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INTRODUGAO:

A citricultura é uma atividade agricola de suma importancia no mundo atual, cultivada em mais
de 140 paises (FAO, 2024). O amplo consumo é impulsionado devido as suas propriedades
nutricionais, como vitaminas, fibras e minerais, contribuindo para a satde e bem-estar (ARAUJO et al.,
2023; NICKLAS et al.,, 2020). No cenario citricola, as laranjas representam mais da metade da
producdo e mais de 40% das exportacdes, sendo a fruta citrica mais comercializada globalmente
(FAO, 2024). Segundo dados da FAO, 2022, nas ultimas décadas, tem-se observado uma tendéncia
crescente na exportacdo e producdo de citrinos, acompanhada pelo aumento do consumo global de
suco de laranja (NEVES et al., 2020). Vale citar o papel do Brasil nesse contexto, uma vez que é o

maior produtor (Figura 1) e exportador de
Principais paises produtores de

laranja em 2022

laranjas in natura e suco concentrado no mundo.
O pais foi responsavel pela producédo de 16,9

Outros
Espanha 12% milhdes de toneladas de laranja, arrecadando

Brasil

5% 30% cerca de 14 bilhdes de reais em 2022.
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Figura 1. Principais produtores de laranja no mundo. resultam em grandes prejuizos na cadeia

Fonte: FAO. 2022 produtiva (RODRIGUES, 2021). Em especial, 0
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fungo Penicillium digitatum, € o principal fitopatbgeno no
periodo pés-colheita, e responsavel pela doenca bolor
verde, responsavel por até 60-80% das perdas totais na
citricultura pés-colheita brasileira (ARAUJO et al., 2019).
Durante a infeccdo em hospedeiros citricos o fungo P.

digitatum sintetiza diversas micotoxinas, incluindo os

Figura 2. Estrutura quimica das alcaloides triptoquialaninas A (TA) e B (TB), potencialmente
micotoxinas do fungo P. digitatum (a) TA  yremorgénicos. Nas Gltimas décadas diversas micotoxinas
C,7H26N407 518,1801 g/mol; (b) TB . . .
foram elucidadas e encontradas em diferentes alimentos,
cada uma delas apresentando diferentes efeitos deletérios & saude humana e animal (IAMANAKA,;
OLIVEIRA; HIROMI TANIWAKI, 2010). Entretanto, pouco se sabe sobre a infec¢cdo causada pelo fungo
P. digitatum em frutas citricas, seu metabolismo durante a doenca e a potencial toxicidade e efeitos
para a salde humana de suas micotoxinas. Isso implica na auséncia de regulamenta¢cfes especificas
para estabelecer niveis maximos de seguranca de micotoxinas em sucos de laranja, o que dificulta o
controle de qualidade para o consumo de laranjas e seus derivados (ARAUJO et al., 2019, 2023).

Em um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisas ARAUJO et al. (2023) reporta a
presenga das micotoxinas TA e TB em amostras de sucos comerciais (in natura e 100% integral),
sugerindo que as etapas de processamento, armazenagem, distribuicdo e comercializacdo podem
comprometer a seguranga do produto. Além disso, no mesmo estudo foram avaliadas a capacidade
das técnicas de inativagdo por alta pressao (HPP) e pasteurizagdo, as técnicas mais empregadas pela
indUstria citricola nacional. Ap6s as analises foi observado que ambos os tratamentos reduziram < 30%
dessas micotoxinas, ressaltando a necessidade de aprimoramento dos processos de seguranca
alimentar (ARAUJO et al., 2023).

Neste contexto, o objetivo desse estudo é investigar o impacto da técnica de processamento
por alta pressdo combinado com aplicagédo de calor, explorando diferentes cendrios para avaliar como
os parametros de pressdo, temperatura e tempo de exposi¢éo influenciam na redugdo do conteudo

das micotoxinas alvo.

METODOLOGIA:

l. Fermentacéo, Isolamento e caracterizacdo das TAe TB

A cepa do fungo Penicillium digitatum utilizada no estudo foi obtida da colecdo espanhola de
culturas-tipo (CECT) e preservada em meio batata dextrose agar (PDA, do inglés, Potato Dextrose
Agar) (Costa et al., 2019). Para a fermentacdo em larga escala do fungo P. digitatum foram utilizadas
200 placas de Petri contendo o meio de cultura YES, composto por dextrose, extrato de levedura e
agar, suplementado com 80 g de mesocarpo de laranjas por litro. Apds o indculo na concentracao final
de 10° esporos/mL, as placas foram incubadas a 25 °C na auséncia de luz, por sete dias. Apds o

periodo de incubacdo, as placas de Petri contendo o fungo P. digitatum foram fracionadas e
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transferidas para frascos de 1L contendo acetato de etila. Em seguida, os frascos foram levados ao

ultrassom por 1 hora para
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Figura 3. Principais etapas no isolamento e caracterizagdo das TAe T8. ~ MMHg e fluxo de nitrogénio.
(a) Fermentagéo do fungo P. digitatum; (b) Purificagdo do extrato por  Posteriormente, o extrato bruto foi
HPLC-UV-VIS; (c) Caracterizacdo dos metabdlitos por RMN de H 400

o pré-purificado  por meio de
MHz. Fonte: o proprio autor.

cromatografia em coluna de silica
gel com a eluicdo da fase mével em ordem de polaridade crescente na seguinte ordem: 1 L de
hexano; 1 L de acetato de etila; 1,5 L de metanol:acetato de etila (1:1, v/v); por fim, 1,0 L de metanol.
As fracbes obtidas foram concentradas em rota-evaporador seguida por concentracdo sob fluxo de
nitrogénio.

A purificacdo das TA e TB foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC-UV-VIS) em escala semi--preparativa, e a caracterizacéo estrutural dos compostos foi realizada
através de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H de 400 MHz e espectrometria de massas de
alta resolucéo (LC-HRMS), conforme Ariza, 2002, Araujo et al., 2023

Il. Método analitico
Para a avaliacdo da eficacia do processo de inativacdo por alta pressdo na reducdo do
conteudo das micotoxinas TA e TB, sera empregado o método analitico QUEChERS (Quick, Easy,) e
analises por LC-MS/MS, conforme Araujo et al. (2019) e (2023).

RESULTADOS E DISCUSSAO:
Fermentacdao, Isolamento e caracterizacdo das TA e TB

A primeira etapa deste trabalho, que visa testar diferentes protocolos de inativacdo de
micotoxinas em sucos de laranja, envolveu o cultivo do fungo em larga escala, extracéo, purificacdo e
caracterizacao estrutural das triptoquilaninas A e B para serem utilizadas como padrdes analiticos nos
estudos.

Assim sendo, seguindo a metodologia supracitada foi realizado o cultivo do fungo, seguido da
extracdo. ApOs a etapa de extragdo das placas de Petri com o meio de cultura YES, contendo os
esporos do P. digitatum foi obtido o extrato bruto com massa de 8,54 g. Na etapa seguinte, de pré-
purificacdo, utilizando cromatografia em coluna de silica gel, foi obtido a massa de 2,45 g. Apos
purificacdo em HPLC semi-preparativo, foram obtidas as massas de 10,3 mg de TA e 11,2 mg de TB.
Os cromatogramas dos compostos purificados contendo os metabdlitos TA e TB sdo apresentados na

Figura 4, atestando a pureza dos compostos alvo deste estudo.
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Figura 4. (a) perfil cromatogrdfico através de HPLC-DAD (A = 254 nm) do metabdlito isolado TA (tg 13,43
min); (b) perfil cromatogrdfico por HPLC-DAD (A = 254 nm) do metabdlito isolado TB (tz 11,72 min).

Caracterizagao:

A caracterizagdo estrutural das micotoxinas TA e TB produzidas pelo fungo P. digitatum foi
realizada por meio de ressonancia magnética nuclear (RMN *H), seguido de andlise via LC-HRMS.
Deste modo, observou-se no espectro de massas o0 ion m/z [M+H]" 519.1878 referente a substancia
TA e o ion m/z [M+H]" 505,1721 referente a substancia TB (Figura 5), confirmando a presenca das
triptoquialaninas, o que também é evidenciado pelos espectros de RMN *H de tais compostos isolados
(Figura 6). Os sinais observados nos espectros de RMN *H confirmam a identidade das substancias de
interesse. Além disso, obtivemos um bom rendimento dos compostos para a continuidade dos estudos
de inativac@o destas micotoxinas em sucos de laranja.
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Figura 5. (a) Espectro de massas de alta resolugdo (modo de varredura) no modo positivo referente a banda
cromatogrdfica 18 purificada através do HPLC-UV-VIS confirmando o isolamento da triptoquialanina A
(C27H27N407) com m/z [M+H]+ = 519,1878; (b) espectro de massas de alta resolu¢do (modo de varredura) no
modo positivo referente a banda cromatogrdfica 14 purificada através do HPLC-UV-VIS confirmando o
isolamento da triptoquialanina B (C26H25N407) com m/z [M+H]+ = 505,1721. Fonte: o préprio autor.
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Figura 6. (a) Espectro de 1H de NMR para o composto isolado triptoquialanina A C27H26N407 518,1801 g/mol
(CDCI3, 400 MHz); (b) Espectro de 1H de NMR para o composto isolado triptoquialanina B C26H24N407
504,1645 g/mol (CDCI3, 400 MHz). Fonte: o prdprio autor.
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CONCLUSOES:

Como citado acima, foi realizado o isolamento e caracterizagdo das triptoquialaninas A e B.
Seguindo os procedimentos supracitados, foi possivel obter os metabdlitos de interesse, os quais
serdo utilizados em etapas futuras da pesquisa. A partir das micotoxinas obtidas, serd possivel avaliar
a eficiéncia do processo de inativacdo HPP (altas pressdes) combinado a aplicagdo de calor na

reducado da quantidade das micotoxinas triptoquialaninas A e B em sucos de laranja contaminados.
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