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A concentracao das micotoxinas é expressa em ug/kg, sendo calculada pela
seguinte féormula:

concentragao de micotoxinas (ug/kg ) =Vp Cp Md
Vx p

onde:

Vp = volume em uL da solugcédo padrao de micotoxinas que igual ao extrato
da amostra.

Cp = concentracao da solucao padrdao de micotoxinas em uL/mL.
Md = volume em uL da diluicédo final do extrato da amostra.

Vx = volume em uL da amostra cuja fluorescéncia coincide com a do volume
Vp.

p = peso em g da amostra original contendo o extrato final.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A deteccao e quantificacao por CLAE, é feita através da injecao das
amostras em cromatégrafo, equipado com detector de ultra violeta. A
separacao cromatografica é feita através de uma coluna de fase reversa RP
18, podendo utilizar também uma pré coluna. A fase mével utilizada é um
sistema de gradiente binario composto de acetonitrila-dgua, de 10 a 20%
em 20 minutos para andlise de ALT, ATX-lI, AOH e AME. Jdparao TA a
fase moével utilizada é composta de metanol-agua (80:20) com 300mg/L de
S0,Zn.7H,0/L (Stack & Prival, 1986). As toxinas s&o detectadas em 257nm
de comprimento de onda. A quantificacao é feita por comparacao das areas
dos picos que aparecem nos tempos de retencao correspondentes as toxinas
analisadas presentes na amostra, com as areas dos picos das solucdes
padrdes de concentracdo conhecida.

Apresentacao

0 género Alternaria é amplamente distribuido no mundo e ocorre na maioria
dos habitats naturais. Espécies de Alternaria estao entre os mais
importantes fitopatégenos, tanto por causar inUmeras doencas em diversas
culturas, como pelo seu alto potencial de producao de micotoxinas, as quais
podem ndo somente contaminar os alimentos /in natura, mas também os seus
derivados. As espécies A. alternata e A. solani, freqientemente isoladas de
tomate pds-colheita, podem produzir micotoxinas [Alternariol (AOH),
Alternariol monometil-éter (AME), Altenuene (ALT), Altertoxina | (ATX-I) e
Acido tenuazonico (TA). Neste trabalho s3o revisados os principais aspectos
relacionados a anélise, identificacdo e quantificacdo de micotoxinas
produzidas pelo género Alternaria spp.

Amauri Rosenthal
Chefe Geral da Embrapa Agroindustria de Alimentos
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com 30 mL de hexano em um funil de separacao. A fase de metanol-agua é
extraida duas vezes com 5 mL de cloroférmio, deixando as toxinas sollveis
na fase cloroférmica (10mL.). Os extratos sao concentrados e secos em
evaporador rotatério. (Logrieco et al., 1988)

Extracdo de TA em frutos de tomate

A extracao é efetuada de acordo com o método proposto por Logrieco et
al., (1988). A fase etanol-dgua remanescente da extracdo de AOH e AME é
acidificada com &cido cloridrico concentrado pH 2,0 e extraida duas vezes
com 25mL de cloroférmio. Logo, a toxina é extraida desde a fase organica
combinada com 15mL de bicarbonato de sédio agquoso a 5% e ajustado
novamente a pH a 2,0 com &cido cloridrico 1N. O acido tenuazoénico é
extraido duas vezes com 15mL de cloroférmio e os extratos combinados sao
secos em rotaevaporador.

Detecccdo e quantificcdo das micotoxinas
Cromatografia de camada delgada (CCD)

Os extratos secos de AOH e AME séao ressuspendidos em 200 yL de
cloroférmio e 10uL sédo aplicados em linha continua junto aos padrdes das
toxinas de concentracdo conhecida, em placas de silicagel G-60 sem
indicador de fluorescéncia.

Os residuos secos de TA sao ressuspendidos em 2mL de cloroférmio e
aplicados nas placas de silicagel G-60 junto aos padrdes das toxinas de
concentracao conhecida.

A metodologia e o sistema de solventes empregados para as toxinas AOH,
AME e TA é tolueno-acetato de etila-acido férmico (TEF 6:3:1). As toxinas
sao identificadas tanto por sua fluorescéncia em luz UV de ondas longas
(364 nm), como por comparacao dos Rf das amostras em relacao aos
padroes.

AOH e AME apresentam fluorescéncia azul. O TA produz uma coloracao
marron-avermelhado quando as placas sdo pulverizadas com uma solucao de
cloreto férrico a 2% em etanol.

A quantificacao é feita através da comparacao visual com concentracoes
conhecidas das toxinas padroes em luz UV.

19
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Deteccao das Micotoxinas de
Alternaria

Padroes das toxinas

Os padroes comerciais das toxinas Alternariol (AOH), Alternariol
monomethil-éter (AME), Altenuene (ALT), Acido tenuazdnico (TeA) e
Altertoxina | (ATX-1), sdo adquiridos de laboratérios confidveis. As solucoes
estoque e de trabalho sdo preparadas através da diluicao em Metanol padrao
HPLC, onde a concentracao ‘spot’ deve ficar entre 10 a 15ppm.

Determinacédo da capacidade toxicogénica das espécies de
Alternaria isoladas

As cepas de Alternaria sp previamente identificadas, sdo semeadas em meio
agar-arroz moido-licor de milho (AM-LM), conforme Tabela-2, e incubadas
durante 14 dias a 25 °C.

A extracao de AOH, AME, TA, ALT e ATX-I é realizada por agitacao do
meio AM-LM com 40 mL de dgua : 60 mL de metanol : 1 mL de acido
cloridrico concentrado em um agitador rotatério durante 1 hora. A mistura é
filtrada e extraida duas vezes com 20 mL de cloroférmio. Os extratos
organicos sao combinados e secos em um evaporador rotatério. O residuo
serd ressuspendido em 200 uL de metanol e analisado por TLC, ou HPLC de
acordo com a deteccao e quantificacdo das micotoxinas.

Analises das toxinas de Alternaria
Extracdo de AOH , AME, ALT e ATX-I de frutos de tomate

As toxinas sdo extraidas com 75 mL de metanol a partir de 25g de frutos de
tomate triturados e agitados por 2 horas em um agitador automatico,
permitindo assim a solubilizacdo das toxinas no solvente. O extrato é filtrado
a través de papel de filtro (Whatman N° 1) para eliminar o residuo dos
frutos. Em 30 mL do filtrado se agrega 60 mL de sulfato de aménio a 20%
para obter a limpeza do extrato. Este filtrado € novamente e desengurdurado
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e Cepa produtora: Alternaria alternata.

¢ Ocorréncia natural: tem sido isolada de girassol, tomate, azeitonas, maca
e sorgo; podendo ser produzida em maca, laranja, tomate, limao e tangerina
quando inoculados com Alternaria alternata.

¢ Toxicidade: apresenta atividade citotéxica em bactérias e células de
mamiferos. E téxico para Bacillus mycoides numa dose de 125ug/disco, para
21 células D.l,,> com 28ug / mL e, para bactérias Gram positivas ou
negativas a doses maiores que 250 ug / disco.

Altertoxina | (ATX I)

e Caracteristicas fisico-quimicas: seu R, é de 0,38 utilizando-se o benzeno-
metanol-acido acético (90:5:5) como solvente de corrida. Fluorescente a luz
de UV de ondas longas na cor amarelo-alaranjado (Fig. 6).

g 8]

Fig. 6. Altertoxina | (ATX-I)

e Cepas produtoras: Alternaria alternata e Alternaria mali.

¢ Ocorréncia natural: apresenta tracos encontrados em amostras de
alimento balanceado a base de sorgo e em 3 amostras de maca.

¢ Toxicidade: é téxico para Bacillus mycoides a uma dose de 250 ug/disco e
também para células da bilis D.I.,, com 20 ug/mL. Apresenta atividade
mutagénica. Apresenta atividade antifingica sobre e, induz a expressao de
EBV-EA em célula animal, indicando atividade promotora de tumor
(Montemuro & Visconti, 1992).

17
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Fig. 4. Acido tenuaz6nico

e Cepa produtora: A. alternata.

¢ Ocurréncia natural: tem sido isolada de azeitona, frutos de girassol,
tangerina, pimenta, sorgo, tabaco e arroz. A producéo de toxina é possivel
em macas, tomate, laranja, limao e tangerina inoculados com A. alternata.

* Toxicidade: apresenta atividade antiviral, antifingica e antibacteriana.

Com acao antitumoral em células animais. Atua na inibicdo de um passo da
sintese protéica a nivel microssomal e esta associada com uma enfermidade
hematolégica humana que ocorre na Africa (Montemuro & Visconti, 1992).

Altenuene (ALT)

e Caracteristicas fisico-quimicas: é sollivel em acetona, metanol,

tetrahidrofurano e insolivel em benzeno, hexano e agua. Fluorescente (azul

celeste) sob luz UV. Sua R, é de 0,26 usando como solvente de corrida TEF
(6:3:1), conforme Fig. b.

R om OCHa

Fig. 5. Altenuene (ALT)
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Introducao

A contaminacao por fungos em produtos agricolas, pode ocorrer no campo,
durante e apds a colheita no processamento, transporte e armazenagem.
Além de representar consideravel perda econémica, a proliferacdo de fungos
nos vegetais pode representar um risco potencial para o homem e animais,
por exposicao aos metabdlitos secundarios téxicos produzidos por fungos, as
micotoxinas.

A presenca de fungos e de seus metabdlitos téxicos tem sido relatada em
produtos “in natura” e em alimentos processados para humanos e animais.
As micotoxinas sao téxicas para vegetais (Mikami, et al., 1971; Umetsu, et
al., 1974, Pero & Main, 1970), animais (Purchase, 1971; Davis et al., 1977;
Pollock et al., 1982; Dorner et al., 1983; Lomax et al., 1984; Nuehring et
al., 1985) e humanos (Stein & Rabie, 1976; Rao & Husain, 1985).

Dentre os vegetais passiveis de contaminacao, estdao os tomates, altamente
susceptiveis a Alternaria spp, um dos principais patdgenos da cultura, na pré
e pos-colheita. Em frutos de tomate a contaminacao se da principalmente
nas regioes de rompimento do fruto e nas injurias (Ayres et al., 1964;
Pearson & Hall, 1975).
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Mesmo conhecendo a toxicidade, o mecanismo de contaminacao, e
proliferacao dos fungos produtores de Alternariol (AOH), Alternariol
monometil-éter (AME), Altenuene (ALT), Altertoxina | (ATX-I) e Acido
tenuazodnico (TA), toxinas produzidas principalmente por Alternaria spp.

No Brasil, as iniciativas para estudos sobre os efeitos destas micotoxinas em
frutos de tomate e o potencial de risco para a saude publica ainda sao
incipientes (Freitas-Silva et al., 2001).

Micotoxinas: Aspectos Gerais

Certas espécies de fungos produzem em graos, sementes e frutos
substancias téxicas que recebem o nome genérico de “micotoxinas”. Estas
sdo metabdlitos secundarios que ndao cumprem uma regra na fisiologia do
organismo que os produz e ndo estao presentes no organismo que os
sintetiza durante todo seu ciclo de vida. Se caracterizam por serem
sintetizadas depois da fase exponencial de crescimento do fungo, as vezes
associado a mudancas morfogenéticas, como a esporulacao. Por isso, alguns
autores sugerem que estes compostos cumprem um papel ecolégico na
natureza (Turner, 1971; Turner & Aldridge, 1983).

Os metabdlitos secundarios de origem flingicas sdo substancias de estrutura
quimica extremamente diversa, produzidos por grupos taxonémicos restritos
e sintetizados por diferentes vias a partir de um ou mais metabdlitos gerais
provenientes do metabolismo primario (Bennet & Bentley, 1989). Tais
compostos tém um baixo peso molecular e podem agrupar-se em familias de
compostos relacionados (Chu, 1981). Com base na taxonomia quimica, os
metabdlitos secundarios se classificam dentro de 7 grupos. Trés dos quais
envolve diretamente o acetil coenzima-A, e incluem os derivados dos acidos
graxos, os terpenos e esteréides e os poli-carbonilados. Outros grupos
compreendem os metabdlitos em cujo caminho biosintético ndo intervém o
acetato (sdo os derivados dos intermediarios do ciclo dos acidos
tricarboxilicos) e os metabdlitos derivados de aminoacidos. Por ultimo, existe
uma categoria de compostos nao classificados, porque apresentam origem
mista ou ndo se conhece completamente sua origem (Betina, 1989).
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Alternariol monometil éter (AME)

e Caracteristicas fisico-quimicas: é sollivel em cloroférmio e etanol e
insoltvel em benzeno e hexano. Fluorescente em azul quando submetido a
luz UV de ondas longas. Seu R, é de 0,66 usando como solvente de corrida
TEF (6:3:1); estas propriedades resultam de utilidade para sua identificacdo
e quantificacao (Fig. 3).

OH

CH3 OCH,

Fig. 3. Alternariol Monemetil éter (AME)

¢ Cepas produtoras: A. alternata, A. dauci e A. cucumerina.

¢ Ocorréncia natural: tém sido isolada dos mesmos substratos naturais que
AOH. Pode ser produzida em maca, tomate, laranja e limao inoculados com
Alternaria alternata.

¢ Toxicidade: apresenta atividade citotéxica em células bacterianas e de
mamiferos (Harvan & Pero, 1976) ; inibe Bacillus mycoides a uma dose de
500 ug/disco. Foi observado que AME possui atividade mutagénica e quando
associada a AOH, apresenta um efeito téxico sinérgico (King & Shade,
1984).

Acido tenuazoénico (TA)

e Carateristicas fisico-quimicas: é solivel em metanol, etanol e cloroformio
e insolivel em hexano. Para sua deteccao se realiza um rociado de la placa
cromatogréafica com cloreto ferrico & 2%, desta forma o TA apresenta uma
coloracao marrom-avermelhado (Fig. 4).
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Caracteristicas das Principais
Toxinas de Alternaria

As principais caracteristicas das toxinas de Alternaria detectadas
naturalmente em alimentos sao:

Alternariol (AOH)

® Caracteristicas fisico-quimicas: é sollivel em metanol e cloroférmio e
insoldvel em hexano e benzeno. Fluorescente na cor azul sob luz ultravioleta
(UV) de ondas longas. Seu R, é de 0,52 usando o tolueno-acetato de etila-
acido férmico (TEF - 6:3:1) como solvente de corrida; estas propriedades sao
utilizadas para sua identificacdo e quantificacao (Fig. 2).

0)

OH

OH
CHy

Fig. 2. Alternariol (AOH)

e Cepas produtoras: A. alternata, A. dauci, A. solani e A. tenuissima.

¢ Ocorréncia natural: tém sido isolada de azeitonas, frutos de girassol,
pimenta, tomate, tangerina, maca, sorgo, trigo, centeio, aveia e cevada. A
toxina pode ser produzida em maca, tomate, citros e pao inoculados com A.
alternata.

¢ Toxicidade: suprime o crescimento de Staphylococcus aureus a 25 ug/mL
e de Escherichia coli a 50 ug/mL; é teratogénico e fetotéxica para ratos
inoculados com uma dose de 100 ug/Kg. Associada a AME se observa um
efeito teratogénico/fetotéxico (Montemuro & Visconti, 1992).
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Muitos fungos capazes de produzir micotoxinas, que crescem em condicdes
de umidade, pH e temperatura adequados sdo contaminantes freqiientes em
produtos agropecudrios e alimentos derivados.

A invasao de um substrato por fungos toxicogénicos pode se dar em
distintos estadios de desenvolvimento da planta, no campo, no
armazenamento ou durante o processamento.

A presenca do fungo produtor de toxina no alimento nao implica na
possibilidade de encontrar a toxina nele. Por outro lado, a auséncia de
fungos toxicogénicos nao garante que o alimento esté livre de micotoxinas,
devido a sua persisténcia durante muito tempo apds o desaparecimento do
fungo. Em alguns produtos agropecudrios, as toxinas sao produzidas antes
da colheita e permanecem no alimento durante muitos anos (Bullerman,
1986).

Um dos principais problemas da presenca de micotoxinas em produtos
vegetais sao as perdas econdmicas que estas originam. A Organizacao das
Nacoes Unidas para a Agricultura e Alimentacao estima que, cada ano, 25
% da producao agricola destinada a alimentos é afetada por micotoxinas.

Micotoxicoses

Sao doencas nao infecciosas, nem contagiosas, que se apresentam de
forma isolada. Nao respondem a tratamentos por drogas, antibidticos ou
vitaminas. Esta enfermidade é produzida por ingestao direta dos vegetais
contaminados, denominada entao de “micotoxicose primaria”. Quando se
consume carne ou leite proveniente de animais que consumiram alimentos
contaminados, a enfermidade que se produz é denominada de “micotoxicose
secundaria” (Fig. 1).

Os tipos de infeccdes produzidas em homens e animais podem ser crénicas
ou agudas e seu efeito mais severo é a carcinogenicidade. (Pitt & Hocking,
1985; Smith & Moss., 1985).
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VEGETAIS
{
INFECCAO FUNGICA
{
FORMACAO DE
MICOTOXINAS

> CONSUMO POR ANIMAIS\

SECRECAO NO LEITE

CONSUMO PELO
HOMEM E ANIMAIS

MICOTOXICOSE
PRIMARIA

UNIAO A TECIDOS l
l PRODUTOS LACTEOS
CARNES

N

CONSUMO PELO HOMEM

l

MICOTOXICOSE
SECUNDARIA

Fig. 1. Micotoxicoses priméria e secundéaria

Género Alternaria

Nees estabeleceu em 1817, que Alternaria é um género dictiospérico da
familia Demateaceae, ordem Hyphomycetes, tendo como espécie tipo
Alternaria alternata (originalmente Alternaria tenuis). Este género estéa
amplamente distribuido na natureza, tanto em cultivos agricolas, como no
solo, na poeira ambiental e na matéria organica em decomposicao. Produz
conidios grandes, pluricelulares com septos transversais e longitudinais
dispostos em forma acropetal em cadeias e, com freqiiéncia, em forma
solitaria no apice dos conidiéforos, indistinguiveis das hifas somaticas

(Rotem, 1994).
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Algumas espécies deste género sdo cosmopolitas e aparecem principalmente
como fungos saprofiticos no campo ou durante o armazenamento, enquanto
que outras espécies sao parasitas de plantas e tém especificidade com o
hospedeiro, algumas espécies ocupam uma posicao intermediaria que se
manifesta por uma alteracao da vida saprofitica a parasitica, quando se
deparam com um hospedeiro susceptivel (Neergaad, 1945; Domsch et al.,
1980; Rotem, 1994).

A. alternata é possivelmente, a espécie fungica mais cosmopolita, se
encontra em todo o mundo, tanto em climas temperados como em tropicais.
Esta espécie cresce como saprofita nas superficies de raizes, folhas,
sementes e outras partes da planta. O fungo € persistente, os esporos secos
sobrevivem facilmente por até um ano e os conidios nas superficies sao
vidveis por muitos anos (Domsch et al., 1980).

A. alternata habita nas superficies de folhas e frutos, sendo assim
considerado um parasito de tecidos vivos, por viver a custas de seus
nutrientes. Quando o tecido vegetal amadurece e morre, o fungo invade os
tecidos e continua crescendo como saprofita (Scheffer, 1992).

Micotoxinas Produzidas por
Alternaria alternata

As espécies do género Alternaria produzem cerca de 70 metabdlitos
secundarios, a maioria sao produzidos por A. alternata. Estes metabdlitos
podem ser agrupados de acordo com as seguintes classes estruturais:
dibenzopironas, acidos tetramicos, quinonas, peptideos e lactonas (King &
Shade, 1984). Destas toxinas somente 7 sdo principais e pertenecem a 3
classes quimicas diferentes, apresentando um potencial risco toxicogénico,
sendo conhecidas como possiveis contaminantes dos alimentos. Estas sao
alternariol (AOH), alternariol monometil-éter (AME) e altenuene (ALT),
derivados das benzopironas; acido tenuazoénico (TA) um derivado do acido
tetramico e as altertoxinas I, Il e Il (ATX I, ATX Il, ATX lll) derivado dos
perilenos (Pero et al., 1973; Stack & Prival, 1986; Griffin & Chu, 1987).
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