0454 11,34

Tabela 8: Cenarios de exposigao e avaliagao de risco de acordo com as diferentes idades,

considerando a ingestao de um boiao de fruta por dia (100 g).

Melhor cenario Cenario médio Pior cenario
EDI EDI EDI
Idade (peso) (ugl/kg % TDI (uglkg % TDI (uglkg % TDI
p.c./dia) p.c./dia) p.c./dia)
3 meses (6,5kg) 0,0220 5,50 0,0889 22,23 0,3582 89,55
6 meses (8kg) 0,0180 4,50 0,0723 18,08 0,2910 72,75
| ano (9,5kg) 0,0150 3,75 0,0608 15,20 0,2450 61,26
2 anos (12kg) 0,0119 2,98 0,048 12,03 0,1940 48,50
3 anos (14,5kg) 0,0099 2,48 0,0399 9,97 0,1606 10,15

A ingestao de patulina através do consumo de purés a base de maga, variou entre 1,15
% e 18,80% da DDAMP e entre 5,50 % e 89,55%, no primeiro e segunda cenario,
respetivamente. De forma transversal, nos dois cenarios considerados, o valor mais alto
de ingestao de patulina foi estimado para as idades jovens, em que o quociente obtido é
maior, isto &, estao em maior risco. Esta situacao esta diretamente relacionada com o
peso corporal e a quantidade de alimento ingerido, uma vez que as criangas mais jovens

consomem mais alimentos e bebidas por quilograma de peso corporal que as criangas
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mais velhas. Todas as ingestoes estimadas de patulina calculadas a partir dos dados do
presente estudo encontram-se abaixo dos 0,4 pg/Kg de p.c./dia proposto pela JECFSA.
As referéncias bibliograficas existentes indicam valores de exposicao variadas. No
entanto, € sugerido por Baert e col. que se reduza o limite maximo da concentragao de
patulina nos alimentos de modo a salvaguardar a populagao mais vulneravel (Baert et al.,
2007).

Estudo europeu realizado em 2002, verificou que em Portugal, o sumo de maga/néctar
de maga representou a principal fonte de ingestao de patulina. Segundo o mesmo estudo,
a populagao portuguesa apresenta um valor de exposi¢ao de 0,3 pg/Kg de p.c. /dia.
Comparando com o valor de DDAMP (0,4 pg/Kg de p.c./dia) a exposigao da populagao
portuguesa a patulina era bastante inferior ao valor referido (Majerus e Kapp, 2002). Os
valores de exposicao obtidos para Espanha (0,2 pg/Kg de p.c./dia) sao similares aos
obtidos para Portugal. No entanto, os valores de exposicao para os restantes paises
europeus participantes no estudo revelam valores de exposi¢cao muito superiores (I,| —
9,6 ug/Kg de p.c./dia)

Os valores de exposigao obtidos no segundo cenario de exposicao (tabela 8),
considerando a ingestao de um boiao de fruta por dia vao de encontro aos valores de
exposicao obtidos para a populagao portuguesa obtido no estudo anteriormente
mencionado. O consumo de purés de fruta releva-se por isso um fator relevante de

exposi¢ao a patulina entre a populagao portuguesa.
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CONCLUSOES

Das 40 amostras de purés de fruta a base de maga analisadas, todas (100%) se
encontravam contaminadas com um teor de patulina superior ao LOD (I pg/kg). A
média das concentragoes determinadas € de 5,78 + 5,09 pg/kg, o que coincide com
outros estudos. A exposigao de lactentes e criangas jovens foi estimada para o pior,
médio e melhor cenario, tendo sido obtido valores de EDI entre 0,0028 e 0,3582 pg/kg
de p.c./dia, Para o pior cenario, correspondente ao consumo, por um lactente, de um
boiao (100g) contaminado com o teor maximo determinado, a EDI representa cerca de
89,55 % da DDAMP de patulina estabelecida pela JECFA (0,4 pg/kg de p.c./dia).

O presente estudo evidencia a vantagem da adigao de acido ascoérbico no controlo e
diminuigao dos niveis de patulina. De salientar ainda que lactentes e criangas com alta
ingestao de produtos de origem bioldgica terao uma maior exposicao a patulina, pela
presenca de teores mais elevados da micotoxina.

Considerando os resultados obtidos pelo presente estudo, associados ao facto de o
consumo de purés de fruta estar em crescimento marcado, sera necessario monitorizar
a exposicao da populagao a esta micotoxina decorrente do seu consumo. Para além
disso, é importante aplicar medidas que visem a redugao e prevencao da contaminagao
da fruta pela patulina, evitando o desenvolvimento dos fungos e respetivos produtos

derivados, em especial nos produtos a base de maga.
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