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organocalcogenetos ao produto, capazes de
interagir com a micotoxina, formando uma nova
substancia atéxica.
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USO DE COMPOSTOS NUCLEOFILICOS DE CALCOGENIOS

OU AMINOACIDOS COMO REAGENTES PARA REDUGAO OU

ELIMINAGCAO DE PATULINA EM BEBIDAS E PROCESSADOS
ALIMENTARES DE FRUTAS.

Campo da Invencao

A invengéo diz respeito a um método quimico de descontaminagdo da
patulina presente em bebidas, processados de frutas e ragbes, pela exposigéo
dos mesmos a compostos organocalcogenetos ou aminoécidos e derivados.
Séao descritos procedimentos para redugdo do teor de patulina em sucos e
processados de frutas que incluem a adigdo de compostos
organocalcogenetos, capazes de reagirem com a micotoxina, formando
substancia atoxica.

Estado da Técnica

A patulina € uma micotoxina com potencial carcinogénico, mutagénico e
teratogénico produzida principalmente por Penicillium expansum, Aspergillus
clavatus e Byssochlamys nivea. A produgdo de micotoxinas por fungos de
campo tem freqUentemente envolvido fitopatbgenos de interesse econdmico.
Ademais, na cadeia poés-colheita estes organismos continuam presentes na
mateéria colhida, haja vista que essas toxinas naturais séo de dificil controle e
apresentam termorresisténcia ao processamento industrial, tornando esse
assunto alvo de sérias discussdes pelos 6rgdos e organizagdes preocupadas

~ com questdes sanitarias, como a “WHO/FAO Joint Expert Committee on Food

Additives™-JECFA (WHO, 1996). ,
O governo brasileiro, através da Portaria Ministerial n° 230, de 10 de
junho de 1997 do MAPA, instituiu o Programa Nacional de Controle de
Micotoxinas em Produtos, Subprodutos e Derivados de Origem Vegetal. Os
fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Alternaria s&o os
principais microorganismos responsaveis pela produgdo de toxinas numa
ampla variedade de produtos agricolas. Segundo estimativas da FAO, 25% de
todas as plantagdes agricolas sédo afetadas anualmente pela contaminagéo por
micotoxinas. Entre os grupos de micotoxinas comumente relatados na

contaminagao de alimentos citam-se as aflatoxinas, ocratoxina, patulina,
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zearalenona, tricotecenos, fumonisinas, 4acido tenuazbnico, acido
ciclopiazénico, citrinina e acido penicilico. A solugédo do problema da toxina nos
sucos vai abrir o mercado de produtos para exportagdo e melhorar o prego,
sem falar nos beneficios para a saude citados.

A ocorréncia de patulina na regido Sul ja é estudada desde 2003 por
diversos pesquisadores. Em 2006, por exemplo, estes pesquisadores
desenvolveram uma metodologia utilizando cromatografia eletrocinetica micelar
capilar para a deteccdo de presenga de patulina em sucos de magés
comercializados na regido da grande Porto Alegre-RS. Os valores encontrados
estavam na faixa de 25 ug/L, abaixo do limite maximo de 50 pg/L permitido
pela legislagdo (SILVA et al., 2007). Esse mesmo grupo estudou a incidéncia
de patulina em magés de mesa e de descarte produzidas no Rio Grande do
Sul. Nas safras de 2006 e 2007 macgas foram coletadas nas principais
produtoras na regido Sul, o que revelou que as magas de descarte
apresentavam um alto teor de patulina.

Tendo em vista que a presenca da patulina em alimentos € um problema
sério para a saude publica, uma vez que, no caso das magés de descarte,
referida toxina permanece nos seus derivados mesmo apds o processamento
da mateéria prima, mister se faz encontrar algum composto que, adicionado ao
material processado, possa reagir com a patulina para inativa-la, resolvendo

este sério problema de contaminagdo dos sucos processados a partir do

~ descarte, tanto de pomares como de “packing-houses”.

As propriedades eletrofilicas da patulina e sua reatividade com varios
modelos de nucledfilos tais como a N-acetilcisteina ja foram elucidadas. A
molécula da patulina estavel em meio acido, pH das bebidas derivadas da
macga, quando adicionada a cisteina, reage rapidamente. Entretanto ¢
necessario um estudo detalhado da toxicidade das novas estruturas formadas
pela reagcdo da patulina com esses compostos organocalcogénios para que se
possa garantir a seguranga do alimento.

Devido a importancia do ponto de vista sanitario e econébmico, muita
pesquisa tem sido feita para buscar uma solugdo para este problema delineado

acima. Dessa maneira, as solugbes apresentadas por pesquisadores foram
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diversas, dentro das quais também encontramos algumas variagbes da
tecnologia utilizada, sendo vejamos:

(A) “Filtro baseado em membrana com microporos ou nanoporos, ou
resina porosa”. Neste caso apontamos a anterioridade US 6,248,382,
depositada em 19/06/2001. Esta patente descreve um material de resina com
microporos em abundancia, com menos de 20 ANG de largura minima do poro,
no minimo, e uma superficie de poros capazes de reter a patulina pelas forgas
de quimissor¢ao. Relaciona-se a ela a patente NZ 337456.

(B) Adsorventes de toxinas. Para esta solugdo podemos citar o pedido
de patente norte-americano US 20060263410, publicado em 23/11/2006. Esta
anterioridade refere-se a um método biolégico de descontaminacdo de
micotoxinas presentes em produtos quuidosmélimentares por adsorgéo deles em
fibras vegetais insoliveis, assim como um método de fermentacéo
compreendendo, pelo menos, uma etapa de descontaminagdo através do
método proposto.

Destacamos também a anterioridade JP 2007259770, publicada em
11/10/2007 e que revela um método para produzir material moldado com
bentonita-polpa de maga usada para prevenir a contaminagédo por toxinas de
ragbes animais. . ,

Ja a patente US 6,827,959, depositada em 7/12/2004, a‘presenta
preparados adsorventes de micotoxina, contendo um silicato em camada

- organicamente modificada (organofilico), sendo que para a modificagdo sdo

empregados compostos quaternarios de amoénio com pelo menos um grupo Cqg
até cy-alquila de cadeia longa e pelo menos um substituinte aromatico, ou
contendo uma mistura de um silicato em camada n&do organicamente
modificado e um silicato em camada organicamente modificado pelo menos ate
75 %, em relagdo a capacidade total de permuta de cations (kak). Relacionada
a esta patente estd a patente Pl 9916884-7, intitulado “Adsorvente de
micotoxina”, em nome de Sid-Chemie AG (DE), depositada em 17/12/1999.
Também a patente Pl 0115290-4 intitulada: “Uso de silicatos em camadas
ativados para adsorgcdo de micotoxina”, em nome de Siid-Chemie AG (DE),
depositada em 10/10/2001.
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Outra anterioridade que deve ser citada é a Pl 06092284, intitulada:
‘Emprego de estevensita para adsorgéo de micotoxina’, em nome de Sud-
Chemie AG (DE), depositada em 09/05/2006. Esta invencédo refere-se ao
emprego de uma composigdo contendo estevensita, ou, pelo menos, um
componente contendo estevensita, para adsor¢do de micotoxinas. Além disso,
a invencdo refere-se a um preparado alimenticio e a um processo para
tratamento de ragdes nas quais essa composicéo é empregada.

Cita-se, outrossim, o pedido de patente Pl 0602142-5, intitulado
‘Adsorvente organofilico e processo de obtengdo de adsorvente organdfilico
para a inativacdo de poluentes organicos”, em nome da Universidade Federal
de Santa Catarina, depositada em 31/5/2006. Esta anterioridade apresenta um
adsorvente organofilico e o processo de obf?anc;éo do mesmo que serve para a
inativagéo de poluentes organicos. E Descrito, também, um processo para a
produgdo de um adsorvente organico formulado utilizando argilas tipo bentonita
e um sal quaternario de amoénio benzalcdénio com 95% de pureza com o
objetivo de inativar poluentes organicos como as micotoxinas, e o resultado
deste processo é um adsorvente ao qual € dado o nome de "organofilico g" que
através da adsorgao retira os poluentes organicos que desequilibram o sistema
afetado pelos referidos contaminantes.

(C) Baseado em microorganismos que metabolizam a micotoxina. Sabe-

se que bactérias 4acido-laticas podem servir para a metabolizagdo das

~ micotoxinas em alimentos e preparados alimentares. Sdo exemplos destas as

cepas de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis, que conseguem
metabolizar a patulina e a ocratoxina (Fuchs et al., 2007).

Nesse sentido faz-referéncia a patente US 6,083,736, que apresenta o
microorganismo bacteriano Ochrobactrum que tem a capacidade para degradar
ou desintoxicar moniliformina ou micotoxinas estruturalmente afins em
condigbes de pré e pbds-colheita.

A patente US 0,098,244, publicada em 16/4/2009, refere-se a um
microorganismo para a detoxificagdo biologica de micotoxinas, ou seja,
ocratoxinas e / ou zearalenonas, em produtos alimenticios e alimentos para

animais.
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(D) Alteracdo do metabolismo da micotoxina. A patente US 7,041,678,
publicada em 9/5/2006, descreve um composto alcaldide que € um inibidor da
biossintese de micotoxinas. O alcaldide € uma amida piperidina alquenila, onde
a alquenila € um C4g alquenila com uma ou mais ligagées duplas. O alcaldide
inibe a transcrigdo dos genes do fungo nor-1, tri5 e ipnA. A invengdo ainda
fornece um método para a identificagédo de compostos, que inibem a sintese de
aflatoxina em Aspergillus spp. e desoxinivalenol em Gibberella spp. sem inibir o
crescimento do fungo in vitro.

Ja a patente US 5,698,599 revela um processo para controlar o
crescimento de fungos que produzem micotoxinas em planta e culturas,
baseado na exposigdo do processado alimentar a substéncia trans-2- hexenal
em condigbes de inibir a produgéo de micotg;ina.

(E) Combinagédo de estratégias anteriores, eliminagdo e detecgédo de
micotoxinas. Nesta hipdtese encontramos a patente US 0,148,066 que
apresenta um conjunto de membrana em nanofibras adaptada para um analito
de interesse, ou um conjunto da membrana que compreende em uma
incorporagéo: (a) uma membrana nanofibrosa de eletrofiagéo, que inclui um ou
varios tipos de grupos funcionais e, (b) pelo menos, um elemento molecular de
reconhecimento imobilizado na matriz de nanofibra como um grupo funcional,
sendo que o elemento molecular de reconhecimento esta édaptadoy para se
ligar seletivamente ao analito do interesse. Pode ter acoplado um sensor a
membrana.

Outra anterioridade relevante ¢ a US 5,178,832, que apresenta uma
forma de deteccdo e imobilizagdo seletiva de micotoxinas em solugéo. Foi
descoberto que certos minerais, principalmente varias formas naturais de 6xido
de aluminio, tem ligacdo seletiva preferencialmente por micotoxinas ou com
misturas contendo micotoxinas. Referida patente também prové um método de
deteccdo das micotoxinas através da passagem por um tubo, com detecgéo
luminescente.

3

Descricdo resumida da Invencao
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A invencgéo diz respeito a um método quimico de descontaminagdo das
micotoxinas presentes em bebidas, processados de frutas e ragdes, por reagéo
dos mesmos com compostos organocalcogenetos. S&o  descritos
procedimentos para redugéo do teor de patulina em suco de frutas que incluem
a adigdo de compostos organocalcogenetos, aminoacidos ou derivados
desses, bem como aminoacidos que com centro nucleofilico sdo capazes de
reagir com a micotoxina, formando uma nova substancia.

Estes e outros objetos da invencgédo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e seréo
descritos em detalhes suficientes para sua reprodugéo na descri¢céo a seguir.
Descricao das Figuras

O Anexo 1 (Anexo) mostra exemplomae compostos organocalcogenetos
de enxofre, selénio, aminoacidos e derivados, com centro nucleofilico.

A figura 1 (Figuras) mostra a formula estrutural da molécula de patulina.

A figura 2 (Figuras) mostra a reacdo da patulina com composto dotado
de nucledfilos, tais como organocalcogenetos (S, Se e Te), aminoacidos ou
derivados desses, no centro eletrofilico na molécula de patulina, mais
especificamente com a cisteina no caso ilustrado.

A figura 3 (Figuras) mostra o mecanismo da reagéo.
Descricdo Detalhada da Invencéao

A invengéo diz respeito a um método quimico de descontaminagéo das
micotoxinas presentes em bebidas, processados de frutas e ragdes animais,
por exposicdo dos mesmos a grupos organocalcogenetos. S&o descritos
procedimentos para redugdo ou eliminagéo da patulina em suco de frutas que
consiste em usar organocalcogenetos no préprio suco, ou processado de
frutas, que s&o capazes de reagir com a micotoxina patulina formando uma
nova substancia, ‘

A patulina, representada como 4-hidroxi-4H-furo [3,2-c] pirano-2 (6H)-um
(vide figura 1 em Figuras), € uma micotoxina produzida por certas espécies de
Aspergillus e Penicillium, fungos responsaveis pela decomposi¢cdo de macgas e
outras frutas. Assim, com a colheita das frutas para posterior processamento, é

comum que algumas das frutas colhidas ja estejam em estagio inicial de
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apodrecimento, o que é dificil de ser detectado e faz com que essas frutas
passem pelo controle de qualidade na produgéo.

As frutas de descarte, especialmente, por serem dirigidas a processos
que as transformardo em processados ou até mesmo sucos, fazem com que
essa identificagdo de micotoxinas seja praticamente impossivel, restando claro
que a acdo a ser tomada para evitar problemas com esta contaminacéo seja
feita na propria matéria ja processada. Conforme dito anteriormente, a uso de
compostos organocalcogenetos para a elimina¢do da patulina mostrou-se uma
solugdo perfeita para o problema apresentado, e é isto que a presente
invencdo esta trazendo a tona, demonstrando, inclusive, as estruturas
resultantes da reagéo entre a patulina e d|tos compostos. A proposta foi testada
com sucesso usando a técnica de filtragéo com retencéo por adsorgdo, atraves
da qual se provou a reducéo do teor da micotoxinas nos filtrados,

Nesse sentido, a eliminagdo da patulina pode ser feita através de
adicbes de alguns organocalcogenetos de enxofre, tais como os exemplos
apresentados no anexo 1, em Anexo. A patulina & conhecida como um di-
eletrofilo e a posigdo 6 da lactona a,B,y,0-insaturada é um eletrédfilo mole,
conforme & visto na figura 1, em Figuras. ,

Por esse motivo, nucledfilos moles, tal como organocalcogenetos (S, Se
e Te), aminoacidos ou derivados destes, podem reagir nessa posigéo com o
centro eletrofilico da patulina (figura 2, em Figuras). Assim, a presente
invencdo revela esta técnica que sera utilizada na remocgéo ou redugdo da
patulina do suco de frutas e outros alimentos processados. As propriedades
eletrofilicas da patulina e sua reatividade com varios modelos de nucledfilos
tais como a N-acetilcisteina ja foram elucidadas. A molécula da patulina é
estavel em agua, mas, quando se adiciona cisteina, verifica-se que ocorre a
reac&o rapidamente. ‘

Como exemplos de compostos nucleofilicos de enxofre e de selénio, e
que sdo considerados compostos para a presente invengéo, cita-se, sem se
restringir a esses: aminoacidos e derivados.

Exemplos:
Exemplo 1:
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Reagdo com L-cisteina. Foram realizados testes preliminares reagindo a
patulina com L-cisteina, em meio acido, utilizando suco de magé comercial,
previamente contaminado com patulina padrdo. Observamos que a patulina,
usando a técnica de filtragdo com retengéo por adsorgao, foi reduzida em 24
horas até nosso limite de detecgdo de 20 ppb, determinado por TLC
(Cromatografia Liquida em Camada Delgada). Solventes: 08 marcas de sucos
diferentes de magas. Acompanhadas por TLC em cémara de UV, com
reveladores quimicos. Resultados: A reacéo da patulina com a cisteina em
meio ao suco ocasionou uma redugdo da patulina em 100% até o limite de
deteccdo de 20 ppb da patulina.

Exemplo 2:

Reagéo com L-Lisina. As reagbes com o arﬁbfnoécido natural L-Lisina, usando a
técnica de filtragdo com retengéo por adsorgdo, também mostraram reduzir
totalmente a patulina presente no suco. Resultados iniciais: Na relagéo 1:1, a
lisina ndo reduz a patulina, somente em um excesso de 8:1 observa-se o
desaparecimento da patulina em uma hora de reagdo, até o nosso limite de
detecgéo de 20 ppb.

Exemplo 3:

Reacéo com Histidina. Resultados: Histidina, inicialmente testada na proporgéo
1:1 com a patulina, ndo reagiu com a patulina nas condi¢cdes festadas,( usando-
se a técnica ja descrita nos outros exemplos. Estamos repetindo as reagbes
alterando levemente o pH, em condicbes que possam ser repetidas pela
industria. Testes estdo sendo feitos via cromatografia gasosa para
confirmarmos esses resultados. '

Assim, uma primeira técnica para a eliminagdo da patulina através da
reacdo destes compostos com a patulina é o uso daqueles como aditivos,
misturados diretamente nas bebidas ou preparados de frutas. O produto
atdxico resultante podera ser retirado do meio ou néo, conforme desejar o
realizador.

A presente invencdo também revela outra forma de utilizagdo destes
compostos reagentes com a patulina, voltadas para o mesmo fim de eliminar
dita toxina dos preparados alimentares feitos de frutas. Dessa maneira, é
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possivel utilizar estes compostos de calcogénios, aminoacidos e/ou derivados
destes para a funcionalizagdo de um polimero que originara uma membrana ou
resina filtrante em meio aquoso de forma semelhante as reagbes realizadas
com a técnica de filtragdo com retengéo por adsorgéo, uma técnica tradicional e
conhecida nos versados na area e que mostrou a eficiéncia na redugéo dos
teores da micotoxina patulina, Duas técnicas de elaboragéo de filtros de alto
desempenho e com grande area de superficie e reduzido tamanho de poros
séo as técnicas de eletrofiagédo e eletrospray e elas constam aqui com fins
enumerativos(?). Ainda, as técnicas de funcionalizagdo de polimeros/ resinas
s8o bastante conhecidas dos versados nessa area. Caso exemplificativo de
funcionalizagdo de uma membrana de nanofibras produzidas por eletrofiacéo &
divulgado por Roében et al (2008), quandowfoi realizada a funcionalizagéo de
poliestireno com o aminoacido Prolina. Trata-se de um caso elucidativo e néo
restritivo, assim como a funcionalizagdo com a enzima colinesterase feita por
Stoilova et al (2010). E amplamente descrita na literatura e sabida pelos
versados na arte a forma de funcionalizagéo, com ou sem modificagédo de
superficie, quimica ou fisica, encapsulagdo de ativos, em micro e nanoescala,
em polimeros, seja para ativos hidrofilicos ou hidrofébicos. Todos levam em
consideragéo os parametros de interagéo X polimero de solvente/ co-solvente e
ingrediente ativo, os parametros de solubilidade, Lewis dé écido—’ base e
entalpia de reagdes do sistema, assim como dos aditivos incorporados.

Outra técnica ora revelada & a utilizagdo dos compostos mencionados
associados com adsorventes e/ou seqlestrantes de patulina em meio aquoso,
o que também atinge o objetivo almejado de eliminagdo dessas micotoxinas.
Os adsorventes/ sequestrantes misturados com o processado alimentar
previnem ou limitam a absorgdo da micotoxina no trato gastrointestinal,
reduzindo assim o potencial de transmissao para a cadeia alimentar humana e
a sua distribuicdo para o 6rgdo-alvo. Mas deve-se ressaltar que ainda nao
existe o adsorvente ideal, uma vez que ¢é limitado para determinadas
micotoxinas e por adsorverem nutrientes do alimento de forma indesejavel. O

uso dos compostos de calcogénios, aminoacidos ou derivados destes,
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associados com os agentes adsorventes e/ ou sequestrantes da toxina no suco
in situ é proposto com fins de melhorar a eficiéncia dessa estratégia.

Deve ficar evidente aos conhecedores da técnica que o presente modelo
de utilidade pode ser configurado de outras formas especificas sem apartar-se
do espirito ou do escopo da invencao. Particularmente, deve-se compreender
que o presente modelo pode ser configurado nas formas descritas desde que

permaneca a fungéo aqui apresentada.
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REIVINDICACOES
1. USO DE COMPOSTOS DE CALCOGENIOS, AMINOACIDOS OU DERIVADOS
DESTES em bebidas e processados alimentares, feitos de frutas para a eliminagéao
ou reducéo de patulina destes produtos caracterizado por ditos compostos atuarem
como reagentes com a patulina, reagindo com o centro eletrofilico desta, formando
um produto novo e sem atividade téxica.
2. USO DE COMPOSTOS DE CALCOGENIOS, AMINOACIDOS OU DERIVADOS
DESTES em bebidas e processados alimentares, feitos de frutas para a eliminagao
ou reducdo de patulina destes produtos caracterizado pelos compostos serem
escolhidos do grupo que compreende os grupos quimicos alquilicos simples ou mais
complexos como R-S; S-Se ou R-Te.
3. USO DE COMPOSTOS DE CALCOGENIOS, AMINOACIDOS OU DERIVADOS
DESTES em bebidas e processados alimentares feitos de frutas para a eliminagéo
ou redugdo de patulina destes produtos caracterizado pelos compostos serem
nucleéfilos moles, especialmente organocalcogenetos formados por S, Se e Te.
4. USO DE COMPOSTOS DE CALCOGENIOS, AMINOACIDOS OU DERIVADOS
DESTES em bebidas e processados alimentares feitos de frutas para a eliminagdo
ou redugao de patulina destes produtos éaracterizado pelo composto ser a cisteina.
5. USO DE COMPOSTOS DE CALCOGENIOS, AMINOACIDOS OU DERIVADOS
DESTES de acordo com as reivindicagdes 1 a 4 caracterizado pelos compostos
serem adicionados diretamente ao suco ou processado de frutas para reagirem com
a patulina.
6. USO DE COMPOSTOS DE CALCOGENIOS, AMINOACIDOS OU DERIVADOS
DESTES de acordo com as reivindicagées anteriores caracterizado por serem
utilizados na eliminagao ou redugéo de outras micotoxinas encontradas em sucos ou

processados de frutas, cuja reatividade seja semelhante a patulina.



111

FIGURAS

Figura 1

Figura 2

O///\/\
] S  o._o

LN

0._0
I N s HS/\]A\O \ Degradagbes
e 7
0 NH, 0
OH

Patulina

Cisteina OH

nuclesfilo Aduto de patulina e cisteina

Figura 3

[N H
&)

_H

o) 0]

L e T A
R4 R R/ ™R R ™R
Nu Nu

e NU



1/1

ANEXO
Anexo 1
Nucledfilo Formula estrutural
1.Cisteina: o
HS/\l/LkOH
NH,
2.Homocisteina o
NH,
3.Captopril s 20
(—NJ.M\OH
4.Acido tioacético O

5.Glutationa

6.Selenocisteina HSe
HZNJ\TQH
o
4.Acido mercaptoiénico 0
",
HS” ™ OH
5.Acido tiolatico e Cﬁ
7 ToH
SH
Cisteinalgicina 7w ?”7
o LA T _sH
Q
DL-Homocisteina . 0
HS. OH
NH,
N-acetilcisteina 1
S o]
N OH
-}r i3
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RESUMO

USO DE COMPOSTOS NUCLEOFILICOS DE CALCOGENIOS OU AMINOACIDOS
COMO REAGENTES PARA REDUGAO OU ELIMINAGAO DE PATULINA EM
BEBIDAS E PROCESSADOS ALIMENTARES DE FRUTAS.

A presente invengdo diz respeito a um método quimico de descontaminagéo de
bebidas, ou processados de frutas contaminados por patulina por reagdo com
compostos de calcogénios, aminoacidos ou derivados desses. Sao revelados
procedimentos para eliminagéo ou redugéo do teor de patulina que incluem a adigéo
de compostos organocalcogenetos ao produto, capazes de interagir com a

micotoxina, formando uma nova substancia atdxica.
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