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_Resumo

As micotoxinas sdo contaminantes identificados com frequéncia em diversos
géneros alimenticios incluindo fruta e produtos derivados. A exposigao a
estes metabolitos secundarios produzidos por fungos pode provocar efeitos
toxicos para a salude humana e animal. A patulina € uma micotoxina que
ocorre sobretudo em magas e alimentos a base de maga, incluindo os que
séo consumidos por criangas, tais como purés ou sumos de fruta. A ingestao
de alimentos contaminados é considerada a principal via de exposigao a
patulina pelo que se considera relevante estudar a influéncia do processo
digestivo na potencial toxicidade desta micotoxina. Para o efeito, neste
estudo foram determinados os valores de bioacessibilidade da patulina
nas fases oral (O), gastrica (G) e intestinal (I) quando presente em sumos
de fruta a base de macéd, contaminados artificialmente, aplicando-se, pela
primeira vez, 0 método harmonizado de digestao in vitro. Os valores de bioa-
cessibilidade obtidos (O: 77,8%; G: 79,3%; I: 21,6%) sugerem uma redugdo
dos teores de patulina que ocorre maioritariamente durante a fase intestinal,
revelando também a existéncia de elevada bioacessibilidade nas fases oral
e gastrica (superior a 75%). Os resultados indicam a necessidade de um
estudo mais detalhado sobre os efeitos da patulina na fase gastrica atenden-
do ao potencial impacto na salde humana, em especial em populagdes mais
vulnerdveis como as criangas.

_Abstract

Mycotoxins are contaminants usually found in foodstuffs including fruit
and products thereof. These secondary metabolites produced by fungi
can cause serious human and animal health problems. Patulin is a myco-
toxin that occurs primarily in apples and products thereof, including those
consumed by children, such as apple purées or fruit juices. The ingestion
of contaminated food is the main route of exposure to patulin therefore,
it is important to clarify the influence of the digestive process on the
potential toxicity of this mycotoxin. The patulin’s bioaccessibility values
in the oral (O), gastric (G) and intestinal (I) phases were determined in
this study, considering artificially contaminated apple-based juices and
applying, for the first time, the harmonized in vitro digestion method. The
bioaccessibility values obtained (0: 77.8%, G: 79.3%, I: 21.6%) suggest
that the reduction of patulin occurs mostly during the intestinal phase,
also revealing the existence of high bioaccessibility during the oral and
gastric phase (above 75%). These results point the need for further stud-
ies on the potential toxic effects of patulin at gastric phase particularly for
vulnerable population groups as children.

_Introdugéo

As micotoxinas, metabolitos secundarios produzidos por
fungos, podem constituir um grave problema de salde,
considerando os potenciais efeitos tdxicos em animais e
humanos.

A patulina (PAT) é uma micotoxina habitualmente detetada em
fruta, sobretudo em macas e alimentos a base de maga, e tem
sido referida a sua ocorréncia em alimentos consumidos por
criancas'1:2). Dado que a via mais frequente de exposicéo a
estes contaminantes é aingestéo alimentar, o estudo da influ-
éncia do processo digestivo na biodisponibilidade dos con-
taminantes alimentares, como a patulina, assume particular
importancia.

A biodisponibilidade de um contaminante corresponde a
fracdo deste composto que alcanca a circulagao sistémica,
podendo exercer o seu efeito toxico nas células e tecidos do
organismo. Por outro lado, a bioacessibilidade corresponde a
frac&o de um contaminante que estara disponivel para absor-
¢éo, no intestino, ap6s o processo digestivo. A quantidade
biodisponivel resulta dos processos de libertagao da matriz
alimentar ao longo do processo digestivo, absorcéo, trans-
porte e metabolizagdo da fracdo bioacessivel (3). Dado que
a bioacessibilidade de um contaminante pode ser considera-
da um indicador da biodisponibilidade maxima do mesmo a
nivel intestinal, neste estudo foram determinados os valores
de bioacessibilidade de patulina para a avaliacdo do poten-
cial méximo de interagdo com o organismo, e discutidos os
efeitos toxicos decorrentes da exposicdo a mesma.
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_Objetivo

O presente estudo teve como principal objetivo determinar,
pela primeira vez, a variacdo da bioacessibilidade da patulina
adicionada artificialmente em sumos de fruta a base de maca,
ao longo das diferentes fases do processo digestivo (oral, gas-
trica e intestinal) através do método harmonizado de digestéao
in vitro (IVD).

_Materiais e métodos

Em 2017 foram adquiridos na regido de Lisboa, quatro sumos
a base de maca (contendo um teor minimo de 50% de maca):
dois sumos limpidos (maga e macéa-laranja) e dois sumos tur-
vos (macéa e maca-marmelo). O método harmonizado de diges-
tao in vitro, desenvolvido no &mbito da Rede INFOGEST Cost
Action, foi utilizado para determinar os valores de bioacessibili-
dade de PAT (4:5). Os sumos foram contaminados artificialmen-
te para uma concentragdo de 40 pg/kg. Para a determinacéo
da bioacessibilidade foi seguida a metodologia descrita por As-
sungéo e colaboradores (2016) (') considerando ligeiras modifi-
cacgdes. Este método inclui trés fases sequenciais: oral (O) que
inclui a adicdo ao alimento contaminado de suco salivar (pH
7), a-amilase (75 U/mL) e incubacdo a 37°C durante 2 minu-
tos; géstrica (G), adigao de suco géastrico (pH 3), pepsina (2000
U/mL), e incubagao a 37°C durante 120 minutos; e intestinal (),
adicao de suco intestinal (pH 7), pancreatina (numa atividade
de tripsina de 100 U/mL), bilis (10 mM), e incubacao a 37°C du-
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rante 120 minutos. Foram utilizadas diferentes quantidades de
sucos consoante a fase digestiva estudada, e a reagéo enzima-
tica foi terminada pela agao da temperatura (-80°C) e na fase
intestinal, pela adicdo de Pefabloc®. Foram efetuadas cinco
réplicas por cada fase digestiva estudada. A bioacessibilida-
de de PAT foi determinada no final de cada uma das trés fases
do processo de digestao (O, G e I). A determinacéo de patuli-
na foi efetuada segundo a metodologia descrita por Barreira e
colaboradores (2010)(2). Para a determinacao dos valores de
bioacessibilidade, compararam-se 0s valores de PAT obtidos
no controlo da contaminagéo (amostra contaminada nao sub-
metida a digestao in vitro) e os valores de PAT nas amostras
submetidas a digestao in vitro. Os dados foram avaliados esta-
tisticamente recorrendo ao software IBM® SPSS Statistics 20
(IBM, Armonk, NY). O teste Kruskal-Wallis foi usado para ava-
liar os resultados de bioacessibilidade obtidos nas diferentes
fases.

_Resultados

Os resultados de bioacessibilidade de PAT obtidos apds a apli-
cacao do método harmonizado IVD encontram-se resumidos
na tabela 1.

Os valores médios de bioacessibilidade obtidos para o sumo
de magca limpido foram de 89,9 + 2,7%, 91,4 + 6,1% e 21,4
2,5% nas fases oral, gastrica e intestinal, respetivamente. Os
valores médios de bioacessibilidade para o sumo de maca

Tabela 1: [ Valores de bioacessibilidade de PAT (%) em 4 sumos & base de maga apés
a digestao in vitro.
Bioacessibilidade (%)
Sumo Natureza Fase oral (O) Fase gastrica (G) Fase intestinal (I)
x P— 93,8 89,9 98,0 91,4 25,5 21,4
Macga Limpido
87,4 +2,7 82,4 + 6,1 19,0 +2,5
« 81,1 71,6 81,8 76,3 71 6,1
Maca Turvo
61,4 + 7,7 65,1 + 7,2 5,4 +0,9
« 941 85,3 83,6 80,9 51,2 44,0
Maga-marmelo Turvo
72,5 +8,3 78,3 +2,4 30,2 + 8,6
x . P— 71,6 64,5 75,7 68,4 19,3 14,7
Maga-laranja Limpido
56,8 +5,9 62,6 +5,7 10,1 + 3,5

Os valores de bioacessibilidade estdo expressos em média + DP (desvio padrédo) (n=5); Max = maximo; Min = minimo.
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turvo foram 71,6 + 7,7%, 76,3 + 7,2%, 6,1 £ 0,9%, nas mes-
mas fases, respetivamente. A andlise dos valores de bioaces-
sibilidade do sumo turvo maca-marmelo (O: 71,6 = 7,7%; G:
76,3 + 7,2%; 1: 6,1 + 0,9%) e do sumo limpido de maga-laran-
ja(0:64,5+59%; G: 68,4 +£5,7%; I: 14,7 £ 3,5%) sugere que
os valores de bioacessibilidade sao influenciados pela matriz
estudada, isto &, diferentes matrizes alimentares apresentam
diferentes valores de bioacessibilidade.

As diferengas observadas nos valores de bioacessibilidade
quando analisados por fase (0: 77,9 + 12,1%; G: 79,3 + 10,0%;
I: 21,6 £ 15,1%) indicaram diferengas estatisticamente signifi-
cativas entre os valores de bioacessibilidade das fases oral e
gastrica (mais elevadas) quando comparadas com a fase in-
testinal (mais reduzida) (p < 0,05).

_Discusséo e conclusdo

Este estudo apresenta os primeiros resultados que descrevem a
bioacessibilidade de PAT, adicionada artificialmente, em sumos
de fruta a base de maca ao longo das trés fases do processo de
digestao in vitro aplicando o método harmonizado IVD.

Assuncéo e colaboradores (2015)(6) reportaram valores mé-
dios de bioacessibilidade intestinal de 27,7 £ 13,5% em sumos
de fruta a base de maca. Apesar de terem aplicado uma meto-
dologia de simulacgao in vitro da digestéo diferente da utilizada
no presente estudo, os valores obtidos estdo de acordo com
0s observados agora. A reducdo dos teores de patulina no
final da fase intestinal podera ser atribuida a agao dos proces-
sos digestivos que poderdo originar alterac6es na sua estrutu-
ra quimica ou eventual formacdo de novos compostos. Em
contraste, sdo de realcar 0s elevados valores de bioacessibili-
dade na fase oral e gastrica (superiores a 75%).

Estes dados vém alertar para potenciais perigos para a salde,
decorrentes da exposigao a patulina em alimentos contamina-
dos, face ao periodo de permanéncia desta micotoxina no or-

ganismo durante a digestdo, em particular, na fase gastrica (7).

Assim, uma atencao particular devera ser dedicada aos va-
lores de bioacessibilidade gastrica obtidos, atendendo ao
potencial impacto na sadde humana, em especial em popu-
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lacdes mais vulnerdveis como as criangas. As criangas tém
maior probabilidade de exposicédo a patulina, j& que conso-
mem produtos a base de macéa (sumos, farinhas lacteas e
purés) com maior regularidade, que os individuos adultos ().

Considerando os resultados obtidos, estudos futuros que
permitam clarificar os potenciais efeitos toxicos da patulina
ao longo do processo digestivo assumem particular relevan-
cia, sobretudo em populac¢des vulneraveis.
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