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Abreviaturas e Acronimos

ACN — acetonitrilo

ADN — acido desoxirribonucleico

ALT - alternariol

AME — éter monometilico do alternariol
AOH - alternariol

APCI — ionizagao quimica a pressao atmosférica
AS — altenuisol

ATX (I, Il, 1) — alterotoxinas (I, 11, 1)
a,, — atividade da agua

CAS — Chemical Abstracts Service
CH,COOH - acido acético

DAD — detetor diodo em série

DCM - diclorometano

DMSO - dimetil-sulfoxido

EFSA — European Food Safety Authority

ESI — ionizagao por electro spray



Abreviaturas e Acronimos

EtOAc — acetato de etilo

HCT 116 — células do carcinoma humano do célon
H,O —agua

HPLC — cromatografia liquida de alta pressao
I.V. —intravenoso

KCI — cloreto de potassio

LC — cromatografia liquida

LD, — dose letal a 50%

LPO — peroxidagao de lipidos

MeOH — metanol

MS/MS — detetor de massa em tandem

ROS — espécies reativas de oxigénio

SPE — extragao em fase solida

TeA — acido tenuazodico

UPLC — cromatografia liquida de ultra pressao

ZnSO,*H,O — sulfato de zinco hidratado



Resumo

O alternariol (AOH) é uma micotoxina produzida pelo género Alternaria e que revela
evidéncias de riscos para a salde humana, contaminando produtos destinados ao consumo

humano e animal, como mostram os dados recolhidos pela EFSA.

O objetivo deste trabalho é elaborar uma revisio sobre a incidéncia do AOH em
diferentes tipos de produtos de origem vegetal, um pouco por todo o Mundo, os métodos
analiticos disponiveis para a sua detegao e quantificagao, bem como estratégias a adotar para

a diminuigao da presenga de micotoxinas em alimentos.

Como tal, o desenvolvimento destes métodos analiticos & essencial, sendo que

método de elei¢ao dos investigadores o HPLC — MS/MS ou UPLC — MS/MS.

Em suma, é necessario monitorizar a sua ocorréncia ao longo de toda a cadeia de

produgao alimentar e com métodos analiticos especificos e sensiveis.

Abstract

Alternariol (AOH) is a mycotoxin produced by the genus Alternaria and reveals
evidence of risks to human health, contaminating food and feed, as shown by the data

collected by EFSA.

The aim of this study is to review the impact of the AOH in different types of
vegetable products, all over the world, the analytical methods available for its detection and
quantification, as well as adopted strategies to decrease the presence of the mycotoxins in

foods.

As such, the development of these analytical methods are essential and HPLC - MS /

MS or UPLC - MS / MS was the preferred method for researchers.

Thus, it is necessary to monitor its occurrence in the food production chain with

specific and sensitive analytical methods.



Introducao

As alteragoes climaticas e o aquecimento global poderao estar na origem do aumento
do microbioma em produtos alimentares, podendo resultar num impacto negativo a nivel da

sua qualidade e seguranga (Vuckovic et al, 2012).

As micotoxinas sao metabolitos secundarios flngicos, biologicamente ativos,
encontrados em alimentos destinados a humanos e animais como contaminantes (Chiesi et

al, 2015).

A contaminagado com mdltiplas micotoxinas nos produtos alimentares
predominantemente consumidos, como cereais e derivados, podem exercer problemas

graves na saude dessas populagoes consumidoras (Abia et al., 2013).

O género Alternaria spp. € classificado como Fungos Imperfeitos (Deuteromycotina) e
reproduzem-se assexuadamente, através de conidios (Asam, Konitzer & Rychlik, 201 I). Estas
espécies de fungos sao ubiquas no meio ambiente, podendo estar presentes nos solos, em

plantas, em produtos alimentares, entre outros (Vuckovic et al, 2012).

Tem sido descrito, em todo o mundo, que
o género Alternaria infeta as culturas no campo e
provoca a deterioragao pos-colheita de muitos
produtos de origem vegetal (Vuckovi¢ et al, 2012).
A sua ocorréncia em varios frutos, cereais e
vegetais faz com que este patogénico seja
considerado tao perigoso como outros ja
extensamente estudados, como o Aspergillus spp.,

Penicillium spp., e Fusarium spp. (Prelle et al., 2013).

As plantas infetadas com Alternaria mostram

“ s e Figura | — Caracteristicas morfoldgicas e sinais de
pontos pretos, doenga chamada de “black point Diospyros kaki L. provocado por Alternaria alternata.
pyi P! P

nos frutos, folhas e caules, apodrecimento de | A _ o5 pretos no diospiro; B — Plano da secio

vertical da lesdo; C — colonia em agar de dextrose de

tubérculos e frutas e nos cereais € comum -
batata; D — Conidios

surgirem manchas negras (Figura I) (Asam et al, Adaptado de Lee et al, 2013

2011). Para além disto, Alternaria spp. também
apresenta patogenicidade pos-colheita, provocando deterioragao dos produtos durante o

transporte, armazenamento e processamento, o que leva a perdas econdmicas graves,



principalmente pela redugao da qualidade, devido a descoloragao, insipidez e diminuigao do

valor nutritivo (Vuckovic¢ et al, 2012).

As espécies de Alternaria revelam grande importancia na seguran¢a e qualidade de
produtos alimentares, bem como na saude humana, nomeadamente pelo facto de os seus
esporos serem considerados um dos alergénios fungicos mais proliferativos, os quais foram

associados a alergias respiratorias e infe¢oes cutaneas (Vuckovic et al,, 2012).

Sao produzidas mais de 70 micotoxinas e fitotoxinas pelo género Alternaria, mas so
algumas ocorrem naturalmente nos alimentos ou apresentam relevancia toxicologica. Das
espécies produtoras de toxinas, a Alternaria altenata é considerada a mais importante

(Vuckovic¢ et al., 2012).

A Alternaria alternata produz compostos que sao seletivamente toxicos para

hospedeiros-especificos, tais como magas, tomates, entre outros (Muller & Korn, 2013).

Alternariol

Uma vez que o género Alternaria € comumente parasita de plantas e possivel
responsavel pela deterioragao de frutos e vegetais durante o transporte e armazenamento
(Fernandez-Cruz, Mansilla & Tadeo, 2010)), torna-se importante avaliar a sua incidéncia e

respetivas toxinas nos produtos alimentares, com elevados padroes de consumo.

Assim, as toxinas mais importantes produzidas por Alternaria encontram-se divididas

em trés principais classes estruturais (Figura 2) (Mdller et al., 2013):

a) Derivados dibenzo-a-pirona: alternariol (AOH), éter monometilico de
alternariol (AME), altenueno (ALT), altenuisol AS);
b) Derivados do acido tetramico: acido tenuazoico (TeA);

c) Derivados perilenos: alterotoxinas |, Il, Ill (ATX-I, -II, -1l).

O altenueno (ALT) e ATX-l foram os que demonstraram produzir a maior toxicidade
aguda no ratinho com LD, de 50 e 200 mg/Kg, respetivamente. As micotoxinas AOH e
AME nao apresentaram elevada toxicidade aguda no ratinho (LD, 400 mg/Kg), enquanto o
TeA demonstrou toxicidade sub-aguda no ratinho (LDs, i.v. |15 mg/Kg) (Fernandez-Cruz et

al, 2010).
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Figura 2 - Estruturas quimicas de AOH; AME; ALT; ATX — I; ATX - Il; ATX - lll e TeA

Adaptado de Pavon et al., 2016.

Apesar da baixa toxicidade aguda exibida pela maioria destas micotoxinas, tem sido
demonstrado que extratos de Alternaria alternata sao genotdxicos e mutagénicos in vitro
(Chiesi et al, 2015). Estas toxinas demonstram atividade citotoxica, fetotdxica e/ou
teratogénica, e sao também mutagénicas e clastogénicas em sistemas de células microbiodticas
e de mamiferos, sendo tumorogénicas em murganhos, por inibir a proliferagao celular

(Miiller et al,, 2013).

Tem também sido sugerido que a produgao de AOH e AME por Alternaria alternata
em cereais pode ser o fator responsavel pelo aumento da incidéncia do carcinoma do

esofago na China (Prelle et al,, 2013).

Apesar do potencial risco para a saude dos consumidores, bem como da sua
ocorréncia natural em produtos alimentares estarem demonstrados, até agora ainda nao ha
regulagoes internacionais especificas para nenhuma micotoxina de Alternaria em alimentos

destinados ao consumo humano e animal (Miller et al., 201 3).

Assim, e porque as toxinas de Alternaria podem ser encontradas num enorme
numero de produtos comerciais, como sumos de maga, derivados de tomate, cereais,
cervejas e cenouras, € necessario monitorizar a sua ocorréncia na cadeia de producao

alimentar através de métodos analiticos especificos (Prelle et al., 2013).



Dos metabolitos secundarios de fungos Alternaria, o AOH e o AME sao considerados

os principais metabolitos toxicos (Fernandez-Blanco et al., 2014).

As carateristicas dos extratos de Alternaria, referidas acima, sao imputadas também
ao AOH, sendo assim um dos principais responsaveis por essas atividades dos extratos.

Assim torna-se relevante a caraterizagao e pesquisa deste composto.

Para além das propriedades atribuidas, o AOH e AME sao referidos em evidéncias
recentes como inibidores da topoisomerase | e I, o qual pode causar danos no ADN em
cultura de células (Fernandez-Blanco et al, 2014). Foi também observado que uma
concentragao de AOH compreendida entre |15 — 30 pM bloqueia quase completamente a

proliferagao celular (Solhaug et al., 2012).

Alguns estudos tém sugerido que o AOH pode atuar como um desregulador
enddcrino (pode interferir com a sintese, secregao, transporte, ligacao, agao, eliminagao de
hormonas naturais no organismo que sao responsaveis pela manutengao da homeostase,

reprodugao, desenvolvimento e/ou comportamento (Frizzell et al., 201 3).

Esta micotoxina € um composto difendlico estruturalmente semelhante ao estrogénio
natural e sintético. Trata-se de uma substincia mimetizante e neste contexto a sua
capacidade para atuar como um agonista dos recetores de estrogénio foi confirmada
(Lehmann et al, 2006). Foi ainda descrito que AOH e AME demonstraram diminuir a sintese
da hormona esterdide progesterona, a qual possui um papel importante na regulagao da

fertilidade feminina (Frizzell et al., 201 3).

Foi demonstrado que as células do carcinoma humano do coélon (HCTI16) sao
sensiveis ao AOH, e que este induz uma diminuicao da viabilidade destas células, de uma
forma dependente da concentragao. Para além disto, encontraram o valor de DL;, de 65 pM
apos 24 horas de exposicao (Bensassi et al., 2012). Por este motivo € importante a obtengao
de dados de exposigao cronica as micotoxinas, de modo a avaliar o potencial toxicoldgico

destas.

Embora a citotoxicidade do AOH seja baixa quando comparada com outras

micotoxinas mais proeminentes, € relevante no contexto de frutos e produtos a base de

cereais (Chiesi et al,, 2015).

Relativamente ao stress oxidativo provocado pela presenga de alternariol, foi

verificado que a hidroxilagdo do AOH leva a formagao de espécies reativas de oxigénio



(ROS), que por sua vez, em excesso, pode levar a stress oxidativo. Esta produgao de ROS
demonstra implicagoes na proliferagao celular em células Caco-2 de forma concentragao e
tempo- dependente. Em resumo, o AOH produz alteragoes nos marcadores de stress
oxidativo e dos antioxidantes de defesa e este desequilibrio no metabolismo de ROS, leva a
acumulagao de ROS e a peroxidagao de lipidos (LPO), podendo em ultima analise levar a

morte da célula (Fernandez-Blanco et al., 2014).

Por outro lado, os produtos alimentares que contenham polifendis (especialmente o
azeite virgem extra) podem contribuir uma da diminuicao do risco de ROS na dieta
mediterrania. O azeite virgem extra é uma fonte de compostos fendlicos, como
hidroxitirosol, tirosol, oleuropeno, e neste caso foi demonstrado que o extrato deste azeite
protege a linha celular epitelial de células Caco-2 da citotoxicidade induzida pelas ROS.
Assim, € possivel contribuir para a diminuicao do risco toxicoldgico que contaminantes
naturais da dieta, como as micotoxinas, podem produzir nos seres humanos (Chiesi et al.,

2015).

Carateristicas fisico-quimicas

O alternariol (CAS — 64| — 38 — 3) com formula quimica C,,H,,0O; e peso molecular
de 258,23 g/mol, origina também 4 metabolitos, nomeadamente o 8-hidroxil-AOH; 4-

hydroxil-AOH; 10-hidroxil-AOH e 2-hidroxil-AOH (Schuchardt et al., 2014).

E um composto sélido a temperatura ambiente e com densidade 1,56 g/cm® e
relativamente ao carater acido-base do alternariol, foi verificado que o valor de pK foi de
7,16. Pode se dissolvido em DMSO (~30 mg/mL), etanol (~0,5 mg/mL), agua (parcialmente),
acetona (2,20-2,80 mg/mL) e DMF (~30 mg/mL), tendo um ponto de fusao e de ebulicao de
205,88 °C e 586,89 °C (760 mmHg) respetivamente.

Toxicocinética

O alternariol demonstrou uma resposta téxica no ratinho de LD, 400 mg/Kg, nao
sendo por isso considerada como muito aguda (Fernandez-Cruz et al., 2010). No entanto foi
encontrado em dados obtidos a partir da Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar

(EFSA, 201 1) em elevadas concentragoes em grupos alimentares, como os legumes (Frizzell



et al., 2013). Foi ainda detetado em elevados niveis em cereais, nomeadamente na Australia
(10-1050 pg/Kg), na Republica Checa (6,3-44,4 pg/Kg), na Suécia (9-335 pg/Kg) e na China
(106-731 pg/Kg) (Bensassi et al., 2012).

Também foi verificado que uma estimativa indicativa da exposigao cronica na
alimentagao foi de 1,9-39 ng/Kg de peso corporal por dia, excede o valor limite de interesse
toxicologico de 2,5 ng/Kg de peso corpral por dia, desenvolvido pela EFSA (Frizzell et al.,

2013)

Em suma, sao estas as preocupagoes relativas a saude publica e a necessidade de
dados toxicologicos adicionais, pois nao existe regulagao, nem na Uniao Europeia nem em

outros paises, para o grupo de micotoxinas de Alternaria (Fernandez-Cruz et al., 2010).

Absorcao e Metabolizacio
Existem informagoes que demonstram que o AOH é rapidamente absorvido a nivel

do sistema gastrointestinal e sob a forma de aglicona (Fernandez-Blanco, Font & Ruiz, 2015).

Apos esta absorgao, o AOH sofre extenso metabolismo de primeira passagem, a
nivel hepatico, e é eliminado rapidamente por via fecal (Schuchardt et al, 2014). Este

metabolismo oxidativo € mediado por citocromo (Fernandez-Blanco et al, 2015).

A restante parte absorvida pela intestino € rapidamente metabolizada, com formagao
de catecdis e hidroquinonas, bem como conjugados de glucoronidos e sulfatos (Schuchardt

et al, 2014).

Distribuicao e Excrecao
Apos forte metabolismo de primeira passagem, a nivel hepatico, o AOH e os seus
conjugados, através da bilis, podem chegar ao duodeno e apos isso, serem distribuidos pela

corrente sanguinea para qualquer parte do organismo (Fernandez-Blanco et al., 2015).

Como ja referido, devido a este efeito de primeira passagem, a excregao é efetuada
maioritariamente por via fecal, sendo a restante eliminada pela urina (Schuchardt et al,

2014).



Ll N Ll
Incidéncia
O alternariol apresenta uma incidéncia natural, a qual ocorre espontaneamente nos

alimentos, e uma incidéncia que ocorre mesmo apos a utilizagdo de varios processos

(transporte, armazenamento, outros).

As toxinas de Alternaria podem permanecer estaveis durante o processamento de
produtos alimentares humanos e animais, bem como aumentar a sua concentragao sob

condigoes favoraveis (Frizzell et al., 2013).

Assim, os parametros importantes para o desenvolvimento desta micotoxina sao a
temperatura, humidade, pH e atividade da 4gua (a,). A temperatura e humidade sio aliados
no crescimento dos fungos, sendo que temperaturas quentes e ambientes humidos sao
propicios ao seu desenvolvimento. No caso do pH e da atividade da agua, sabe-se que nas
frutas os valores de pH variam entre 2,5 a 5 e estes sao toleraveis para a maioria das
espécies de fungos, no entanto quanto a atividade da agua utilizada pelos microorganismos,
geralmente, o valor 6timo de a, para o crescimento flingico difere do valor 6timo de a,, para
o qual é observado o nivel maximo da formagao de micotoxinas (Fernandez-Cruz et al.,

2010).

A a, minima para a germinagao de conidios de A. alternata é de 0,85, no entanto a a,,
limitante para a detegao da produgao de micotoxinas € ligeiramente maior do que para o
crescimento, com uma ocorréncia de produgao étima acima dos 0,95 a,, (Fernandez-Cruz et

al, 2010).

Apos reunidas as condigoes para a produgao do AOH, torna-se relevante avaliar a
incidéncia deste metabolito, principalmente nos vegetais e frutas, pois sio conhecidos como

matérias suscetiveis se serem contaminados com micotoxinas de Alternaria.

De acordo com dados da Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar (EFSA, 201 1),
a incidéncia de AOH em produtos agricolas e alimentagao animal (n = 300), provenientes da
Europa, era de 31% das amostras, num intervalo de concentragoes de 6,3 a 1840 g de

AOH/Ks.

Dado que a alimentagao em Espanha é baseada numa dieta mediterrania, podemos
inferir que a dose diaria per capita do consumo de vegetais € de aproximadamente 424 g, e
de maga é de aproximadamente 66,3 g/pessoa (Fernandez-Blanco et al., 2014). Portanto, é

relevante avaliar a incidéncia de AOH neste tipo de produtos.



Relativamente aos cereais, produto alimentar muito presente na dieta mediterrania,
podemos afirmar que a presenga da micotoxina AOH ¢é frequente, pelo que se torna

importante avaliar a sua incidéncia neste produto alimentar.

De acordo com dados recolhidos de amostras do norte da Sérvia, regiao com
enorme area de produgao de trigo, a incidéncia de AOH ao longo dos anos tem-se alterado,
nomeadamente em 2013, foi detetada incidéncia de 53,8 %, em 2012 de 7,7 % e em 2011 de
2,5%. Para o periodo em estudo (201 1-2013) os valores médios das amostras positivas para

o AOH nao excederam os 18,6 pg/Kg (Vuckovic et al, 2012).

Em suma, podemos concluir que os produtos contaminados com AOH sao
consumidos regularmente pela maioria da populagao a nivel mundial, como se constata nas

tabelas I, 2 e 3.

Torna-se necessario avaliar a presenga desta micotoxina nos produtos onde ocorre

principalmente, como os cereais, tomate e derivados e frutas (Walravens et al., 2014).

Tabela | - Ocorréncia e niveis de Alternariol em cereais

Teores (ugl/Kg)

Pais Cereal Frequéncia | Min - Max Média | Bibliografia
Aveia 0/2 - -
Estonia Trigo 3/4 210 - 340 260 Kiitt et al., 2010
Cevada I /4 nd- 130 -
Alemanha Miuller & Korn,
Trigo 86 / 1064 (8,1%) LOD - 831,7 77,44
(2001-2010) 2013
.. Trigo 11792 Hajnal et al.,
Sérvia LOD - 48,9 12,2
(Triticum aestivum) (12%) 2015
Lo Arroz 6/3l Walravens et
Bélgica 1,83 - 2,97 -
(comercializado) (19%) al, 2014

- dados nao disponiveis



Tabela 2 - Ocorréncia e niveis de Alternariol em produtos a base de

cereais
Teores (ugl/Kg)
Pais Produto Frequéncia | Min-Max  Média | Bibliografia
Farinha e farelo 6/15 n.d- 63 -
B Cereais peq. almogo 10/ 10 0,4 - 35
Canada 5 Scott et al,, 2012
Pio 29/29 04-6,7
Alimentos infantis 25/29 n.d-44
Farinha de espelta
Alemanha /13 n.d-4,1 - Asam et al., 201 |
(Triticum spelta)
Camaraées Cerveja de milho 3/12 0,05 - 0,6 0,3 Abia et al,, 2013

- dados nao disponiveis

Tabela 3 - Ocorréncia e niveis de Alternariol em frutos e derivados

Teores (ug/Kg)

Pais Produto Frequéncia Min - Max Média | Bibliografia
A base de tomate 5/10 2,6 -2,5

Alemanha - Asam et al., 201 |
Vinho 4/6 1,2 -49

Delgado &
Sumo concentrado de 1,35 - 5,42
Espanha 177132 - Goémez-
maca (bg/L)
Cordovés, 1998
Italia A base de tomate 5/10 4,0-6.8 - Prelle et al, 2013

- dados nao disponiveis




Metodologias Analiticas

Os procedimentos analiticos a utilizar na extragao, na purificagao e na detegao e
quantificagao variam de acordo com o tipo de amostra, com as propriedades intrinsecas do
alimento, com as propriedades do analito em pesquisa e do tipo de resultado pretendido.

Para além deste processo, a validagao dos métodos utilizados tem um papel fundamental.

Neste caso, as metodologias analiticas mais utilizadas na detegao e quantificagao de
AOH em cereais, produtos a base de cereais e frutos e derivados encontram-se

esquematizadas nas tabelas 4, 5 e 6, respetivamente.

No que respeita aos processos de extragao, tém sido utilizados acetonitrilo em
mistura com outros solventes, designadamente metanol (Scott et al., 2012), agua (Asam et al.,
2011; Delgado & Gomez-Cordovés, 1998). O metanol também tem sido utilizado
isoladamente em produtos a base de tomate (Asam et al, 2011; Prelle et al, 2013). O
acetato de etilo em mistura com acido cloridrico e agua foi usado no caso do trigo (Jani¢

Hajnal et al,, 2015).

Quanto a purificagao, alguns investigadores recorreram a centrifugacao seguida de
filtracao (Walravens et al., 2014), outros optaram pela extragao em fase solida com colunas
C18 (Asam et al., 201 |; Delgado et al., 1998) e alguns utilizaram colunas C18 e aminopropil
(Scott et al., 2012).

Relativamente a detegao e quantificagao, a instrumentagao analitica mais comumente
utilizada tem sido a cromatografia liquida (LC) acoplada ao detetor de massa em tandem
(MS/MS) (Abia et al, 2013; Asam et al, 201[; Jani¢ Hajnal et al, 2015; Muller et al, 2013;
Scott et al, 2012). Alguns outros investigadores recorreram a UPLC — MS/MS (Walravens et
al, 2014).

Para a maioria dos investigadores o método analitico de eleicao, da detegao e

quantificacao do AOH é o HPLC — MS/MS e melhor ainda, o UPLC — MS/MS.



Tabela 4 - Metodologias analiticas na detecdo e quantificacdo de alternariol em

cereais
Detecao e
Cereal Extracao Purificacao . Bibliografia
Quantificacdo
HPLC — DAD:
Aveia I°: ACN + KCl Eluicao por gradiente
Trigo 4% em H,O Acetato de chumbo (HPLC) Kiitt et al, 2010
Cevad (9: 1, viv, 40 mL) (0,05 M) A: metanol + ACN +
eévada Filtracio ZnSO,*H,0 300 mg/L
(8g) 2°: Cloroférmio (60 : 4 : 36, VIv)
B: (75:15: 10, v/v)
HPLC — DAD
HPLC — MS/M
Trico 1°: ACN + KCI c SIMS
g 4% Acetato de chumbo Coluna fase reversa em Miiller & Korn
(Triticum 0 (0,05 M) HPLC o013
aestivum) o Filtracao Eluicao: metanol + H,O
2°: DCM
(75 : 25, VIv)
ZnSO,+H,0 300 mg/L
i LC — ESI MS/M
Trigo EtOAc + HCI + ¢ EI I MSMS
. icdo:
(Triticum H,O Centrifugagao a 5000 A 4cid f’tr?io Hajnal et al.,
aestivum (5mL/2mL/7 rpm, |5 minutos - acido 305‘;0 aquoso 2015
L R
(1g) mb) B: metanol
UPLC — ESI — MS/MS
Eluicao por gradiente
PLC): A+ B
Arroz ACN/H,0/CH,C (U7 0/2) /
comercializa OOH Centrifugagao a e é( . I';r: V) a/ Walravens et
do 79/ |9/,5// )|,5 mL | 3000g, 12 minutos : g;’_'aé o O|P_|” al, 2014
viviv
(2,5g) 99 : 1, viv)

B: ACN/ CH,COOH
99 : 1, viv)




Tabela 5 - Metodologias analiticas na detecdo e quantificacdo de alternariol em

produtos a base de cereais

. Detecao e .
Cereal Extracao Purificacdao Bibliografia
Quantificacdo
Farinha e farelo
Ceredis peq. almogo 25 mL SPE : C18 / aminopropil
- Eluigdo: ACN - Scott et al,,
Pao Metanol LC — MS/MS
' o N CH,COOH 2012
Alimentos mfantls ACN (SOA) (|00 1, V/V)
(2,5g)
Farinha de espelta ACN/H.O SPE: Cl8 A I
. 2 ; LC — MS/MS sam et al.,
(Triticum spelta) (84/16,vlv) | Eluicio: 5 mL metanol 2011
(lg)
LC — ESI — MS/MS
ACN/ H,O/ac. Eluicao
Cerveja de milho | Acético glacial Centrifuga;ﬁo. a 10 000 ,A: Me?H/ HZQ/ Abia et al, 2013
(50 mL) (79:20: 1, rpm, 3 minutos ac. acético glacial
vIviv) (10:89: 1, viviv)

B: (97 : 2: 1, viviv)

Tabela 6 - Metodologias analiticas na detecdo e quantificacdo de alternariol em

frutos e derivados

Detecao e
Produto Extracao Purificacdo . Bibliografia
Quantificacdo
A base de tomate A |
(5g) Metanol SPE: CI8 HPLC — MS/MS o o
Vinho (10g)
SPE:CI8
= Eluicao: 4 mL ac. acéti
Sumo de maga ACN/HZO uu;aoo mL ac. acetico
1% em ACN Delgado et al,,
concentrado (1:3, viv) i : HPLC — DAD
SPE : aminopropil 1998
(10 mL) Eluicio: 5 mL de 4c.
formico a % em ACN
A SPE : StrataX
A base de tomate
30 mL Metanol Eluicao: H,0:MeOH, LC — APCI - MS Pregg Ie; al,
(30 mL) 50:50)




Estratégias de diminuicao de micotoxinas em alimentos

Como podemos verificar, as micotoxinas estao presentes em variados e inumeros

produtos alimentares de consumo humano e animal, em varios continentes.

De modo que, num ambito diferente dos controlos regulamentares, torna-se
necessario adotar medida estratégicas para diminuir ou eliminar a presenga das micotoxinas
na alimentagiao. Assim, as trés estratégias principais sao: a preven¢ao da contaminagao de
micotoxinas durante o periodo pré-colheita e pos-colheita, a destoxificagao das micotoxinas
presentes nos alimentos e a inibicao da absorgao das micotoxinas no trato gastro-intestinal
(Fernandez-Cruz et al., 2010).

A principal estratégia passa pela prevencao, que tem como principal objetivo a
inibicao da formagao das micotoxinas, passando por uma boa gestao agricola, utilizagao de
inseticidas, fungicidas e de controlo bioldgico, irrigagao e cultivar uma selegao de vegetais
menos vulneraveis ao stress. A contaminagao pos-colheita pode ser evitada através do
controlo da humidade, da temperatura e microbiologico (Fernandez-Cruz et al., 2010).

A destoxificagao pelos diferentes métodos, fisicos, quimicos e biologicos, sao menos
efetivos e, por vezes, restritos, com possivel diminuicio da qualidade nutricional e
implicagoes de custos (Fernandez-Cruz et al., 2010).

Por dltimo, algumas das intervengoes estudadas mais promissoras envolve o uso de
microorganismos para reduzir a absor¢ao de micotoxinas ingeridos nos alimentos, no trato
gastro-intestinal. Experimentalmente ha evidéncias claras da capacidade de bactérias
probidticas diminuirem o potencial bioativo de determinadas micotoxinas em humanos, mas

sao necessarios mais estudos (Fernandez-Cruz et al., 2010).



Conclusao

A exposicao a micotoxinas apresenta um grave risco para a saude humana,
nomeadamente pela sua incidéncia. De salientar, o particular interesse nos paises em vias de
desenvolvimento, nos quais as praticas de agricultura moderna estao menos devolvidas bem

como a legislagao do processamento dos alimentos.

Assim, é necessario uma continuagao da investigagao da toxicidade desta micotoxina

e das restantes, produzidas pelo género Alternaria.

Novas investigagoes serao realizadas, a fim de se avaliar o potencial toxicoldgico da

Alternaria e consequentemente a validagao de novos métodos analiticos.

De salientar, que a aposta no controlo e prevengao € a melhor estratégia para evitar

a exposigao do consumidor.
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