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RESUMO GERAL

As micotoxinas presentes em milho, sdo metabolitos secundarios produzidos,
principalmente, por espécies dos géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium. Sio toxinas que
apresentam efeitos toxicos agudos e cronicos em diversos animais de experimentagdo, assim
como em animais domésticos. Em humanos, estdo associadas epidemiologicamente com

determinadas doengas em diversas regides do mundo.

O presente trabalho teve por objetivos: 1- avaliar a presenga de fumonisinas,
aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona em amostras de milho recém-colhido; 2- pesquisar a
ocorréncia de fumonisinas em produtos alimenticios a base de milho; 3- avaliar os efeitos de
fatores bidticos (duragdo do ciclo vegetativo, tipo de cultivar, tipo de endosperma) e abiéticos
(local de plantio, diferentes épocas de cultivo, condi¢gdes climaticas) na produgdo de micotoxinas

em milho.

Numa primeira etapa do trabalho, o método de SHEPHARD et alii (1990)
utilizado para a determinagdo de fumonisinas em milho, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detecgdo por fluorescéncia, foi otimizado para as condigdes do laboratorio. A
extragdo com metanol-agua (3:1, v/v) foi mantida. Os volumes de solvente no condicionamento e
lavagem da coluna de extra¢do em fase solida de troca anidnica forte, usadas na etapa de limpeza
dos extratos, foram aumentados para 10 mL e o volume e composi¢do do solvente de eluigdo
alterado para 20 mL de metanol-acido acético glacial (95:5, v/v). Na etapa de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, a fase movel foi modificada para acetonitrila-agua-acido acético glacial
(50:50:0,5, v/v/v) durante os primeiros 15 minutos, seguida de acetonitrila pura até o final da
corrida. As recuperagdes médias obtidas foram de 95 e 76%, e os limites de detecgdo de 20 e 40

ng/g, para fumonisinas B; e B,, respectivamente. Os coeficientes de variagdo meédios para



amostras artificialmente contaminadas foram de 5,8 e 13,4% para fumonisinas B; e B,

respectivamente.

A ocorréncia de fumonisinas foi avaliada em 48 amostras de trés hibridos de milho
(BR 201, Cargill 901 e Contimax 322) colhidas em 4 estagGes experimentais do Instituto
Agrondémico de Campinas, localizados em diferentes regides do Estado de S@o Paulo (Assis,
Capido Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga), escolhidas por sua importancia para a cultura de
milho. Todos os hibridos analisados mostraram uma contaminagdo por fumonisinas B; ¢ B;
variando de 0,23 a 15,96 pg/g e de 0,13 a 7,01 pg/g, respectivamente. Nao houve correlagdo
entre a contaminagdo encontrada e as variaveis duraggo do ciclo vegetativo, unidades formadoras
de colonias por grama de produto (UFC/g), género de fungos presentes nas amostras e
localizagdo geografica. Altas temperaturas e niveis pluviométricos elevados mostraram uma forte
correlagdo com a acumulagdo de fumonisinas no milho proveniente das estagdes experimentais
na safra 1994/1995. Estes resultados apontam a safra normal (verdo) como a época do ano em

que a produgdo das fumonisinas € mais elevada.

A contaminagdo com aflatoxinas B;, B2, G; e Gg, ocratoxina A e zearalenona em
milho recém-colhido foi investigada por cromatografia em camada delgada, em 110 amostras de
48 gendtipos de milho colhidos em 3 localidades do Estado de Sdo Paulo (Estagdes
Experimentais de Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga do Instituto Agrondmico de
Campinas), através do método de SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA (1989). A presenca ou
nio de aflatoxinas e seus niveis variaram amplamente entre os cultivares analisados, de ndo
detectadas (nd) a 1600 ug/kg para B,, de nd a 192 pg/kg para B, de nd a 280 pg/kg para G, e de
nd a 69 para G;. Apenas duas amostras apresentaram-se contaminadas com ocratoxina A (128 e
206 pg/kg) e somente uma com zearalenona (4640 pg/kg). Nenhuma correlagio foi encontrada
entre a contaminagdo por aflatoxinas B; e B, e tipo de cultivar, tipo de endosperma e duragdo do
ciclo vegetativo. Local de plantio e periodos de auséncia de chuvas associados a calor intenso, na

fase de florescimento e enchimento dos graos, foram os fatores que mais se mostraram



significativos para a presenga de aflatoxinas em milho proveniente das estagdes experimentais na
safra de 1997/1998.

A ocorréncia de fumonisinas foi também avaliada em 81 amostras de alimento a
base de milho obtidas no comercio da cidade de Campinas, Sdo Paulo. Quarenta amostras foram
positivas para fumonisina B, (0,03 a 4,93 ug/g) e quarenta e quatro amostras para fumonisina B,
(0,02 a 1,38 ug/g). Estes resultados indicam que ha um risco a saide humana pela exposigido as

fumonisinas atraveés do consumo de alguns alimentos a base de milho.



GENERAL SUMMARY

Mycotoxins are produced im maize mainly by fungi belonging to the genera
Fusarium, Aspergillus and Penicillium. These toxins affect laboratory and domestic animal and

are epidemiologically associated with human diseases reported in some areas of the globe.

The present work aimed at evaluating: 1- the accumulation of fumonisins,
aflatoxins, ochratoxin A and zearalenone in freshly harvested comn; 2- the occurrence of
fumonisins in corn and comn products; 3- the effects of biotic factors (length of vegetative cycle,
type of cultivar, type of endosperm) and abiotic (geographic location, different planting times

within the year, weather conditions) in the production of the mycotoxins in corn.

As a preliminary step in the work, the method developed by SHEPHARD and co-
workers (1990) for the determination of fumonisins in corn and using high performance liquid
chromatography with fluorescence detection, was optimized for the conditions of the laboratory.
The extraction of samples with methanol-water (3:1, v/v) was maintained. The volumes of
solvent for conditioning and washing of the SPE strong anionic exchange column in the cleanup
step were increased to 10 mL and the eluting solvent was altered to 20 mL of methanol-acetic
acid (95:5). At the HPLC step, the mobile phase was changed to acetonitrile-water-acetic acid
(50:50:0.5, v/v/v) during the first 15 minutes and then changed to pure acetonitrile. The average
recoveries were 95 and 76% and detection limits were 20 and 40 ng/g for FB; and FB,,
respectively. The average RSDs, for artificially contaminated samples, were 5.8 and 13.4% for
FB,; and FB,, respectively.

The occurrence of fumonisins was evaluated in 48 samples of three freshly
harvested maize hybrids (BR 201, Cargill 901, and Contimax 322) planted at 4 experimental

stations belonging to the Instituto Agrondmico de Campinas and located in major corn growing
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areas of the state of Séo Paulo (Assis, Capdo Bonito, Ribeirdo Preto, and Votuporanga). All
samples were contaminated with FB; and FB; at levels ranging from 0.23 to 15.96 pg/g and from
0.13 to 7.01 pg/g, respectively. No correlation was found between the fumonisins levels and the
length of the vegetative cycle, number of colony forming units per gram of product (CFU/g) or
genera of fungi present in the samples. High temperatures and rainfall were the only factors with
significance to the accumulation of fumonisin in the corn samples from the 1994/1995 harvest at
the experimental stations. These results point to the normal corn planting period (Summer) as the

time of the year when the fumonisin production is higher.

Freshly harvested corn (110 samples corresponding to 48 cultivars) from 3
locations of the state of Sdo Paulo (the Instituto Agrondmico de Campinas Experimental Stations
of Capao Bonito, Ribeirdo Preto, and Votuporanga) were analyzed for aflatoxins B;, B, G;, and
Gy, ochratoxin A and zearalenone. A thin-layer chromatographic method (SOARES &
RODRIGUEZ-AMAYA, 1989) was used. The incidence and levels of aflatoxins varied greatly
among the samples and ranged from not detected to 1600 pg/kg for AFB,, from not detected to
192 pg/kg for AFB,, from not detected to 280 pg/kg for AFG;, and from not detected to 69 pg/kg
for AFG,. Only two samples contained ochratoxin A (128 and 206 pg/kg) and in only one
zearalenone was present (4640 pg/kg). No correlation was found between the contamination of
the maize with aflatoxins B; and B and type of cultivar, type of endosperm, and length of the
vegetative cycle. However, a strong correlation was found between the contamination with the
aflatoxins B; and B; and the geographic location associated with low rainfall and high
temperatures during the flowering and grain filling stages.

Eighty one samples of corn-based foods acquired in shops and food markets in the
city of Campinas, state of Sdo Paulo, were analyzed for fumonisins. Forty samples contained FB;
(0.03 to 4.93 ug/g) and forty four samples contained FB; (0.02 to 1.38). These results indicate the
ingestion of corn-based products as a risk for the population.
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INTRODUCAO GERAL

A cultura de milho tem assumido uma grande importancia para o pais em fungio
do aumento no consumo deste cereal. No periodo transcorrido entre 1990 e 1995, por exemplo,
houve um aumento de 42,5% no consumo. Nota-se também que a evolugdo do consumo interno
de milho esta na dependéncia do crescimento dos setores produtores de frangos € suinos,
responsaveis por 45% da demanda total do cereal. Esses setores, ultimamente, estdo crescendo
entre 8 e 10% ao ano, incentivados por elevado aporte tecnologico, que vem permitindo a

colocagdo desses produtos no mercado, a pregos competitivos com a carne bovina.

As regides Sul e Sudeste do Brasil, maiores produtoras de milho, representam
cerca de 80% da produgdo nacional. Nos trés tltimos anos agricolas, cultivou-se em torno de 1,2
milhdo de hectares de milho em S3o Paulo, sendo 2/3 na safra de verdo e 1/3 no outono-inverno
(“safrinha”). O Estado de Sao Paulo caracteriza-se climaticamente por meses de verdo com altas
temperaturas e alta pluviosidade constratando com os meses de inverno que sdo caracterizados
pela diminuigdo acentuada do indice pluviométrico e temperatura. Durante a safra de verdo pode
ocorrer os ‘“veranicos”, ou seja, auséncia de chuvas e calor intenso. Ocorre também uma
irregularidade na distribuigdo das chuvas, denominada de “chuvas de manga”. Tal situagdo
climatica, coincidindo com a época de florescimento e enchimento dos grdos de milho, torna a
semente mais susceptivel a contaminag¢do por fungos de campo, principalmente do género

Fusarium.

As diferentes espécies de Fusarium podem produzir diversas micotoxinas, tais
como, fumonisinas, tricotecenos e zearalenona. As fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas,
onde a fumonisina B; € a mais importante porque constitui até 70% do total de fumonisinas, tanto
em cultura de laboratorio quanto em milho naturalmente contaminado, além de ser a mais toxica.

Os principais efeitos toxicos relatados sao a leucoencefalomalacia em eqiiinos, edema pulmonar e



hidrotorax em suinos, hemorragia cerebral em coelhos e cancer hepatico em ratos. Em humanos
esta associada epidemiologicamente com cancer de esdfago. Os tricotecenos, por sua vez,
constituem um grupo de mais de cem compostos sesquiterpenoides, com diferentes niveis de
toxicidade. Vomitos, diarréia, irritagdo na pele, leucopenia, alteragdes no sistema hematopoiético
e linfocitario tem sido os principais sintomas relatados em animais € humanos. Ja a zearalenona ¢
uma toxina de carater estrogénico e seus efeitos sdo frequentemente observados em animais

domésticos que consomem graos ou ragdes contaminados.

Os fungos do género Aspergillus e Penicillium também podem invadir os graos de
milho, principalmente em situag@o de estresse hidrico ou agdo de agentes externos, como 0s
insetos e passaros. Estes fungos produzem diversas micotoxinas, mas sd0 mais conhecidas as
aflatoxinas e a ocratoxina A. As aflatoxinas s3o hepatotOxicas, mutagénicas, teratogénicas e
carcinogénicas, representam um risco a saude publica, havendo pois a necessidade de
desenvolver medidas de controle durante o processo de produgdo de milho. A aflatoxina B, esta
associada epidemiologicamente com cancer hepatico. A ocratoxina A € nefrotoxica,

principalmente em suinos, e parece estar associada na etiologia da nefropatia endémica dos
Balcis.

O presente trabalho teve por objetivos: 1- avaliar a presenga de fumonisinas,
aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona em amostras de milho recém-colhido; 2- pesquisar a
ocorréncia de fumonisinas em produtos alimenticios a base de milho; 3- avaliar os efeitos de
fatores bioticos (duragdo do ciclo vegetativo, tipo de cultivar, tipo de endosperma) e abioticos
(local de plantio, diferentes épocas de cultivo, condi¢Ges climaticas) na produ¢3o de micotoxinas

em milho.
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1.1. FUNGOS E MICOTOXINAS EM MILHO

RESUMO

As micotoxinas presentes em milho sdo produzidas principalmente por fungos dos
géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium. Sao micotoxinas que apresentam efeitos toxicos
agudos em animais, além de serem agentes teratogénicos, mutagénicos ou carcinogénicos.
Através da ingestdo de milho e de seus produtos, seres humanos e animais estdo expostos a
possibilidade de ingestao de um grande numero de micotoxinas. Dentre as que causam maior
preocupagdo, tanto do ponto de vista de saude publica como econémico, estdo fumonisinas,
zearalenona, tricotecenos, aflatoxinas, ocratoxina A e moniliformina. A presente revisdo tem
como objetivo contribuir para o entendimento dos riscos para seres humanos e animais causados
pelo aparecimento de micotoxinas em milho assim como avaliar o conhecimento atual com

relagdo a micotoxinas em milho no Brasil.

Unitermos: Micotoxinas, Milho, Fungos toxigénicos.



INTRODUCAO

As micotoxinas, produtos do metabolismo secundario de alguns fungos
filamentosos (bolores) que proliferam em alimentos e ragdo animal, acarretam, quase sempre,
graves danos a saide do homem e dos animais (GOLDBLATT, 1977). Os principais fungos
implicados em casos de micotoxicoses pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium e

Penicillium.

As micotoxinas foram descobertas pela ciéncia e comegaram a ser estudadas apds
o acidente econdémico ocorrido na Inglaterra em 1960, quando em poucas semanas cem mil
filhotes de perus e outros milhares de filhotes de outros tipos de aves pereceram de hepatite
aguda necrosante, apos a ingestdo de ragdo i base de amendoim procedente do Brasil.
Posteriormente os agentes responsaveis pelas mortes foram identificados como micotoxinas
(aflatoxinas By, Bz, G; e G) produzidas pelo Aspergillus flavus (NRIAGU & SIMMONS, 1990).

Os diferentes fungos produtores de micotoxinas sio encontrados em todas as
regides do mundo e podem crescer em uma grande variedade de substratos e sob varias condigdes
de umidade, pH e temperatura. Assim, os alimentos estio sujeitos a invasdo por fungos e
contaminagdo com micotoxinas no campo antes, durante e apos a colheita, no processamento, no

transporte e na estocagem (SABINO, 1996).

ZUMMO & SCOTT (1992) demonstraram que o milho (Zea mays L.) é
constantemente exposto ao risco de desenvolvimento de fungos toxigénicos por possuir uma
composi¢do ideal de nutrientes. Dentre as micotoxinas encontradas em milho, destacam-se as

fumonisinas, as aflatoxinas, a zearalenona, a ocratoxina A, os tricotecenos e a moniliformina.



O objetivo da presente revisdo € apresentar as caracteristicas gerais, os aspectos

toxicologicos e a ocorréncia das micotoxinas presentes no milho.

IMPORTANCIA NUTRICIONAL E ECONOMICA DO MILHO

O milho, cientificamente designado Zea mays L., € uma planta alta, robusta,
monocotiledonea, pertencente a familia das gramineas, largamente utilizada como fonte de
alimento em varios paises (FANCELLI, 1983). No Brasil, o milho se destaca entre as graniferas
por ser o primeiro em area cultivada e volume de produgéo e pela participa¢do preponderante das
empresas privadas na pesquisa, produgdo e comercializagdo das sementes melhoradas (DUARTE
& PATERNIANI, 1998). Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho,
logo apos os Estados Unidos e China, tendo sua produgio ficado, nos ultimos nove anos, em
torno de 31 milhGes de toneladas (IBGE, 1999).

O Estado de Sdo Paulo foi responsavel por 10,6% da produgédo nacional de milho
em 1998 (IBGE, 1999). A cultura do milho € uma das mais importantes no Estado de Sao Paulo,
ultrapassando 1,3 milhdes de hectares cultivados. O maior canal de utilizagdo do milho € em
racdo animal, onde este participa com até 63% na formulacdo de ragdes para aves e com até 75%

para as de suino (NOGUEIRA Jr. et alii, 1987).

Segundo PEDROSA & DEZEN (1991), o destino da produg¢do nacional de milho
esta em diversos setores, sendo a suinocultura e a avicultura responsaveis pela maior parte da
utilizacdo dos graos (41%). O restante da producdo divide-se entre a industria (13,5%), a
formulagdo de ragdes de outras espécies animais (5,6%) e produgio de sementes (0,6%). A ndo
comercializagdo de 39,3% dos grdos produzidos deve-se, principalmente, aoc consumo na
propriedade rural, na ordem de 24,7%. O restante dessa ndo comercializacdo encontra
escoamento no consumo humano nas grandes cidades (4,4%) e nas perdas durante a colheita e

armazenamento, responsaveis por 9,9% do total produzido no pais.



A contribui¢do nutricional do grdo de milho propicia que este cereal seja utilizado
no preparo de muitos derivados, sendo a base de complexos industriais diversificados e, nos dias
atuais, um relevante fator socio-econémico para muitas regides do mundo (NOGUEIRA Jr. et
alii, 1987). Segundo FANCELLI (1983), na constituicdo do milho encontramos, em média, 70%

de carboidratos, 10% de proteinas, 4% de lipidios, além de minerais e vitaminas.

O milho € processado principalmente por duas vias: moagem a seco € moagem
umida, obtendo-se diferentes produtos destinados ao preparo de alimentos, farelos para ragdes e
outros usos industriais. A industrializa¢do a seco € atividade de longa tradigdo no Brasil, tendo-se
iniciado no passado com a moagem caseira de milho ndo degerminado para se obter o fuba
integral, passando pelo estagio de pequenos moinhos regionais, até se transformar em setor
industrial de destaque com alta tecnologia (SETTI, 1992). Na moagem a seco, os produtos
principais s3o: o fuba comum, a canjica, fuba mimoso ou de canjica, a quirera e os farelos para
ragdes. Todos eles sdo obtidos do endosperma e s6 se diferenciam no tamanho da particula.
Como sub-produto da produgdo de canjica resta o germe, destinado as fabricas de odleo
(PALOMINO et alii, 1997). Na moagem umida, os derivados principais sdo o amido e seus
subprodutos. O amido ¢ o produto mais importante, seja para uso direto ou como matéria-prima
para um numero muito grande de outros derivados. Os subprodutos possuem alto valor
comercial: o germe € destinado as fabricas de dleo, a 4gua de maceracdo ¢ usada nas industrias de

fermentagdo e de ragdo, e o gliten e o farelo na preparagio de ragdes (PALOMINO et alii, 1997).

Os produtos tradicionalmente consumidos no Brasil € mais populares sdo a
farinha, a canjica (grdo inteiro degerminado) e o fuba. Entretanto, novos produtos tém surgido

para atender uma faixa de consumidores mais reduzida e exigente (NOGUEIRA Jr. et alii, 1987).



PRINCIPAIS MICOTOXINAS QUE OCORREM EM MILHO

Para facilitar o estudo das micotoxinas pode-se classificar as micotoxinas mais
estudadas e relacionadas com milho, em 3 grandes grupos: (1) toxinas do Fusarium,
representadas pelas fumonisinas, zearalenona, tricotecenos e moniliformina; (2) aflatoxinas,
produzidas pelo Aspergillus flavus e A. parasiticus, e (3) ocratoxinas, produzidas pelo Aspergillus

alutaceus (A. ochraceus) e varias espécies do género Penicillium (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura quimica de algumas micotoxinas encontradas em milho.

Toxinas do Fusarium

O género Fusarium tem ampla distribui¢do mundial e € encontrado tanto no solo
quanto na superficie das plantas. Apesar de algumas espécies, tal como o F. moniliforme, estar
associada com o clima tropical e subtropical, e outras, como o F. sporotrichioides, com clima

frio, muitas espécies ocorrem em partes temperadas do mundo (SMITH & MOSS, 1985).



Fumonisinas

As fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas produzidas principalmente pelo
Fusarium moniliforme (GELDERBLOM et alii, 1988) e F. proliferatum (NELSON et alii, 1992),
frequentemente isolados de milho. Outras espécies de Fusarium, como: F. subglutinans, F.
nygamai, F. napiforme, F. anthophilum, F. dlamini (NELSON et alii, 1992), F. oxysporum var.
redolens (ABBAS et alii, 1995) e F. polyphialidicum (ABBAS & OCAMB, 1995), e a Alternaria
alternata f. sp. lycorpersici (CHEN et alii, 1992), também produziram fumonisina B; (FB;) em

condig¢des de laboratorio.

Desde o isolamento e caracterizagdo destas micotoxinas em 1988 por
GELDERBLOM et alii (1988) e BEZUIDENHOUT et alii (1988), varias fumonisinas foram
identificadas (A;, Az, As, AK,, B;, B, B;, B, C;, C; ,C4, Py, P, P;, PH;,, PHyp)
(BEZUIDENHOUT et alii, 1988; CAWOOD et alii, 1991; MUSSER & PLATTNER, 1997; SEO
& LEE, 1999) (Figura 2).

A FB; € a mais importante do grupo, constituindo até 70% do total das
fumonisinas, tanto em cultivo de laboratério quanto em milho naturalmente contaminado, além
de ser a mais toxica (CAWOOD et alii, 1991). Essa micotoxina causa leucoencefalomalacia em
equinos (LEME) (KELLERMAN et alii, 1990; ROSS et alii, 1990), edema pulmonar e hidrotérax
(EPS) em suinos (HARRISON et ali, 1990; COLVIN & HARRISON, 1992), hemorragia
cerebral em coelhos (BUCCI et alii, 1996) e cancer hepatico em ratos (GELDERBLOM et alii,
1991). As FB; e FB; também ja foram associadas a cancer hepatico em ratos (GELDERBLOM et
alii, 1992).

As fumonisinas tém sido associadas epidemiologicamente com céncer de esdfago
em humanos na regido de Transkei na Africa do Sul (RHEEDER et alii, 1992), na regido de
Lixian na China (CHU & LI, 1994), nordeste da Italia (DOKO & VISCONTI, 1994) e em



Charleston, sudeste dos Estados Unidos (SYDENHAM et alii, 1991). Nestas regides o milho é
um importante componente na dieta alimentar da populagdo, e os dados preliminares mostraram
que o milho consumido apresentava elevados teores de fumonisinas. Com base nas informagdes
toxicologicas disponiveis, a Agéncia Internacional sobre Pesquisa do Cdncer (IARC) classificou
as toxinas do F. moniliforme, incluindo as fumonisinas, como substincias da classe 2B, isto &,

possivelmente carcinogénica para o0 homem (IARC, 1993).
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Figura 2 — Estrutura quimica das principais fumonisinas.
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Levantamentos realizados em diversas partes do mundo mostram que o milho
usualmente estd contaminado com fumonisinas porém em niveis variaveis (BULLERMAN,
1996, BULLERMAN & TSAI 1994, DOKO & VISCONTI, 1994, SHEPHARD et alii, 1996).
Note-se que o Fusarium moniliforme é o fungo mais frequentemente isolado em milho
(BURGUESS et alii, 1981; MARASAS et alii, 1978 e 1979; NELSON, 1992; ORSI et alii, 2000;
POZZI et alii, 1995).

As fumonisinas ndo s3o destruidas por muitos métodos usados no processamento
de alimentos (BULLERMAN & TSAI, 1994). Os efeitos do aquecimento ndo sio completamente
claros, pois alguns relatos indicam uma significante redugdo na concentragdo de fumonisinas
acima de 150°C (JACKSON et alii, 1996; MURPHY et alii, 1996). Entretanto, outros relatos
demonstraram que as concentragdes de fumonisinas ndo sdo reduzidas pelo aquecimento
(SYDENHAM et alii, 1995).

Em termos mundiais ndo ha regulamenta¢do para os niveis de fumonisinas em
alimentos, com excegdo da Suica, a qual propde um limite de tolerancia temporario de 1 pg/g
para a somatoria de FB; e FB; (FAO, 1997). Segundo RILEY et alii (1993), sdo recomendados
niveis menores que 5 ug/g de FB; em ragdo para cavalos e outras espécies de eqiiinos, 10 pg/g

para ragdo de suinos e 50 pg/g na ragdo para gado de corte e frango de corte.

Zearalenona

A zearalenona (ZEA) (C;gH220s) € uma lactona do acido fendlico resorcilico
(Figura 1) (OMS, 1983). Apesar de ser uma lactona com um grande anel, compreendendo 13
carbonos, € estavel ao rompimento hidrolitico. Isto é atribuido 4 presenca de um grupo metil

secundario que impede os ataques nucleofilicos na carbonila da lactona (SABINO, 1996).
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A ZEA, também chamada de toxina F2, é um metabélito produzido por varias
espécies de Fusarium, como: F. graminearum (sin. F. roseum), F. nivale, F. tricinctum, F.
sporotrichioides, F. oxysporum, F. lacteritium e F. moniliforme (BETINA, 1984). No Japio esta
micotoxina foi isolada do F. roseum, F. lacteritium e F. tricinctum (ISHII et alii, 1974). Na Italia,
a ZEA foi encontrada em sementes de milho infectada pelo F. moniliforme e F. graminearum
(BOTTALICO, 1979). Trés espécies produtoras de ZEA foram isoladas de sementes de milho da
regido de Transkei (Africa do Sul), sio elas: F. graminearum, F. moniliforme e F. subglutinans
(MARASAS et alii, 1979). HOLMBERG & PETERSON (1986) verificaram que o F. culmorum,
um habitante do solo, também € produtor de ZEA. O F. equiseti isolado de milho, trigo e cevada
também € capaz de produzir a ZEA (PASTER et alii, 1991).

A ZEA ¢ responsavel pela sindrome estrogénica em suinos (MIROCHA &
CHRISTENSEN, 1974, PRELUSKY et alii, 1994) relatada pela primeira vez por McNUTT et
alii (1928) em porcos que haviam se alimentado de milho. O hiperestrogenismo em suinos
caracteriza-se por um aumento do Utero e glandulas mamarias, edema vulvular, atrofia testicular e
prolapso vaginal em alguns animais (BETINA, 1984). As observagdes em porcas durante o
periodo de gesta¢do, que receberam intramuscularmente doses diarias de ZEA, indicaram que a
ZEA é teratogénica, causando malformagdes nas patas traseiras dos fetos (MILLER et alii, 1973).
No entanto, ndo foram observados efeitos teratogénicos em aves e ratos, segundo SPEERS et alii
(1971) e BAILEY et alii (1976), respectivamente.

Puberdade precoce e ginecomastia em humanos foram observadas em Porto Rico,
havendo uma correlagd@o com a alta incidéncia de ZEA nos alimentos a base de milho. Tem sido
sugerido que a ZEA pode estar envolvida na etiologia dos tumores de mama (KUIPER-
GOODMAN et alii, 1987).

A JARC ao avaliar a carcinogenicidade da ZEA definiu como um possivel

carcinogeno para o0 homem (IARC, 1993).

12



ZEA tem sido encontrada em milho em varias partes do mundo (DOKO et alii,
1996, PARK et alii, 1996; RESNIK et alii, 1996; SABINO et alii, 1989; SCOTT, 1997,
TANAKA et alii, 1988). Nota-se que paises de clima quente ndo tém apresentado problemas com
contaminagio de milho por ZEA. No entanto, os paises de clima temperado e frio tem
apresentado altos niveis e altas porcentagens de contaminagdo do milho por esta toxina
(BHAVANISHANKAR & SHANTHA, 1987; EPLLEY et alii, 1974; HENNIGEN & DICK,
1995, HUSSEIN et alii, 1989, LAUREN et alii, 1991, L’VOVA et alii, 1993; MILANEZ et alii,
1998; RHEEDER et alii, 1995; SHOTWELL et alii, 1971; SINHA, 1990; YAMASHITA et alii,
1995).

Nao ha processos eficazes na remogdo ou destruigio de zearalenona em milho
(BENNETT & ANDERSON, 1978), portanto, programas de prevengdo sio importantes para
reduzir os niveis de ZEA em milho.

As relagdes de comércio internacional podem ser afetadas devido aos limites de
tolerancia estabelecidos por varios paises para ZEA em milho. Em geral, o limite de tolerancia ¢
de 200 ug/kg (RESNIK et alii, 1996). Na Bélgica o limite é zero para todos os alimentos
(MIROCHA, 1983).

Tricotecenos
Os tricotecenos sdo formados por anéis tricotecanos que apresentam uma dupla
ligagdo entre os carbono 9 e 10 e um grupamento epéxido nas posigdes doze e treze da estrutura

(Figura 1). Substituintes como: hidrogénios, hidroxilas, acilas, epoxidos ou ésteres podem estar
presentes nos carbonos 3, 4, 7, 8, 14 e 15 (EPPLEY, 1979; SNYDER, 1986; UENO, 1986).
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Considerando estes substituintes, existe uma classificagdo dos tricotecenos em
quatro grupos: A, B, C e D. No grupo A estdo os tricotecenos cuja posi¢do 8 tem como
substituintes grupos acilados ou hidroxilas, como a toxina T-2 e o diacetoxiscirpenol. O grupo B
¢ constituido por compostos onde na posigao 8 esta um grupamento cetdnico, assim como O
nivalenol e o desoxinivalenol. Os tricotecenos do grupo C possuem dois grupamentos epoxidos,
como a crotocina. Tricotecenos macrociclicos constituem o grupo D, onde estdo a roridina, a
verrucarina € a satratoxina (SNYDER, 1986; UENO, 1986). Mais recentemente vem sendo
acrescentado um quinto grupo a esta classificag@o, constituido por compostos tricotecanos que

nao possuem epdxido na estrutura (UENO, 1986).

Uma outra classificagdo considera a presenga ou ndo de anéis macrociclicos
ligados ao carbono 4 e carbono 5, nomeando-os tricotecenos macrociclicos e ndo macrociclicos
(SNYDER, 1986, UENO, 1983).

Os tricotecenos sdao metabolitos produzidos por fungos dos géneros Fusarium,
Myrothecium, Tricothecium, Cephalosporium, Verticimonosporum e Stachybothrys (EPPLEY et
alii, 1974, UENOQO, 1983; SNYDER, 1986; SCOTT, 1988). Um ou mais tricotecenos tem sido
produzidos de cepas das seguintes espécies de Fusarium: F. episphae, F. lateritium, F. nivale, F.
oxysporum, F. rigidisculum, F. solani, F. graminearum e F. tricinctum (sin. F. sporotrichioides)
(OMS, 1983).

Do ponto de vista sistémico, a acdo toxica dos tricotecenos apresenta duas
manifestacdes principais. A primeira, ¢ a inibi¢do da sintese protéica pela ligagdo do grupo
epoxido do tricoteceno com o grupamento sulfidrila dos aminoacidos que compde a peptidil
transferase (SNYDER, 1986; UENO, 1977, UENO, 1986). Resultando em alteragdes do sistema
hematopoiético e linfatico, aplasia medular nos casos severos ¢ imunodepressdo. A segunda, € a
atuacdo dos tricotecenos sobre as aminas biogénicas do cérebro, o que causa a recusa da

alimentagdo (UENO, 1983). O fato destas micotoxinas atingirem diversos o0rgéos tem chamado a
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aten¢do dos pesquisadores. Os tricotecenos s3o substancias com potente agdo irritante local, tanto
de mucosas como de pele (UENO et alii, 1973). O unico tricoteceno que demonstrou atividade
teratogénica foi a toxina T-2, em camundongos (SNYDER, 1986).

Embora surtos em animais, ocasionados por toxinas de Fusarium e Stachybotrys,
sejam conhecidos desde o século XVIIL, o papel dos tricotecenos como agentes etioldgicos destas
doengas so foi caracterizado na década de sessenta (UENO, 1983). Na ocasido, foi demonstrado
que a presenca da toxina T-2 em ragdes era a responsavel pela morte de vacas leiteiras que

consumiam esta ragdo contaminada (HSU et alii, 1972).

O surto classico de fusariotoxicose em humanos, que registrou casos fatais,
ocorreu apoés a segunda guerra mundial. A populagio russa atingida consumiu alimentos
produzidos a partir de graos que ndo puderam ser colhidos durante o inverno. Os sintomas da
doenga, denominada Aléucia Toxica Alimentar, foram: febre, angina necrdtica, leucopenia,
destruicdo da medula 6ssea seguidos de mortes. Posteriormente, atribuiu-se estes sintomas a
presenga de tricotecenos, pois eram semelhantes aos encontrados em estudos toxicologicos com
estas micotoxinas (OSBORNE, 1982; SNYDER, 1986; UENO, 1983).

Levantamentos tem correlacionado a incidéncia destas micotoxinas com fatores
climaticos, pois os tricotecenos parecem ocorrer preferencialmente em regides onde periodos
frios e umidos sdo registrados. Por isso, os paises mais preocupados com a contaminagdo de seus
alimentos com tricotecenos sdo os Estados Unidos, Canada, Japo e a Riissia (SCOTT, 1988).
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Moniliformina

A moniliformina foi caracterizada estruturalmente como um sal de sédio ou
potassio do 1-hidroxi-ciclobut-1-eno-3,4-diona ou um sal do acido semi-esquarico (SPRINGER
et alii, 1974) (Figura 3). A moniliformina foi descoberta por COLE et alii (1973) enquanto
realizava a triagem de produtos toxicos presentes em cultura de F. moniliforme Sheldon (F.

verticillioides Niremberg).

NN

R-NaouK

Figura 3 - Estrutura quimica da moniliformina.

A moniliformina € um metabolito produzido por varias espécies de Fusarium,
entre elas: F. moniliforme, F. subglutinans, F. acuminatum, I'. avenaceum, F. graminearum, F.
fusarioides (F. chlamydosporum), F. oxysporum, F. proliferatum, F. anthophilum, F. concolor,
F. equiseti, F. semitectum, F. sporotrichioides, e F. culmorum (CHELKOWSKI et alii, 1990;
MARASAS et alii, 1979, 1984 e 1986; RABIE et alii, 1978 e 1982; SCOTT et alii, 1987).

A moniliformina € um composto toxico para frangos, pintainhos € patinhos com
dose letal 50 (DLsg) variando de 3,7 a 5,4 mg/kg por via oral (BURMEISTER et alii, 1979,
KRIEK et alii, 1977), e 24 mg/kg intra-peritonealmente em camundongos (FARB et alii, 1976).
Os efeitos toxicos caracterizam-se por uma progressiva fraqueza muscular, dificuldade

respiratoria, cianose, coma, degeneragao e necrose do miocardio, e morte (KRIEK et alii, 1977).
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Estes efeitos sdo decorrentes da semelhanca quimica da moniliformina com o piruvato, onde esta
age inibindo a enzima piruvato desidrogenase e a oxidagdo do c-cetoglutarato (GATHERCOLE
et alii, 1986, HOFMEYER et alii, 1979; THIEL, 1978). O efeito de intoxica¢do croénica nio é

conhecido.

O primeiro relato da ocorréncia natural de moniliformina foi em 1982, onde
THIEL et alii (1982) ao analisar uma amostra de milho fungado colhida em 1978 da regido de
Transkei (Africa do Sul) detectaram a presenca desta micotoxina. Os levantamentos realizados
em diversas partes do mundo demonstraram que o milho eventualmente contém moniliformina
(LEW et alii, 1996; RHEEDER et alii, 1995, SHARMAN et alii, 1991; THALMANN et alii,
1985).

Aflatoxinas

Quimicamente, as aflatoxinas pertencem ao grupo das furanocumarinas complexas
(OMS, 1983) (Figura 1). As aflatoxinas B e G foram assim classificadas por apresentarem
fluorescéncia azul (“blue”) e verde (“green”) quando observadas a luz ultra-violeta,

respectivamente.

A aflatoxina B; € a mais toxica seguida da G;, B; e G,. A forte habilidade de
ligagdo da aflatoxina B; com o acido desoxirribonucléico (DNA) é a principal causa de suas
propriedades toxicas e carcinogénicas (BAILEY, 1994). A aflatoxina B; além de ser a mais

toxica, € a de maior incidéncia, podendo provocar intoxicagdes agudas e cronicas.

As aflatoxinas sdo um grupo de micotoxinas produzidas por algumas cepas de
Aspergillus flavus (SARGEANT et alii, 1961) e A. parasiticus. Outras espécies do género

Aspergillus também sido produtoras destas toxinas, como: A. nomius, A. niger, A. wentii, A.
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ostianum, A. fumigatus e A. frenesii. Do género Penicillium ha o P. puberulum, P. citrinum, P.
variable e P. frequentans (WILSON & PAYNE, 1994; SCUSSEL, 1998).

Desde 1960, na Inglaterra, quando um surto de intoxicagdes matou cerca de cem
mil filhotes de perus e milhares de outros filhotes de aves de hepatite aguda necrosante, devido a
ingestdo de racdo a base de amendoim contaminado com aflatoxinas, as micotoxinas foram
descobertas e varias aflatoxinas foram identificadas (B, B2, G1, Gz, B2a, G2., M, M2, GM;, GM,,
M., GM2,, B3, Py, Q1, aflatoxicol e diidroaflatoxicol) (ASAO et alii, 1963; EATON et alii, 1994;
HEATHCOTE, 1984; NRIAGU & SIMMONS, 1990). Embora 17 compostos, todos designados
aflatoxinas, tenham sido isolados, o termo aflatoxinas normalmente se refere aos 4 compostos B,
B2, G1 e Ga. O A. parasiticus produz as quatro toxinas, enquanto o A. flavus produz somente as
aflatoxinas B; € B, (DIENER & DAVIS, 1987).

A toxicidade aguda das aflatoxinas caracteriza-se pelos danos hepaticos causado
em aves e suinos. Caracteriza-se por ascite, degeneragdo hepatica, proliferagdo do ducto biliar e
necrose hepatica (BUTLER, 1974, CULLEN & NEWBERNE, 1994; LOOSMORE &
HARDING, 1961). A aflatoxina B; tem causado cancer hepatico em diversos animais de
laboratorio: ratos (BUTLER, 1969; EPSTEIN et alii, 1969; SVOBODA et alii, 1966; WOGAN &
NEWBERNE, 1967), macacos (ADAMSON et alii, 1973; GOPOLAN et alii, 1972; TILAK,
1975), patos (CARNAGHAN, 1965), peixes (SATO et alii, 1973; SINNHUBER et alii, 1968;
SINNHUBER & WALES, 1974, WALES & SINNHUBER, 1972). A aflatoxina B, causa
aberragdes cromossdmicas e rupturas de DNA em células vegetais e animais (ONG, 1975). No
teste de Ames, a aflatoxina B; tem causado mutagdes em sistemas bacterianos apds ativagdo com
microssomos hepaticos (WONG & HSIEH, 1976). ELIS & PAOLO (1967) observaram uma
propor¢ao elevada de fetos malformados, mortos e reabsorvidos em hamsters que receberam
intraperitonealmente doses de 4 mg de aflatoxina B;/kg peso corporeo (p.c.) no oitavo dia de

gestacao.
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Estudos epidemiolégicos conduzidos na Africa e Asia revelaram que a aflatoxina
B; € um hepatocarcindgeno humano (KRISHNAMACHARI et alii, 1975; PEERS et alii, 1976).
O risco de cancer hepatico previsto pela extrapolagdo de dados obtidos em ratos expostos a
aflatoxina B; tem sido comparavel com a incidéncia de cincer hepatico observada na populagdo
humana. Nos Estados Unidos as predigdes baseadas nos dados em ratos superestimam a
incidéncia de céncer hepatico no homem. Isto pode estar relacionado com as diferencas
metabolicas entre espécies e ragas (GORELICK et alii, 1994).

Segundo JELINEK et alii (1989), as aflatoxinas ocorrem principalmente e em
ordem decrescente em amendoim, milho e semente de algoddo. Os dados obtidos nos
levantamentos demonstraram que o milho eventualmente contém aflatoxinas. Portanto, se faz
necessaria a prevencdo da contaminagdo através de alguns fatores (ZUBER & LILLEHOJ, 1979):
(a) gendtipos de milho resistentes a infec¢do pelo 4. flavus ou A. parasiticus (McMILLIAN et
alii, 1982; ZUBER et alii, 1983); (b) genétipos resistentes aos danos causados por insetos € uso
de inseticidas e (c) praticas agricolas para reduzir o estresse da seca incluindo a irriga¢do e a

adequada fertilidade do solo.

Nivels maximos de aflatoxinas em alimentos e ragdes tem sido alvo de
regulamentos em muitos paises e este grupo de toxinas tem recebido maior aten¢do que qualquer
outro devido ao fato de ter sido o mais estudado até agora e por ser um grupo dos mais toxicos
(Van EGMOND, 1995). No Brasil, a presenga de aflatoxinas € regulada pela Resolugdo n® 34/76
do Ministério da Saude, que estabelece o limite de 30 pg/kg para a soma das aflatoxinas B, € Gy,
e pela Portaria n° 183 de 21 de Margo de 1996, do Ministério da Agricultura, do Abastecimento e
da Reforma Agraria que estabelece o limite maximo de 20 pg/kg, para a somatoria das
aflatoxinas B;, B2, G; e G2, acompanhando o que foi estabelecido para os paises do Mercosul
(BRASIL, 1977, BRASIL, 1996).
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Ocratoxina A

As ocratoxinas sdao um grupo de compostos estruturalmente relacionados
(ocratoxina A, B, C, a, éster metilico de ocratoxina A, éster metilico de ocratoxina B e éster
etilico de ocratoxina B). A estrutura quimica da ocratoxina A (OA) contém 7-carboxi-5-cloro-8-
hidréxi-3,4-diidro-3R-metil-isocumarina ligada através do grupo carboxi a B-fenilalanina (Figura

1). O Ginico membro do grupo marcadamente toxico € a ocratoxina A (OMS, 1983).

A OA ¢ produzida por varios fungos, entre eles: Aspergillus ochraceus (sin. A.
alutaceus), Penicillium viridicatum, A. sulphureus (SCOTT et alii, 1970), 4. melleus (LAI et alii,
1970) e mais recentemente os fungos: A. niger var. niger (ABARCA et alii, 1994), 4. fumigatus,
A. versicolor e A. alliaceus (ABARCA et alii, 1997). CARLTON & KROGH (1979) concluiram
que em regides tropicais e subtropicais, 0 A. ochraceus ¢ o mais importante produtor de OA.
Enquanto nas regides frias, particularmente, o Canada, Dinamarca e Suécia, o P. viridicatum é a

espécie predominante (STEYN, 1984).

A OA caracterizada, em 1965, por um grupo de pesquisadores da Africa do Sul, a
partir de uma cepa de A. ochraceus (MERWE et alii, 1965). As ocratoxinas foram o primeiro
grande grupo de micotoxinas identificadas ap0s a descoberta das aflatoxinas (STEYN, 1984).

A OA ¢ uma potente nefrotoxina e causa cancer em animais de laboratorio e
suinos. Os porcos ja apresentam danos renais a niveis inferiores de 2 pg/g de OA em ragdo e
acima disto ocorre perda de peso (ELLING & MOLLER, 1973; KROGH, 1977). As aves sio
similarmente afetadas com reduzida taxa de crescimento e baixa produ¢do de ovos a niveis
superiores de 2 pg/g. No entanto, o gado € resistente aos niveis de OA encontrados em graos
naturalmente contaminados (PRELUSKY et alii, 1994). As lesGes renais observadas sio de

degeneracdo tubular, fibrose intersticial e em fases posteriores, hialiniza¢do dos glomérulos com
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diminui¢do da func¢do tubular (KROGH et alii, 1976). O alvo secundario da OA é o figado
causando necrose do epitélio das células periportais hepaticas (MEISNER & CHAN, 1974).

A OA possui atividade teratogénica em ratos, camundongos e hamsters causando
diversas malformagdes como: exencefalia, olhos abertos, costelas ondulantes, a nio formacdo de
vértebras, hidroencefalia, defeitos cardiacos e aumento da mortalidade pré-natal (HAYES et alii,
1974).

A OA ¢ considerada um potente carcindgeno em ratos e camundongos (GODOY,
1985; KUIPER-GOODMAN & SCOTT, 1989). Em camundongos, dose de 40 pg de OA/kg,
produziu adenomas renais e hepaticos em 30% dos animais avaliados. Em trutas, ha formacgio de

hepatomas. Contudo, ndo ha indicios de mutagenicidade (OMS, 1983).

A “nefropatia endémica dos Balcas”, disfungdo renal que afeta a populacdo, esta
associada com a frequéncia e o nivel elevado de OA nos alimentos na regiio da Bulgaria,
Iugoslavia e Roménia. Esta nefropatia caracteriza-se por progressiva redugido da fungio renal e
pode ser acompanhada de retengdo de sddio, hipertensdo e morte (CASTEGNARO et alii, 1987).
A OA ja foi detectada em 17% de amostras de sangue humano em areas da Iugoslavia, com
maxima de 50 ng/mL (HULT et alii, 1982).

A OA esta parcialmente relacionada com céncer do trato urinirio em areas de
exposi¢do cronica em parte da Europa Oriental (CASTEGNARO et alii, 1991). Nos anos
recentes, mais aten¢do tem sido dada a co-ocorréncia de metabdlitos do Penicillium
aurantiogriseum, os quais induzem lesdes renais similares a OA (MANTLE et alii, 1991). A
IARC ao reavaliar a OA determinou que esta micotoxina é um possivel carcingeno para o
homem (IARC, 1993).
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Em 1969, a OA foi detectada pela primeira vez por SHOTWELL et alii (1969), em

amostras de milho a niveis de 110 a 150 pg/kg. A OA ¢é produzida principalmente apos a colheita
do milho (ABRAMSON et alii,1992).

FUNGOS POTENCIALMENTE TOXIGENICOS EM MILHO

O milho, € constantemente exposto ao risco do desenvolvimento de fungos
toxigénicos (ZUMMO & SCOTT, 1992). Inumeras espécies de fungos associadas ao milho,
principalmente dos géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium, t€m sido relatadas como
produtoras de micotoxinas € como agentes responsaveis pelas micotoxicoses em animais
domésticos € humanos (MILLER, 1995).

O milho esta sujeito a contaminagdo por fungos toxigénicos quando ha condigoes
inadequadas de cultivo, colheita, transporte e estocagem (HENNIGEN & DICK, 1995). A
contaminagdo por fungos e micotoxinas € um grande problema nos paises em desenvolvimento e
que apresentam clima tropical e subtropical. Esta contaminag@o € responsavel por problemas de
saude no homem e em animais (SINHA, 1990).

Segundo CHRISTENSEN & KAUFMANN (1965) e CHRISTENSEN & SAUER
(1982), os fungos que infectam os grios de sementes, de maneira geral, podem ser classificados
em dois grupos ecologicos, de acordo com o momento da contaminagdo e suas necessidades de
agua: os chamados “Fungos de Campo” e os “Fungos de Armazenamento”, necessitando para seu
estabelecimento de umidade acima de 20% e entre 13-18%, respectivamente. Entretanto, ainda
que o género Fusarium seja considerado “fungo de campo”, espécies do género sio
constantemente isoladas de milho armazenado (McLEAN & BERJAK, 1987). Fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium, tidos como fungos de armazenamento, podem ocorrer antes da
colheita e produzir micotoxinas (HILL et alii, 1985). Esta classificagdo apropriada para climas

temperados ndo ¢ adequada para climas quentes e umidos, subtropical e tropical, onde os fungos
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considerados “de armazenamento” freqiientemente aparecem durante o plantio e a colheita
(WILSON & ABRAMSON, 1992).

MILLS (1989) cita as espécies de Fusarium como as principais invasoras de grdo
de milho no campo, causando, inclusive, varias doengas tais como podriddo das sementes e
colmos. Dentro do género Fusarium, as espécies fingicas mais comuns sio o Fusarium
moniliforme e F. subglutinans (POZZI et alii, 1995; SUTTON, 1982).

A infecgdo do milho pelo F. moniliforme é complexa. Uma via seria através de
hifas espessas provenientes da safra anterior as quais cairiam sobre as sementes expostas € a
colonizagdo ocorreria dentro da faixa adequada de temperatura e umidade (KOMMEDAHL &
WINDELS, 1981). Outra via seria através dos esporos, provenientes da safra anterior, os quais
contaminariam as sementes. Estas vias estdo associadas com a doenga da semente. Uma outra
forma de infeccdo do milho com F. moniliforme ocorreria no estilo (barba) da espiga pelos
conidios trazidos pelo vento, chuva ou insetos. Isto acontece em épocas de chuvas e depende do
estagio de maturagdo que se encontra a espiga (MUNKVOLD & DESJARDINS, 1997). Ainda
outros fatores predispdem as espigas de milho & infecgdo pelo F. moniliforme: danos causados
por outros fungos (SCHAAFSMA et alii, 1993), por insetos e passaros (MILLER, 1994) e por
granizo (LAZZARI & CAUS, 1997).

Além do Fusarium, outros fungos também sdo encontrados com muita frequéncia
em milho, como € o caso do Cephalosporium spp. (TUITE & FOSTER, 1979), Aspergillus flavus
e Penicillium oxalicum (LILLEHOJ et alii, 1976), Acremonium strinctum e Penicillium spp.
(HESSELTINE et alii, 1976).

Segundo SMART et alii (1990), a via de infec¢do do 4. flavus em milho ocorre em

dois caminhos. No primeiro, o fungo pode crescer superficialmente e invadir a jungio das
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bracteas e atingir os grdos. Na segunda, o fungo cresce no interior da espiga e atinge os grios.
SMART et alii (1990) e PAYNE et alii (1988) demonstraram que a invasdo de sementes nio
danificadas ocorre quando as plantas estdo na fase tardia de maturagio da espiga. Ha também
uma grande correlagdo entre 4. flavus e danos causados por insetos, onde muitos destes sdo
vetores do fungo (LEE et alii, 1980).

WILSON et alii (1981) verificaram que nos graos de milho, os principais fatores
que afetam o desenvolvimento fiingico sdo o conteido de umidade dos grdos, a temperatura, a
umidade relativa do ambiente, o tempo de armazenamento, as condigdes dos grios antes da
colheita, a quantidade de in6culo presente no grao antes do armazenamento € a oxigenagao.
Outros fatores, como: pH do solo, composi¢do de gases na atmosfera, interagdo com bactérias,
outros fungos e artropodes, agrotoxicos, irradiagdo, danos fisicos e praticas agricolas também
podem influenciar o desenvolvimento de fungos em sementes de milho (BLANEY et alii, 1986;
LACEY, 1988; WOOD & CARTER, 1989).

Resumindo, além dos fatores abioticos, os fungos toxigénicos podem infectar o
milho das seguintes formas: (a) sendo um patogeno da planta, como o Fusarium graminearum,
(b) o crescimento fiingico acontece e produz micotoxinas em situagdes de estresse da planta,
como o Aspergillus flavus e o Fusarium moniliforme; (c) o fungo inicialmente coloniza a planta e
predispde o grdo de milho a contaminagdo por micotoxinas apds a colheita, como o 4. flavus, (d)
os fungos encontrados no solo ou de plantas que ocorrem no campo e proliferam se as condigdes
de estocagem permitir, por exemplo o Aspergillus ochraceus, (e) o fungo esta inteiramente ligado
com a planta, havendo uma infecgdo sistémica e com isso produzindo micotoxinas nos graos de
milho, como o Fusarium moniliforme (MILLER, 1994).

No Brasil, algumas espécies do género Fusarium ja foram isoladas do milho e
outros substratos procedentes de varios Estados brasileiros, com predominédncia das espécies

Fusarium moniliforme e Fusarium graminearum (SALGADO & CARVALHO, 1980).
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Analisando 90 amostras de milho armazenado em silos de varias regides do Brasil, ASEVEDO et
alii (1993) isolaram os seguintes géneros: Aspergillus (72,2%), Penicillium (67,7%), Fusarium
(62,2%), Rhizopus (7,7%), Acremonium (2,2%), Chedosporium (1,1%), além de fungos ndo
esporulados (5,5%). Em um levantamento em vérios tipos de grios de milho submetidos a
secagem logo apos a colheita e provenientes de diferentes paises, 92% das amostras provenientes
do Brasil estavam contaminadas por Fusarium spp., 25% por Penicillium spp., 8% por
Aspergillus spp., sendo, neste ultimo, 4% por 4. niger (LILLEHOJ & ZUBER, 1988). O género
Fusarium foi o mais freqiiente, seguido pelos géneros Penicillium e Aspergillus em 195 amostras
de trés hibridos de milho recém-colhido e armazenado (ORSI et alii, 2000).

Das amostras de ragdes e milho utilizadas na alimentagio de suinos do Estado de
Santa Catarina, 90% estavam contaminadas por Fusarium sp., sendo que em alguns casos foi
possivel detectar zearalenona (WENTZ et alii, 1983).

POZZI et alii (1995), analizando 130 amostras de grios de milho recém-colhido e
armazenado, provenientes de Ribeirdo Preto, Estado de Sdo Paulo, verificaram uma maior
frequéncia de Fusarium spp. (83,8%), seguido por Penicillium spp. (55,3%), Aspergillus spp.
(40,7%) e outros 11 fungos filamentosos. Dentro do género Fusarium, a espécie predominante foi
Fusarium moniliforme (80,7%), seguido pelo F. proliferatum (3,0%). Em relagdo ao género
Aspergillus, a espécie predominante foi A. flavus (36,1%). A predominincia de invasio por
fungos dos géneros Fusarium e Penicillium, em amostra de grios de milho recém-colhido,
provenientes de diferentes localidades do Estado de Sdo Paulo foi também demonstrada por
CASTRO et alii (1995).

ALMEIDA (1996), ao estudar 78 amostras de trés hibridos de milho recém-
colhido, provenientes de Assis, Capdo Bonito, Ribeirdo Preto ¢ Votuporanga, Estado de Sio

Paulo, encontrou o género Fusarium como o mais freqiiente, seguido dos géneros Penicillium e
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Aspergillus. A espécie F. moniliforme foi a mais freqiiente (53,8%) nas 4 regides estudadas,
seguida pelo A4. flavus (17,9%) na totalidade das amostras.

Em amostras relacionadas com intoxicagdes em animais a predominincia destes
fungos tem sido registrada. Amostras de milho relacionadas com o quadro de
leucoencefalomalacia em eqiiinos (LEME), 49,4% das amostras estavam contaminadas por F.
moniliforme, 25,8% por Aspergillus spp. e 25,8% por Penicillium spp. (XAVIER et alii, 1991).
Em 38 amostras de grios de milho envolvidos com surtos de LEME, foi encontrada uma
contaminacgdo de 97,4% de Fusarium spp., 57,9% por Penicillium spp. € 36,8% por Aspergillus
spp. Dentro do género Fusarium, a espécie F. moniliforme (82%) foi a que prevaleceu
(MEIRELLES et alii, 1994).

A constatacdo de fungos toxigénicos no milho ndo significa, automaticamente, a
presenca de micotoxinas no mesmo, principalmente se estes fungos nio estiverem crescendo.
Entretanto, indica que hé, potencialmente, o risco de uma possivel contaminagdo por micotoxinas
(BULLERMAN, 1979). Relatos da presenga de fungos toxigénicos em milho ressaltam a
importancia das toxinas de Fusarium, seguida das toxinas de Aspergillus e Penicillium em grios

de milho e derivados no Brasil.

OCORRENCIA DE MICOTOXINAS EM MILHO NO BRASIL

Dados sobre a contamina¢do de milho por micotoxinas no Brasil sio escassos.
Alguns relatos podem ser encontrados principalmente sobre aflatoxinas, zearalenona e ocratoxina
A. SABINO et alii (1989) analisando 358 amostras de milho provenientes das regides Sul e
Sudeste verificaram que os niveis de ZEA variaram de nfo detectado (nd) a 9830 pg/kg. As
amostras provenientes do Parani, Santa Catarina (Sul) e Espirito Santo (Sudeste) nio
apresentavam-se contaminadas com ZEA. Entretanto, aquelas provenientes do Estado do Rio
Grande do Sul e Minas Gerais apresentaram ZEA em 26,5% e 9,7%, respectivamente. Com
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relacdo as aflatoxinas os autores encontraram 30 amostras positivas (18,2%) no milho
proveniente do Sul (5 a 900 pg/kg de aflatoxina B,) e 14 (8,6%) no milho proveniente do Sudeste
(5 a 148 pg/kg). O estudo ndo esclarece se o milho destinava-se ao consumo humano ou animal.
Em outro levantamento realizado no Rio Grande do Sul, HENNIGEN & DICK (1995) ndo
detectaram ZEA nas 23 amostras de milho estocado em silos. Encontraram, porém, aflatoxinas
em 34,8% das amostras e a somatoria de B; + G; variou de 12 a 906 pg/kg. Em 7 amostras de
milho provenientes do Parana ZEA também ndo foi detectada (MILANEZ et alii, 1998).
Amostras de milho recém-colhido proveniente de 16 regides do Estado de Sdo Paulo foram
analisadas para aflatoxinas, zearalenona e ocratoxina A com resultados negativos (CASTRO et
alii, 1995). SANTURIO et alii (1992), analisando 238 amostras de milho de varias regides do
Sul, envolvidas na alimentagdo de suinos e aves, detectaram 28,9% das amostras contaminadas
por aflatoxinas; 1,7% por OA e 4,8% das amostras por ZEA. O nivel maximo de contaminag&o
por aflatoxinas foi de 1906 pg/kg, de 745 ug/kg para OA e de 4982 pg/kg por ZEA.

POZZI et ali (1995) pesquisaram a ocorréncia de micotoxinas (aflatoxinas,
ocratoxina A, zearalenona, esterigmatocistina, zearalenona, desoxinivalenol e fumonisina B;) em
130 amostras de milho recém-colhidos e armazenados. Das amostras analisadas somente uma

apresentou contaminacgio por aflatoxina B; (500 pg/kg).

GLORIA et alii (1997) analisaram 292 amostras de milho utilizado pela industria
alimenticia do Estado de Sdo Paulo. A aflatoxina B; foi a mais frequente, tendo sido detectada
em 57,3%, 16% e 27,2% das amostras da primeira, segunda e terceira amostragens,
respectivamente. A contamina¢@o média, considerando a somatoria das aflatoxinas B; e G, foi

de 14,9 pg/Kg, 13,9 ug/Kg e 4,3 ug/Kg, nestas referidas amostragens.

SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA (1989) verificaram a ocorréncia de
aflatoxinas, esterigmatocistina, OA e ZEA em diferentes tipos de produtos de milho (130
amostras de fub4, farinha, flocos pré-cozidos, canjica, sémola, pipoca e milho verde enlatado).
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Aflatoxinas foram encontradas em 5 amostras variando de 20 a 47 ug/kg de B, e ocratoxina A em
uma amostra (32 pg/kg). No levantamento realizado por SOARES & FURLANI (1992) em 227
amostras de milho para pipoca, ndo foram detectados OA e esterigmatocistina. ZEA foi

encontrada em uma amostra (462 ng/g) e aflatoxinas em 15 amostras com teores de B; variando
de 6 a 82 ug/kg.

Com relagdo a presenga de tricotecenos em milho nacional apenas um trabalho
pode ser encontrado na literatura até o presente. Milho proveniente de diferentes Estados (90
amostras) foi analisado para desoxinivalenol (DON) e toxina T-2 e 7 amostras continham DON
de 125 a 542 ng/g e uma continha T-2 (104 ng/g) (PRADO et alii, 1997).

Fumonisinas comegaram a ser pesquisadas em milho brasileiro no trabalho
pioneiro realizado por MEIRELLES (1993) onde milho proveniente de ragdes envolvidas com
casos de LEME foram analisadas semiquantitativamente e niveis de 10 a 500 pg/g de FB,; foram
encontrados. Fumonisinas foram também encontradas em amostras de milho e de rag¢des animais
contendo milho (19 amostras) relacionadas com casos de LEME ou edema pulmonar em suinos
no Estado do Parana (SYDENHAM et alii, 1992). Amostras de milho do Parana (39 amostras) e
dos Estados de Mato Grosso e Goias (9 amostras) continham todas fumonisinas em niveis de 0,6
a 18,52 pg/g de FB; e de 1,2 a 19,13 ng/g de FB, (HIROOKA et alii, 1996). ONO (1999)
analisou 150 amostras de milho recém-colhido das safras 1995/1996 do Estado do Parana. A FB,
foi encontrada em 149 amostras a nivel de 0,07 a 13,46 ug/g e a FB2 em 140 amostras com teores
variando de 0,08 a 6,92 pg/g. ORSI et alii (2000) verificaram a ocorréncia de fumonisinas em
195 amostras de milho recém-colhido e armazenado. A FB; foi encontrada em 176 amostras
(90%) variando de 0,87 a 49,31 pg/g ¢ a FB; em 190 amostras (97,4%) variando de 1,96 a 29,16
ug/g. Estes resultados indicam a necessidade de estudos mais aprofundados sobre a presenca

desta toxina em milho nacional.
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Apenas um trabalho foi realizado até o momento pesquisando moniliformina em
milho brasileiro. LEONI (1994) analisou milho recém-colhido proveniente de 18 regides do
Estado de S3o Paulo e quatro amostras de milho recém-colhido em estagdes experimentais do
Instituto Agronémico de Campinas e ndo detectou a toxina. Amostras de produtos de milho
(fuba, milho para pipoca, milho para canjica, 68 amostras) foram também analisadas com

resultados negativos.

COMENTARIOS FINAIS

A partir dos dados sobre a incidéncia de micotoxinas em milho, do conhecimento
da agdo toxica das micotoxinas e do entendimento de produgdo destas pelos fungos se faz
possivel a tomada de estudos de medidas preventivas de forma a minimizar a exposi¢do a estes

contaminantes.

A presen¢a de micotoxinas em milho e produtos alimenticios a base de milho
relatadas na literatura cientifica reforcam a necessidade de um monitoramento destes
contaminantes também em produtos nacionais para possivelmente estimar uma ingestio diaria e

assim avaliar possiveis riscos 4 saide pela exposi¢do as micotoxinas.
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1.2. FUMONISINAS: ASPECTOS ANALITICOS

RESUMO

As fumonisinas, micotoxinas presentes em alimentos e ragdes, principalmente no
milho, sdo produzidas por espécies do género Fusarium. Foi demonstrado experimentalmente que
a fumonisina B, causa a leucoencefalomalacia eqiiina (LEME), edema pulmonar em suinos (EPS)
e cancer hepatico em ratos, além de ser provavel agente responsavel por cancer de eséfago em
humanos, como demonstram os estudos epidemiologicos realizados na Africa do Sul e na China.
Com a finalidade de fornecer informagdes a respeito dos métodos empregados na determinagdo
de fumonisinas em alimentos e ragdes, foi realizada uma revisio da metodologia analitica

relatada na literatura cientifica.

Unitermos: Fumonisinas, Métodos analiticos, Alimentos, Ragdes.
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INTRODUCAO

A fumonisina B; (FB;) foi isolada e purificada por GELDERBLOM et alii (1988)
de culturas de Fusarium moniliforme e caracterizada estruturalmente por BEZUIDENHOUT et
alii (1988) (Figura 2). A FB; tem demonstrado causar cancer hepatico em ratos (GELDERBLOM
et alii, 1991), leucoencefalomalacia em eqiiinos (LEME) (ROSS et alii, 1993), edema pulmonar
em suinos (COLVIN & HARRISON, 1992) e esta associada com cdncer de eséfago em humanos
(THIEL et alii, 1992). Os efeitos toxicos sugerem a necessidade de controlar a presenca de

fumonisinas em alimentos e ra¢des.

O conhecimento dos niveis de fumonisinas em produtos naturalmente
contaminados por estas micotoxinas s6 pode ser observado através de métodos analiticos
adequados. Tais métodos sdo necessarios para a fiscalizagdo, monitoramento e pesquisa nos seus
varios aspectos, seja analise de alimentos e ragdes, estudos epidemiolégicos, estudo da produgio
de fumonisinas e do metabolismo dos fungos, verificagio da estabilidade durante o

processamento de alimentos e condi¢des para descontaminagio (SCOTT, 1993).

As etapas envolvidas no procedimento analitico para a detec¢do de fumonisinas

sao: extragdo, purificagdo, detecgdo, quantificagdo e confirmagio (Tabela 1).

Esta revisio resume as informagdes sobre a metodologia analitica para a

determinagdo de fumonisinas.
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Tabela 1 - Etapas envolvidas no procedimento analitico de fumonisinas.

Etapas Descricio

1. Extragdo solventes
agitagdo
filtragdo e/ou centrifugagdo
fluido supercritico

2. Limpeza cromatografia de troca idnica
cromatografia de fase reversa
cromatografia de imunoafinidade

3. Detecgdo/Quantificacdo cromatografia em camada delgada

4. Confirmagio

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
cromatografia liquida de alta eficiéncia
- detector por absorvancia no ultra-violeta
- detector de fluorescéncia
- detector de massas
cromatografia gasosa
- detector de ionizagio de chama
- detector de massas
eletroforese capilar
imunoensaios
- ELISA
- fibra optica

derivacdo quimica
espectrometria de massas
imunoensaios

EXTRACAO

As fumonisinas sdo compostos fortemente polares, soluveis em 4gua, bastante

soluveis em acetonitrila-agua e muito soliveis em metanol, mas ndo sio soliveis em solventes

nao polares (SCOTT, 1993).

A extragdo de fumonisinas de amostras de milho, ra¢des, arroz, leite, meios de
cultura ou outras, requer o uso de solventes ou mistura destes (Tabela 2). A combinacgdo de
metanol-agua (3:1-v/v) € a mais utilizada. Outras propor¢des (v/v) também empregadas sdo: 3:2,
1:1, 1:3 e 4.1 (Tabela 2). A mistura acetonitrila-agua (1:1-v/v) tem apresentado boa recuperagao
de fumonisinas presentes em amostras naturalmente contaminadas (BENNETT & RICHARD,
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1994; RICE et alii, 1995; ROSS et alii, 1991). RICE et alii (1995) observaram que acetonitrila-
agua (1:1-v/v) forneceu uma melhor recuperagdo para as fumonisinas B; (FB;), B, (FB,) e Bs
(FBs3) em um curto tempo de agitagdo (30 minutos) e que extratos limpidos sdo obtidos com o uso
de acetonitrila e metanol, enquanto sdo necessarios métodos de clarificagdo (por exemplo, a

centrifugacdo) quando a agua € usada como solvente extrator.

A etapa de extragdo de fumonisinas requer um adequado estudo, devendo-se
observar os fatores que podem alterar a recuperagdo do método. ALBERTS et alii (1992) e
SCOTT & LAWRENCE (1994) observaram o efeito do pH durante a extragdo de fumonisinas
em meios de cultura, milho e seus derivados. ALBERTS et alii (1992) demonstraram uma
recuperagdo 17% maior de FB; em uma extragdo com pH 3,5 usando metanol-agua (3:1-v/v) do
que em pH 6. Esta ultima, 30% maior do que em pH 8 e 19% maior do que em pH 2. Enquanto,
SCOTT & LAWRENCE (1994) observaram que o uso de tampdo borato pH 9,2 melhorou a
recuperagdo de FBy e FB; em farelo de milho. Portanto, verifica-se que a natureza da matriz é

outro fator importante.

Para a extragdo de fumonisinas em milho s3o necessarios longos periodos de
agitagdo (15 a 60 minutos) ou o uso de potentes agitadores, como o Polytron mixer (2 a 5
minutos) (SYDENHAM et alii, 1992). A filtrago e a centrifugacdo auxiliam a proxima etapa que

¢ a limpeza da amostra.

SELIM et alii (1996) desenvolveram e otimizaram um método de extragdo para
fumonisina B; em milho utilizando fluido supercritico. O método é rapido, eficiente e preciso,
além de reduzir o uso e a exposi¢do a solventes organicos. O uso de 15 mL de CO, liquido, acido
acético como modificador em uma concentragio de 5 % e em um volume de 750 pL por grama
de amostra, 1200 psi de press3o e vinte minutos de extragdo estatica foram as condi¢cdes otimas

para a extrag@o da fumonisina B; em milho contaminado.
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Tabela 2 - Levantamento de métodos para extragio de fumonisinas em diversos substratos.

Substratos Fumonisinas Solventes Tempo de Filtragdo Centrifugaciio Referéncias
analisados agitaglo (min)  (Whatman n°)
Milho e seus FBI1, FB2 metanol-agua 5-30 4 500g/10°-4°C 03, 35, 36, 52, 55,
produtos 3:1) 57,70,71
derivados FB1, FB2, FB3 metanol-dgua 2-3 1 45, 58, 59
(3:1)
FB1 metanol-agua 3-30 2 61,75
(3:1)
FB1 metanol-dgua 60 4 68
HFB1 (4:1) 3 4 44
FB1, FB2 metanol-tampio 5 4 46
borato pH 9,2
(3:1)
FB1, FB2 metanol-dgua- 5 4 46
HCI 5N (3:1:0,3)
FBI, FB2 NaCl/metanol- 2 4 69, 76
agua (4:1)
FBI, FB2 metanol-HCl 5 4000g/10°4°C 23
0,1M(3:1)
HFBI metanol- 4 44
acetonitrila-agua
(1:1:2)
FBI1, FB2, FB3, acetonitrila-agua 30-60 4 15000 rpm/15° 08, 20, 33, 35, 36,
HFB1 (1:1) 39,51
FB1, FB2, FB3 dgua 30-60 e 36
Racdes a base FBI1, FB2 acetato de etila / 30 4 34
de milho metanol-dgua
(3:1)
FBI1 acetonitrila-dgua 20-60 4 19, 38
(1:1)
FB1, FB2, FB3 metanol-dgua 2-30 4 500 g/10°’- 4°C 58
(3:1)
FB1, FB2, FB3 agua 30-60 4 36
Leite FEl, FB2 metanol-acetona 10 10000 rpm/10°- 28
(1:1) 20°C
FBI1, FB2 acetonitrila-dgua 10 10000 pm/10°- 28
(1:1) 20°C
Arroz FB1 metanol-dgua 3 4 14
(3:1)
Cultura de FB1, FB2 acetato de 30-60 4 09, 10, 15
fungos etila/metanol-
dgua (3:1)
FB1, FB2, FB3 metanol-agua 5 4 500 g/10°-4°C 04, 05, 36,57
3:1)
FB1 metanol-dgua 30-60 = 72
(3:2)
FEl1, FB2, FB3 metanol-dgna 30-60 4 04
(1:3)e(1:1)
FB1, FB2 cloroférmio- 2 4 74
metanol (1:1)
FBI, FB2, FB3 agua 30-60 4 04
FB1, FB2. FB3 metanol 30-60 4 04
FB1, FB2 acetonitrila-dgua 2000 rpm/5° 04
:1)
Plasma e urina FB1 metanol 53

Obs.: HFBI1 - hidrolizado de fumonisina B1.
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LIMPEZA

A etapa de limpeza na anilise de fumonisinas é necessaria para remover os
compostos interferentes que sdo co-extraidos com os solventes. Os procedimentos de limpeza do
extrato envolvem a particdo liquido-liquido, colunas de extragio com fase solida e mais

recentemente o uso de colunas de imunoafinidade (SCOTT, 1993) (Tabela 3).

Segundo WARE et alii (1993), o procedimento de limpeza utilizando coluna de
fase reversa Cis € rapido, eficiente e preciso. Os interferentes polares sio removidos da amostra
pela lavagem com metanol-agua (1:3-v/v), (1:1-v/v) ou KCl 1%-acetonitrila (9:1-v/v). De acordo
com ALBERTS et alii (1992) a perda de fumonisinas, principalmente a FB,, é grande quando
usa-se metanol-agua (1:1-v/v) ao invés de metanol-dgua (1:3-v/v). Segundo WARE et alii (1993)
para a remogao de interferentes ndo polares usa-se o acetato de etila-acetona (1:1-v/v) e a FB; é
eficientemente eluida da coluna quando utiliza-se cloroférmio-metanol-acido acético (60:40:10-
v/vIv). A eluigao das fumonisinas de colunas C;g ¢ geralmente realizada com metanol-agua (3:1-
v/v) (ALBERTS et alii, 1992; ALBERTS et alii, 1990; CAWOOD et alii, 1991; GELDERBLOM
et alii, 1988, SYDENHAM et alii, 1990a) ou acetonitrila-agua (7:3-v/v) (HOLCOMB et alii,
1993a e b; HOPMANS & MURPHY, 1993; RICE & ROSS, 1994; RICE et alii, 1995; ROSS et
alii, 1991; ROTTINGHAUS et alii, 1992; SHELBY et ali, 1994). Quando empregaram
acetonitrila-agua (7:3-v/v) para a elui¢do das fumonisinas, WILSON et alii (1990) preconizaram
lavar a coluna com acetonitrila-KCl 1% (1:9-v/v) para remover os interferentes de matriz e
permitir que as fumonisinas fossem quantitativamente eluidas. RICE et alii (1995) mostraram que
o fator critico na etapa de limpeza com Cs é a propria coluna, pois ha diferenga na recuperagéo
das fumonisinas entre marcas diferentes e até mesmo em diferengas de lotes de fabricagdo da

mesma marca.
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TABELA 3-  Principais técnicas de limpeza dos extratos obtidos nas andlises de fumonisinas.

Técnicas de limpeza Descrigdo Referéncias
Colunas de Extracdo de Fase Solida
- Fase reversa Cig metanol-agua (1:1) = metanol-dgua (3:1) 10, 15
metanol-agua (1:3) - metanol-dgua (3:1) 04, 05, 57
acetonitrila-agua (2:8) -> acetonitrila-agua (7:3) 20, 38
KCl1 1% = acetonitrila-KCl 1% (1:9) = acetonitrila-agua 18, 19, 35, 36, 39, 51,
(7:3) 77

metanol-agua (1:3) - acetona-acetato de etila (1:1) 08, 75
- cloroférmio-metanol-acido acético (60:40:10)

- Troca anidnica forte metanol-dgua (3:1) > metanol - metanol-dcido 14, 19, 23, 28, 45, 46,
(TAF) acético (0,5 a 5%) 52, 53, 55, 58, 62, 65,
67,71
- Combinagdes fase reversa C,g - troca anidnica forte (TAF) 19, 44
Colunas de NaCl 2,5%-NaHCO; 0,5%-Tween 20 0,01% > 76
Imunoafinidade agua = Na,B,0; 0,05M em agua-metanol (1:4)

NaCl 2,5%-NaHCOs; 0,5%-Tween 20 0,01% > 69
4gua - metanol-dgua (4:1)

NaCl 2.5%-NaHCO; 0,5%-Tween 20 0,01% > 43
4gua -> metanol

A coluna de troca anidnica forte (TAF) foi primeiramente utilizada por
SHEPHARD et alii (1990) na analise de fumonisinas e € a mais citada na literatura (AKITYAMA
et alii, 1995; DAWLATANA et alii, 1995, HOLCOMB et alii, 1993b;, LUKACS et alii, 1996,
MARAGOS & RICHARD, 1994; SCOTT & LAWRENCE, 1992 e 1994; SHEPHARD et alii,
1992; STACK & EPLLEY, 1992; SYDENHAM et alii, 1990b e 1992; THAKUR & SMITH,
1996; VELAZQUEZ et alii, 1995). Na cromatografia por troca idnica a fase estacionaria é
altamente carregada, sendo que os solutos com cargas de sinais contrarios a esta s@o
seletivamente adsorvidos da fase movel. Os solutos adsorvidos podem ser subseqiientemente
eluidos por deslocamento com outros ions com o mesmo tipo de carga, porém com maior forga
de interagdo com a fase estacionaria. Apesar deste principio ser simples, o mecanismo de
separac¢do de troca i6nica pode ser complexo. Varios fatores como pH, forga idnica e fluxo de
eluigio podem afetar a retengdo ou eluigdo das fumonisinas (DAWLATANA et alii, 1995;
SYDENHAM et alii, 1992; THIEL et alii, 1993). Baixas recupera¢des podem ser obtidas se o
fluxo de elui¢do for maior que 1 mL/min ou o pH do extrato for menor que 5,8 (SYDENHAM et
alii, 1992; THIEL et alii, 1993). DAWLATANA et alii (1995) obtiveram uma melhor
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recuperagdo em pH 6,2 para extratos de arroz. SYDENHAM et alii (1992) indicaram que o uso
de solvente com maior forga i6nica (metanol-acido acético 1%) reduz o volume de eluato sem co-
eluir compostos intrinsecos do milho que interferem com a determinagdo cromatografica de
fumonisinas. As colunas TAF podem ser regeneradas e reutilizadas para a etapa de limpeza das
amostras sem perda na recuperagio das fumonisinas (SYDENHAM et alii, 1992).

BENNETT & RICHARD (1994) recomendaram o uso de colunas C;s ou TAF para
a etapa de limpeza Entretanto, deve-se testar a recuperagio devido as grandes variagdes
observadas em diferentes lotes de colunas Cis. Os autores também verificaram que as colunas
TAF séo mais eficientes na eliminagdo de compostos interferentes dos extratos e os extratos sio
mais limpidos, mas deve-se eluir as fumonisinas lentamente (<1 mL/min) e o pH do extrato deve

estarentre 6 e 7.

A limpeza com ambas colunas Cis e TAF foi realizada por HOLCOMB et alii
(1993b) para diminuir os altos picos da linha de base na cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A presenca destes picos aumenta o ruido e diminui a sensibilidade do método.

A cromatografia de imunoafinidade mostra-se apropriada para a etapa de limpeza
em amostras (HANSEN et alii, 1993). WARE et alii (1994) avaliaram a capacidade, seletividade,
reprodutibilidade deste tipo de colunas e concluiram que estas colunas s3o excelentes para a etapa
de purificagdo de fumonisinas em milho e outros seus derivados. As variagdes coluna-coluna e
entre cada lote ndo foram significativamente diferentes. A curva ¢ linear de 0,1 a 1,0 ug para FB;
e FBz. A curva indicou saturagdo dos sitios de ligagio da coluna acima de 1,0 ug de FB, e FB..
Interferentes de matriz tém pouca influéncia na eficiéncia da ligagdo da FB, e FB; na coluna.
Estas fumonisinas possuem afinidade semelhante pela coluna, portanto, o anticorpo nio distingue
as duas moléculas. A capacidade da coluna desenvolvida por MARAGOS et alii (1997) foi
superior as colunas disponiveis comercialmente, sendo de 6 pg para as fumonisinas intactas (FBy,
FB; e FBs3) e 2,5 pg para hidrolizados de fumonisinas (HFB;). TRUCKSESS et alii (1995)
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observaram que o metanol afeta a ligagdo antigeno-anticorpo e indicaram o uso de metanol-agua

(4:1-v/v) ao invés do metanol para a eluigdo da FB; em colunas de imunoafinidade.

SCOTT & TRUCKSSES (1997) apresentaram as vantagens das colunas de
imunoafinidades, como: especificidade (eliminagdo da maioria dos interferentes do extrato e
ainda permite baixos limites de detecgdo), velocidade, baixo uso de solventes, possibilidade de
automagdo e reutilizagdo da coluna. Mas a principal desvantagem € o custo, além da pouca
disponibilidade no comércio e a ocasional necessidade de limpeza com outras colunas antes do

uso da coluna de imunoafinidade.

SYDENHAM et alii (1996b) recomendam, quando possivel, o uso de material de
referéncia certificado para avaliar a qualidade de cada grupo ou lote de adsorvente.

A etapa final na preparagdo de amostra para analise de fumonisinas € a redugdo do
volume por evaporagdo do solvente em rotaevaporador sob pressdo reduzida ou banho aquecido
sob fluxo de nitrogénio. A amostra seca sera redissolvida em um volume conhecido de solvente

ou sofrera reagdo de derivagdo para ser usada na etapa de detecgdo/quantificagio.

DETECCAO/QUANTIFICACAO

A determinagdo de fumonisinas em amostras de alimentos e cultura de fungos tem

sido realizada principalmente atraves de técnicas cromatograficas (Tabela 1).
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Cromatografia em camada delgada e cromatografia em camada delgada de alta

eficiéncia

A analise de fumonisinas por cromatografia em camada delgada (CCD) ou
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) pode ser realizada em fase normal
(ACKERMANN, 1991, CAWOOD et alii, 1991; DAWLATANA et alii, 1995; JACKSON &
BENNETT, 1990; PLATTNER et alii, 1990; ROSS et alii, 1991; SYDENHAM et alii, 1990a;
VOSS et alii, 1990) ou fase reversa (ACKERMANN, 1991; GELDERBLOM et alii, 1988;
ROTTINGHAUS et alii, 1992; SHELBY et alii, 1994; VESONDER et alii, 1990) (Tabela 4).

TABELA 4 - Valores de Rf das fumonisinas para diferentes sistemas-solventes e agentes cromogénicos ou
de intensificacdo de fluorescéncia usados em CCD/CCDAE de fase normal ou reversa.

Sistema-solvente Rf Fase estaciondria Reveladores Referéncias
metanol-agua (3:1) FB1-0,4420,55 reversa Cg p-anisaldeido 0,5% (ptirpura) 15,72
FB2 -0,22
metanol-agua FB1 -0,61 reversa Cig p-amisaldeido 0,5% 01
(80:20) FB2-047
metanol-KCI 4% FBI1 - 0,50 reversa Cig fluorescamina (fluorescéncia 39, 51
(32) FB2 - 0,10 amarelo - esverdeada)
cloroformio-metanol- FB1-0,1520,30 silica gel 60 G p-anisaldeido 0,5% 10, 21, 34,
acido acético (6:3:1)  FB2 - 0,20 2 0,30 ou 38,57, 74
FB3-0,26 ninidrina 0,2% 10
FB4 - 0,31
cloroférmio-metanol- FBI - 0,20 silica gel 60 G p-anisaldeido 0,17% 14
acido acético (7:2:1)
cloroférmio-metanol- FB1 - 0,32 silica gel 60 G p-anisaldeido 0,5% 01
acido acético FB2 -0,52
(60:35:10)
cloroférmio-metancl- FB1 - 0,23 silica gel 60 G p-anisaldeido 0,5% 10
4agua-acido acético FB2 - 0,30 ou
(55:36:8:1) FB3 - 0,30 ninidrina 0,2%
FB4 - 0,37

O método desenvolvido por GELDERBLOM et alii (1988) para a detecgdo de

fumonisinas utiliza metanol-agua (3:1-v/v) como sistema-solvente, placas de fase reversa e p-

anisaldeido como agente cromogénico, mas possul um baixo limite de detecgio (10 ug/g).

ROTTINGHAUS et alii (1992) utilizaram o cloreto de potassio na fase mével e a fluorescamina
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como agente intensificador de fluorescéncia para aumentar a sensibilidade (0,1 pg/g) e a

especificidade.

JACKSON & BENNETT (1990) utilizaram a CCDAE para resolver a separa¢do
das fumonisinas devido a dificuldade em separar as FB;, FB; ¢ FB;. WILSON et alii (1990)
citam que deve-se remover a agua do extrato (acetonitrila-agua, 1:1-v/v) antes do
desenvolvimento cromatografico em fase normal, o que nd3o € necessario quando usa-se a

cromatografia em fase reversa.

Outros métodos, além da CCD, tém sido desenvolvidos, permitindo uma melhor
exatiddo na quantificagdo do teor de fumonisinas em amostras, mas a CCD continua sendo uma
importante técnica de confirmagdo (NORRED, 1993; ROTTINGHAUS et alii, 1992).

Cromatografia gasosa

Os procedimentos de cromatografia gasosa (CG) capilar na determinagdo de
amostras contaminadas por fumonisinas s3o precedidos pela hidrolise alcalina
(BEZUIDENHOUT et alii, 1988, JACKSON & BENNETT, 1990; PLATTNER et alii, 1990;
SYDENHAM et alii, 1990b; VESONDER et alii, 1990; VOSS et alii, 1990) ou é&cida
(SYDENHAM et alii, 1990a) de seus extratos, seguidos pela esterificagio com isobutanol e
anidrido heptafluorobutirico do acido tricarbalilico (SYDENHAM et alii, 1990a) e/ou acilagdo
com trimetilsilil ou trifluoroacetato das moléculas dos aminopolidis (aminopentol e aminotetraol
originados das FB; e FB;, respectivamente) (BEZUIDENHOUT et alii, 1988; JACKSON &
BENNETT, 1990; PLATTNER et alii, 1990; SYDENHAM et alii, 1990b; VESONDER et alii,
1990; VOSS et alii, 1990). Os derivados s@o bem separados por CG capilar (coluna DB-5, filme
de 0,25 pm, 30 a 60 m de comprimento) e detectados por ionizagdo de chama ou espectrometria

de massas.
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Os procedimentos acima possuem a vantagem de facilitar a combinagdo da CG
com a espectrometria de massas, cuja finalidade é a confirmagdo do resultado (THIEL et alii,
1992). A cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas possui seletividade e
especificidade, mas perde em sensibilidade e requer equipamentos sofisticados e de custo
elevado, além de ndo ser pratica para analise de grande numero de amostras (SYDENHAM et
alii, 1992).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Como as fumonisinas sdo soluveis em agua, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) predomina entre as demais técnicas utilizadas para a detecgdo e quantificagdo
destas micotoxinas. O uso de colunas de fase reversa (Cg ou C;g) com diferentes fases moveis é

amplamente citado na literatura cientifica, conforme mostra a Tabela 5.

As fumonisinas tém sido separadas por eluigdo isocratica ou gradiente. Na elui¢do
isocratica utiliza-se a mistura metanol-tampdo fosfato 0,05 a 0,1 M pH 3,3 a 3,8 em diferentes
proporgdes (v/v ou v/v/v) 80:20 (MEREDITH et alii, 1996; ROSS et alii, 1991; SHEPHARD et
alii, 1990), 70:30 (ALBERTS et alii, 1990; CAWOOD et alii, 1991; GELDERBLOM et alii,
1988, SYDENHAM et alii, 1990a), 68:32 (SYDENHAM et alii, 1992) e 66:34 (SHEPHARD et
alii, 1992, TEJADA-SIMON et alii, 1995), ou as combinagdes acetonitrila-agua-acido acético
(v/viv) na proporgdo 50:50:1 (STACK & EPPLEY, 1992; TRUCKSESS et alii, 1995), 55:45:1
(WARE et alii, 1993) e 60:40:1 (BENNETT & RICHARD, 1994; WARE et alii, 1994) e
acetonitrila-tampao fosfato 0,05 M pH 3,3 (60:40-v/v) (HOPMANS & MURPHY, 1993; RICE &
ROSS, 1994; RICE et alii, 1995). Na eluigdo por gradiente emprega-se a mistura de dois ou mais
solventes, como metanol e tampao fosfato ou acetonitrila, 4gua e acido acético (BENNETT &
RICHARD, 1994; HOLCOMB et alii, 1993b; LUKACS et alii, 1996; MARAGOS, 1995;
MARAGOS & RICHARD, 1994; ROSS et alii, 1991; SCOTT & LAWRENCE, 1992, 1994,
1995 e 1996, THAKUR & SMITH, 1996; VELAZQUEZ et alii, 1995).
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Tabela 5 - Métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para anilise de fumonisinas.

55% e B 45%, 10,1 min —» B
100%, 14,1 min
A = metanol-dgua-icido acético (75:24:1)
B = acetonitrila-dgua-dcido  acético
(75:24:1)

Detec¢io Fase moével Limite de detec¢do  Referéncias
(ug/g)
Ultra-violeta
anidrido maléico  metanol-tampdo fosfato 0,05a0,IMpH 33238 FB1-10a40 04, 05, 10, 15,
(230 a 250 nm) (70:30) FB2 -80a 100 57
Fluorescéncia
fluorescamina acetonitrila-tampédo acetato 0,1M pH 3,3 (1:1) FB1-0,05a1l 18, 57
2 exc - 390 nm acetonitrila-KCl 1%-acido acético (40:59:1) FB2-1a5 39
% em - 475 nm Gradiente: A 100%, 0,1 min - A e B 50%, 6 38
min - B 100%, 4 min.
A = acetonitrila-dgua-dcido acético (40:59:1)
B = acetonitrila-agua-dcido acético (60:39:1)
o-ftaldialdeido metanol-tampéo fosfato 0,1M pH 3,3 (80:20) FB1 - 0,05 29, 38,52
(OPA) metanol-tampdo fosfato 0,1M pH 3.3 (68:32) FB2 - 0,10 58
A exc - 335 nm metanol-tampdo fosfato 0,1M pH 3,3 (66:34) 53,64
% em - 440 nm acetonitrila-dgua-acido acético (50:50:1) FB1eFB2-0,01 55,69
acetonitrila-tampdo fosfato 0,05M pH 3,3 (40:60) FB1 - 0,025 20, 35, 36
metanol-dgua-acido acético (77:23:1) FB2 - 0,05 12
Gradiente: 1) metanol-fosfato (55:45) — ace- 43,44
tonitrila-dgua (8:2), 10 min
2) A - B, 9min - C, 17 min FB1 - 0,02 65
A = acetonttrila-dgua-acido  acético
(40:59:1)
B =  acetonitrila-agua-dcido  acético
(60:39:1)
C = acetonitrila
naftaleno-2,3- acetonitrila-agua-dcido acético (55:45:1) FB1 - 0,01 75
dicarboxaldeido  acetonitrila-agua-acido acético (60:40:1) 08, 76
(NDA) Gradiente: 1) acetonitrila-dgua-acido acético 43,45, 46
% exc - 410-420 nm (55:45:1), 10 min - acetonitri-
% em - 440-500 nm la-4gua (8:2), 7 min
2) A 60% e B 40%, 8 min - A 80% 08
e B 20%, 16 min
A = acetonitrila-dgua (99:1)
B = agua-icido acético (99:1)
3) A70%e B 30%, 2,6 min - A 28
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Tabela S - (continuagio)

Detecgio Fase mével Limite de deteccio  Referéncias
(ug/e)
4-fluor-7-nitro- Gradiente: A 100%, 5 min - A e B 50%, 15  FB1-0,02 43.44 45,46
benzeno-2-oxa- min - B 100%, 10 min FB2 - 0,02
1,3-diazol A = metanol-tampio fosfato pH 5 (1:1) HFB1 - 0,01
(NBD-F) B = acetonitrila-dgua (8:2)
A exc - 460 nm
A em - 500 nm
6-aminoquinolil- ~ Gradiente: A e B 50%, 11 min - B65% e A  FB1-0,26 71
N-hidrosuccini- 35%. 2 min
midil carbamato A = tampiio fosfato 0,1 MpH 7
(AccQ-Fluor) B = metanol
A exc - 395 nm
Aem-418 nm
9-fluorenilmetil  Gradiente: B 40% e A 60%, 9 min -» B 70%e  FB1-0,2 19
cloroformato A 30%, 8 min - B 100%, 1 min
(FMOCQC) A = acetonitrila-tampio citrato (30:70)
A exc - 263 nm B = acetonitrila-tampio citrato (70:30)
Aem-313 nm
isotiocianato  de Gradiente: A 30% e B 70% —» A42%eB38%, FB1-0,02 24
fluoresceina 7.2 min - A 90% e B 10%, 12 min
(FITC) - A 30%, 4 min
A exc - 488 nm A = metanol
Aem- 520 nm B= tampao fosfato 0,01 MpH 7,5
4-(N,N-dimetila- Gradiente: A 100% — B 15%, 5 min - B 90%, FBI - 0.01 02, 03
minosulfonil)-7- 13 min FB2 - 0,01
fluoro-2,1,3- A = tampio fosfato 0.05 M-metanol (1:1)
benzoxadiazol B = acetonitrila-agua (75:25)
(DBD-F)
A exc - 450 nm
A em - 590 nm
Espectrometria de Gradiente: B 40% e A 60%— B 100%, 7 min FB1 - 0,0008 23
massas A = 0,05% de acido trifluoroacético

B = 0,05% de icido trifluoroacético em
metanol

As fumonisinas ndo absorvem radiagio ultravioleta (UV) e ndo fluorescem,

portanto € necessario sofrerem uma modificagdo quimica para serem observadas pelos detectores

comuns de CLAE.
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O primeiro procedimento analitico por CLAE para anéalise de fumonisinas
envolveu a modificacdo do método de SYLER & GILCHRIST (1982) para determinagio de
ficotoxinas de Alternaria alternata. Um derivado maleil de FB,, FB, e FB; foi preparado a partir
do anidrido maléico para detecgdo a 230 nm (ALBERTS et alii, 1990 e 1992; CAWOOD et alii,
1991; SYDENHAM et alii, 1990a) ou 250 nm (GELDERBLOM et alii, 1988). Este método foi
satisfatorio para anédlise de culturas de fungos, pois tais culturas possuem altos teores de
fumonisinas, mas esta metodologia foi pouco sensivel para amostras naturalmente contaminadas
(AZCONA-OLIVERA et alii, 1992a; NORRED, 1993). A sensibilidade na anélise de
fumonisinas por CLAE foi aumentada significativamente com a conversdo para derivados

fluorescentes e, portanto, o uso de detectores de fluorescéncia.

A derivagdo pré-coluna da amina primaria das fumonisinas tem sido amplamente
utilizada na determinagdo por CLAE com detec¢do de fluorescéncia. A fluorescamina ¢ um dos
reagentes utilizados na derivagdo de fumonisinas (HOLCOMB et alii, 1993a; ROSS et alii, 1991;
ROTTINGHAUS et alii, 1992; SYDENHAM et alii, 1990a). Entretanto, o derivado fumonisina-
fluorescamina elui em dois picos devido a formagdo de derivados acido/alcool e lactona, o que
dificulta a determinag@o quantitativa dos analitos em questdo. Segundo ROSS et alii (1991), a
razao dos dois picos foi constante quando utilizaram uma fase movel de pH baixo, portanto
ambos os picos foram usados para quantificagdo. Obtiveram assim um limite de detecgdo de 1
ug/g para FB, e 5 pg/g para FB;. HOLCOMB et alii (1993a) relataram que o uso de acido acético
na fase movel diminui satisfatoriamente o tamanho do pico menor (lactona-fluorescamina) € o

limite de detec¢do aumenta para 0,5 ug/g para FB;.

O amplo uso do orto-ftaldialdeido (OPA) como agente na derivagdo para
determinagdo de fumonisinas por CLAE deve-se a sua simplicidade e sensibilidade (limite de
detec¢do de 50 ng FBy/g e 100 ng FB./g) (SHEPHARD et alii, 1990). Os derivados OPA-
fumonisinas sd@o preparados sob condi¢des alcalinas (pH 9 a 10) na presenga de 2-mercaptoetanol
(Figura 4). SYDENHAM et alii (1992) avaliaram a estabilidade do derivado e observaram que

ndo ha diferenca significativa quando a inje¢@o no cromatografo a liquido ocorre até 4 minutos,
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entretanto, apos 8 minutos, a resposta foi 95% da previamente observada e apos 64 minutos,
diminui 48% da leitura inicial. TRUCKSESS et alii (1995) demonstraram que a intensidade
maxima do derivado € obtida em 1 minuto apés a adigdo do reagente OPA no extrato, e que a
intensidade de fluorescéncia diminui 15% ap6s 10 minutos e 30% apds 1 hora da reacdao. Apenas
RICE et alii (1995) demonstraram que a reagio completa entre 0 OPA e as fumonisinas ocorre
em um pH entre 8 a 8,5 e que ndo ha alteragdo estatisticamente significativa no tempo de reagio
entre 4 a 40 minutos. Entretanto, o sinal cromatografico ¢ diminuido significativamente em um
tempo menor que 4 minutos. Nesta técnica a razio de 20 mg de OPA e 20 pL de 2-
mercaptoetanol em 10 mL de acetonitrila apresentou uma melhor resposta e estabilidade do

derivado formado.

R
CHO RNH, , RSH
X ee
CHO
o-faldialdeido (OPA) N-substituido 1-cianobenz(f)isoindol
“ + RNHz, - H20
SR -H>0
| SR
LNT. CH-NHR
CH=N-R +RSH L
= - N-R
CHO CHO
OH

Figura4 - Reacdo da amina primiria da fumonisina com o o-ftaldialdeido (OPA) na presenca de 2-
mercaptoetanol para formar um derivado N-substituide 1-cianobenz(f)isoindol (MONTIGNY
et alii, 1987).

O procedimento de WARE et alii (1993) emprega o naftaleno-2,3-dicarboxaldeido
(NDA) como agente na derivagdo para a detecgio de fumonisinas em milho e seus derivados. O
NDA reage com aminas primarias na presenga do ion cianeto para formar um derivado 1-
cianobenz(f)isoindol, como mostrado na figura 5 (BENNETT & RICHARD, 1994; WARE et alii,
1993). Este procedimento € sensivel (limite de detecgdo de 10 ng FB,/g) e o derivado é altamente
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estavel, apenas 12% do derivado NDA-fumonisina foi reduzido em um periodo de 25 horas
(WARE et alii, 1993). O derivado possui uma intensa banda de absor¢do UV em 250 nm e dois
maximos de excitagdo fracos na regido visivel em aproximadamente 420 e¢ 440 nm. O
comprimento de onda de 410 nm € o mais utilizado para excitagdo (A exc) por apresentar menos
interferentes na matriz. WARE et alii (1994) indicaram que dois compostos fluorescentes sdo
formados durante a reagdo de derivagdo do NDA com a FB; e que poderiam interferir na

quantificagdo da FB,, porém isto pode ser ajustado alterando a composi¢do organica da fase

movel.
CN
CHO .
+ R-NH, + ON- Ifsng' N-R
CHO
naftaleno-2,3-dicarboxaldeido 1- cianobenzisoindol

(NDA)

Figura 5 - Reag¢fio da amina primdria da fumonisina com o naftaleno-2,3-dicarboxaldeido (NDA) na
presenca do ion cianeto para formar um derivado estivel (BENNETT & RICHARD, 1994).

SCOTT & LAWRENCE (1992, 1994) recomendaram o emprego do reagente 4-
fluor-7-nitro-benzeno-2-oxa-1,3-diazol (NBD-F) na determinac¢do de fumonisinas. O NBD-F
reage com O grupo amino primario das fumonisinas, onde o tempo de 1 minuto de reagdo a 60°C
foi suficiente para ocorrer a formagao do derivado (Figura 6). A estabilidade do derivado NBD-
fumonisina foi de aproximadamente 20 minutos, € a omissdo de HCI 1 N na etapa de derivagdo
aumentou a estabilidade dos derivados para cerca de 210 minutos. Entretanto, o derivado
formado ndo foi suficientemente estavel em procedimento automatizado (AKIYAMA et alii,
1995).



N\ N\

N/O + R-NH; Sl N/)

60°C

NO, NO;
4-fluoro-7-nitrobenzofurazan

(NBD-F)

Figura 6 - Reacdo da amina primiria da fumonisina com o 4-fluor-7-nitro-benzeno-2-o0xa-1,3-diazol
(NBD-F) para formar um derivado estivel (SCOTT & LAWRENCE, 1992).

Yy

Outros reagentes de derivagdo usados na determinagdo de fumonisinas por CLAE
s30: 9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC - limite de detecgdo (LD) de 0,2 pg/g) (HOLCOMB et
alii, 1993b), 6-aminoquinolil N-hidroxisuccinimidilcarbamato (AccQ-Fluor - LD de 0,26 pg/g)
(VELAZQUEZ et alii, 1995), isotiocianato de fluoresceina (FITC - LD de 0,05 pg/g)
(MARAGOS, 1995) e o 4-(N,N-dimetilaminosulfonil)-7-fluoro-2, 1,3-benzoxadiazol (DBD-F -
LD de 10 ng/g) (AKIYAMA et alii, 1994 e 1995).

MIYAHARA et alii (1996) desenvolveram um método de alta sensibilidade (0,08
Hg/g para FB, e FB;), utilizaram cromatografia de par i6nico e denivagdo pos-coluna. A reagdo de
derivag@o das fumonisinas é realizada com OPA e N-acetil cisteina apos a passagem destas pela
coluna cromatografica e detectadas por fluorescéncia cujo A exc é 336 nm e o A emissio é 460

nm.

O uso de detectores de massas ou espectrometria de massas para a detecg@o,
identificagdo e quantifica¢do de fumonisinas separadas por CLAE tem sido relatado recentemente
(LUKACS et alii, 1996, THAKUR & SMITH, 1996; XIE et alii, 1997) e demonstrado
sensibilidade (limite de quantificagdo de 0,8 ng/g) e seletividade.
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Espectrometria de massas

A espectrometria de massas tem sido usada em muitos estudos para a identifica¢do
e consequentemente, confirmagdo na analise de fumonisinas. BEZUIDENHOUT et alii (1988) e
PLATTNER et alii (1990) identificaram a FB; por espectrometria de massas de ion secundario
(SIMS), pois o ion molecular formado por impacto de elétrons é muito instavel, portanto,
realizou-se a ionizagdo quimica das moléculas de fumonisinas com isobutano a altas pressoes
(0,3 torr), formando o ion molecular protonado de m/z 722 para FB; e de m/z 706 para FB,. A
técnica acima requer que a amostra seja vaporizada antes da ionizagdo, tornando dificil a analise
de FB; por ser uma molécula labil ou estar na forma ionizada. KORFMACHER et alii (1991)
utilizaram técnicas de ionizagdo alternativas como “thermospray”, “electrospray” e “fast atom
bombardment” e demonstraram que o “Electrospray Mass Spectrometry” (ESMS) e o “Fast-
atom Bombardment Mass Spectrometry” (FABMS) sdo uteis na determinagdo de nanogramas do
analito em questdo, enquanto o “Thermospray Mass Spectrometry” (TSMS) analisa quantidades
maiores (microgramas) de FB;. A confirmagdo da presenca de fumonisinas na amostra analisada
¢ realizada com detectores de massas ou espectrometros de massas acoplados ao cromatéografo
gasoso (CHUNG & KIM, 1995; RICE & ROSS, 1994, THIEL et alii, 1992, VESONDER et alii,
1990, VOSS et alii, 1990) ou ao cromatografo liquido (LUKACS et alii, 1996; THAKUR &
SMITH, 1996; XIE et alii, 1997).

Eletroforese capilar

As fumonisinas podem ser separadas por técnicas eletroforéticas devido a presenga
dos dois grupos de acido tricarbalilico em sua estrutura (Figura 2). MARAGOS (1995) preparou
derivados de FB,, FB; e hidrolizado de FB; (HFB;) com isotiocianato de fluoresceina e os
analisou por eletroforese capilar (CZE) com detector de fluorescéncia. O limite de detecgdio
relatado foi de 0,025 pg para FB;. O problema do método € a possivel decomposigio das

fumonisinas devido as condigdes de reagdo de derivagdo, como: longo tempo de reagio (90
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minutos), alta temperatura (60°C) e pH alcalino (9,5); o que levaria a resultados falsos negativos
(MIYAHARA et alii, 1996).

Segundo MARAGOS et alii (1996a) as vantagens do uso da eletroforese capilar na
analise de fumonisinas em milho sdo: o volume de amostra usado é pequeno e o volume de
residuos de solventes € menor que as técnicas cromatograficas. Enquanto as desvantagens sio o

longo tempo da etapa de derivag@o, ja citado acima, e o custo do equipamento.

Imunoensaios

A produgdo de anticorpos para ensaios imunoenzimaticos (EIA) tem sido
desenvolvida para a analise direta e indireta de fumonisinas (AZCONA-OLIVERA, 1992a e b;
COLVIN & HARRISON, 1992; MARAGOS et alii, 1996b; SCHNEIDER et alii, 1995; SCOTT
et alii, 1997, SHON & KIM, 1997, SUTIKNO et alii, 1996; USLEBER et alii, 1994; YEUNG et
alii, 1996). AZCONA-OLIVERA et alii (1992a e b) obtiveram anticorpos monoclonais e
policlonais, contra a FB,, de linfocitos esplénicos de ratos imunizados com o conjugado FB,-
toxina colérica. O teste direto competitivo ELISA baseado em anticorpos monoclonais foi
desenvolvido, onde o conjugado FB,-peroxidase e FB; livre competem pelo anticorpo
imobilizado nas placas (AZCONA-OLIVERA, 1992b; MARAGOS et alii, 1996b). Se a
micotoxina estd presente na amostra (FB; livre) ela poderia se ligar ao anticorpo na placa, ao
invés do conjugado FB;-peroxidase, diminuindo a quantidade do sinal espectrofotométrico. O
limite de detec¢do foi de 50 ng/mL para FB; (AZCONA-OLIVERA. 1992b) e de 2 ng/mL para
HFB1 (MARAGOS et alii, 1997). USLEBER et alii (1994) e SCHNEIDER et alii (1995)
prepararam anticorpos policlonais contra FB;, os quais foram também utilizados em um teste
direto competitivo ELISA em placas e membranas, respectivamente. O limite de detec¢do para
FB; foi de 0,17 ng/mL (USLEBER et alii, 1994) no teste em placas e de 40-60 ng/g
(SCHNEIDER et alii, 1995) em membranas para amostras de milho. As fumonisinas sio

superestimadas em testes diretos competitivos ELISA como indicam os estudos comparativos
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(PETSKA et alii, 1994; SUTIKNO et alii, 1996, SYDENHAM et alii, 1996a e c; TEJADA-
SIMON et alii, 1995), isto deve-se a matriz alimentar que aumenta a resposta inibitéria no teste

ELISA ou devido a reagdo cruzada entre compostos estruturalmente relacionados a FB,;.

SHELBY & KELLEY (1992) descreveram um teste indireto competitivo ELISA
para analise de FB; em milho com anticorpos monoclonais, onde o conjugado FB,-albumina
bovina imobilizado e FB; livre competem pelo anticorpo anti-FB; livre. Se a micotoxina esta
presente na amostra (FB, livre), o anticorpo anti-FB; ligado a enzima ligara-se a FB; da amostra
a0 invés da FBj-albumina bovina imobilizada na placa, diminuindo a resposta
espectrofotométrica. SHELBY et alii (1994) compararam o meétodo acima com o de
ROTTINGHAUS et alii (1992) por cromatografia em camada delgada, e observaram que o
método de ELISA indicou uma maior quantidade de FB,, devido a reagdo cruzada com as outras

fumonisinas.

Outros métodos usados na determinacdo de fumonisinas por imunoensaios sdo o
uso de imunosensor de fibra optica (THOMPSON & MARAGOS, 1996) e a produgdo de
anticorpos anti-idiotipo (CHU et alii, 1995).

CONFIRMACAO

A etapa final da metodologia analitica ¢ a confirma¢do da identidade das
fumonisinas. A confirmagdo do resultado analitico pode ser realizada através de derivagao
quimica, onde o derivado formado possui caracteristicas cromatograficas distintas da micotoxina
inalterada. Segundo ROTTINGHAUS et alii (1992) um dos testes confirmatoérios € a formagao de
amino-alcéois C,2 a partir da hidrolise da FB; e FB; e analise por cromatografia em camada
delgada, utilizando fluorescamina como agente revelador. A espectrometria de massas acoplada
ao cromatografo gasoso ou liquido de alta eficiéncia € um procedimento de confirmacgdo

altamente especifico na analise de fumonisinas (CHUNG & KIM, 1995; LUKACS et alii, 1996;
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RICE & ROSS, 1994; THIEL et alii, 1992; VESONDER et alii, 1990; VOSS et alii, 1990), onde
a monitoriza¢do de trés ions € preferivel para a exatiddo da identidade, para FB, sdo eles m/z 722,
406 e 187 (PLATTNER et alii, 1990). Estes métodos sdo seletivos e sensiveis, mas requerem
equipamentos de alto custo. Procedimentos mais acessiveis e de menor custo sdo os
imunoensaios, devido a especificidade pelo sucesso na produgio de anticorpos policlonais e
monoclonais contra a FB;, FB, e FB; (NORRED, 1993).

ESTUDOS COLABORATIVOS

Os estudos colaborativos inter-laboratoriais realizam uma rigorosa avaliagio da
exatiddo, repetibilidade (variagdo intra-laboratorial) e reprodutibilidade (variagdo inter-
laboratorial) (SCOTT, 1995). No estudo colaborativo 0 nimero minimo de amostras analisadas
por 8 ou mais laboratorios € cinco, sendo necessario realizar uma ou mais replicatas. Estes
resultados serdo analisados estatisticamente fornecendo dados sobre “outliers”, erros
sistematicos, precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade), valores falso positivos e falso

negativos.

Somente dois métodos publicados para analise de fumonisinas foram testados em
estudos colaborativos (SYDENHAM et alii, 1996b, THIEL et alii, 1993) e um estudo de
intercomparagdo na Comunidade Européia (VISCONTI et alii, 1996). O método de SHEPHARD
et alii (1990) para determinagdo de FB, e FB, em milho foi estudado cooperativamente por 11
laboratoérios (THIEL et alii, 1993). A variagdo intra-laboratorial foi de 7,7 a 25,5% para FB; e
12,5 a 36,8% para FB,, enquanto a variagdo inter-laboratorial foi de 18 a 26,7% para FB; e 28 a
45,6% para FB,. A razao HORRAT, que € a razdo entre o desvio padrio relativo encontrado no
estudo interlaboratorial e o desvio padrdo calculado pela equagio de Horwitz (SYDENHAM et
alii, 1996b; THIEL et alii, 1993), demonstrou reprodutibilidade aceitivel em todas as

concentragdes de FB, testadas e 4 das 5 concentragdes de FB, analisadas, pois os valores foram
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inferiores a 2. A recuperagio de FB, e FB, foi de 99,5 e 85,9%, respectivamente (SHEPHARD et
alii, 1990).

O segundo estudo colaborativo (SYDENHAM et alii, 1996b) envolveu 12
participantes e verificaram o método de SYDENHAM et alii (1992), que baseia-se no método de
SHEPHARD et alii (1990) com acréscimo da FBs3. A recuperagdo foi de 81,1 a 84,2%, 75,9 a
81,9% e 75,8 a 86,8% para FB,, FB; e FB3, respectivamente. A variagdo intra-laboratorial variou
de 5,8 a 13,2% para FB,, de 7,2 a 17,5% para FB; e 8 a 17,2% para FB3. A variagdo inter-
laboratorial variou de 13,9 a 22,2% para FB,, de 15,8 a 26,7% para FB; e 19,5 a 24,9% para FBs.
A razdo HORRAT variou de 0,75 a 1,73 demonstrando reprodutibilidade aceitavel.

CONCLUSOES

De acordo com as recomendagGes evidenciadas pelos diversos autores, pode-se

concluir que:

e 0s métodos analiticos para a determinagdo de fumonisinas tém sido desenvolvidos,
mas s3o necessarios alguns melhoramentos para se tornarem mais exatos, baratos e

rapidos.

e recupera¢des melhores tém sido obtidas com o uso de colunas de troca ionica forte

(TAF) ao invés das colunas de fase reversa (C;s) na etapa de limpeza (BENNETT &
RICHARD, 1994; SYDENHAM et alii, 1992; VISCONTI et alii, 1996).

e imunoensaios sdo Uteis para uma triagem rapida e confirmagao dos resultados.

e arealizagdo de estudos colaborativos inter-laboratoriais deve ser incentivada.
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OTIMIZACAO DE CONDICOES ANALITICAS NA
DETERMINACAO DE FUMONISINAS B, E B, EM MILHO E
AVALIACAO DE DUAS COLUNAS DE EXTRACAO EM FASE
SOLIDA

RESUMO

O método originalmente desenvolvido para a determinagéo de fumonisinas B; e B;
em milho (SHEPHARD et alii, 1990) n3o apresentou resultados satisfatorios em nosso
laboratério. A recuperagdo encontrada estava abaixo de 50% para fumonisina B, indicando a
necessidade de otimiza¢do para nossas condigdes de trabalho. Em paralelo, foi realizada a
comparagdo entre duas colunas comerciais de extragdo em fase solida de troca anidnica forte
necessarias para a €xecugao do método. Mantendo a extragao com metanol-agua (3:1-v/v), 0
método foi modificado da seguinte forma: os volumes de solvente no condicionamento e lavagem
da coluna de extragdo de troca anidnica forte foram aumentados para 10 mL e o volume ¢
composicdo do solvente de eluicdo alterado para 20 mL de metanol-acido acético glacial (95:5-
v/v). Apos estas modificacdes a recuperagao elevou-se para a faixa de 93 a 96% para FB; € 69 2
85% para FB,. O solvente de elui¢io por CLAE com detecgdo por fluorescéncia foi modificado
para acetonitrila-agua-acido acético glacial (50:50:0,5-v/V/V) durante os primeiros 15 minutos
com troca para acetonitrila pura até o final da corrida. As novas condigoes melhoraram os limites
de detecgdo para 20 e 40 ng/g para FB, e FBa, respectivamente, € O desvio padrdo relativo para
5.8% para FB,; e 13,4% para FB,. As duas colunas comerciais de troca anidnica forte avaliadas

mostraram que podem ser reutilizadas uma unica vez.

Unitermos: Micotoxinas, Fumonisinas, Milho, Cromatografia liquida de alta eficiéncia, Colunas

de extragao.
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INTRODUCAO

As investigagdes sobre a ocorréncia de micotoxinas em alimentos e ragoes sio de
suma importancia para que esforgos possam ser concentrados na prevengdo, no controle ou na
detoxificagdo dos produtos susceptiveis a determinadas micotoxinas. Neste sentido e com vistas a
garantir a confiabilidade dos resultados relativos 2 incidéncia de micotoxinas em alimentos,
estudos visando escolher e aprimorar a metodologia para sua detecgdo e quantificagdo sdo, sem
davida, necessarios e urgentes (SYLOS & AMAYA, 1996).

1988, GELDERBLOM et alii, 1988). Sio produzidas por cepas de Fusarium moniliforme
Sheldon (THIEL et alii, 1992), F. proliferatum Segio Liseola (NELSON et alii, 1983) e F.
nygamai (BURGESS & TRIMBOLI, 1986). O milho tem sido o cereal mais implicado em
contaminagio por fumonisinas, tanto em freqiiéncia como em niveis. Realmente, o £

moniliforme e o F proliferatum sio invasores freqiientes do milho em todo o mundo

(BULLERMAN, 1996).

Originalmente, BEZUIDENHOUT et aljj (1988) descreveram e caracterizaram
quimicamente quatro metabolitos, as fumonsinas A1 (FAy), A; (FA,), B, (FB1) e B; (FB;). Em
1992, duas outras fumonisinas, B, (FBs) e B, (FB4), foram isoladas a partir de cultivos de F
moniliforme MRC 826 (PLATTNER et alii, 1992). Mais recentemente as fumonisinas da série
“C” (Cy, Cs e Cy) foram isoladas de milho fungado por SEO & LEE (1999). A FB, ¢é a mais
importante do grupo, constituindo freqiientemente até 70% do total das fumonisinas, produzidas
tanto em cultivos, quanto em milho naturalmente contaminado.

Estudos tém demonstrado que as fumonisinas causam varias doengas em animais:
a leucoencefalomalacia em equinos (LEME) (KELLERMAN et alii, 1990; ROSS et alii, 1992),
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edema pulmonar e hidrotérax em suinos (HARRISON et alii, 1990; COLVIN & HARRISON,
1992), hemorragia cerebral em coelhos (BUCCI et alii, 1996) e cancer hepitico em ratos
(GELDERBLOM et alii, 1991). As fumonisinas tém sido associadas com céncer de esofago na
regido de Transkei na Africa do Sul (RHEEDER et alii, 1992), na regido de Lixian na China
(CHU & LI, 1994), nordeste da Italia (DOKO & VISCONTI, 1994) e em Charleston, sudeste dos
Estados Unidos (SYDENHAM et alii, 1991). Nestas regides o milho é importante na dieta da
populac@o, e os dados preliminares indicam que o milho destes locais tém apresentado uma
concentragdo significativa de contaminagdo por fumonisinas. Com base nas informagdes
toxicologicas disponiveis, a Agéncia Internacional sobre Pesquisa do Cancer (IARC) classificou
as toxinas do F. moniliforme, incluindo as fumonisinas, como classe 2B, possivelmente

carcinogénica para o homem (IARC, 1993).

Informagdes sobre a incidéncia de fumonisinas em milho e produtos a base de
milho brasileiros sao raras. No entanto, as existentes mostram a importancia do problema para o
nosso pais. MEIRELES et alii (1992) estudaram 29 surtos de LEME nos anos de 1988-1990 nos
Estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Santa Catarina e Minas Gerais. Das mortes
diagnosticadas, 82,4% estavam relacionadas com a ingest3o de ragdo contaminada com FB;. No
trabalho realizado por SYDENHAM et alii (1992a), foram analisadas 21 amostras de ragio
associadas a casos de micotoxicoses na regiao de Londrina, Parana. Os resultados revelaram que
95,2% continham FB; e 85,7% continham FB,. J&4 HIROOKA et alii (1996) investigaram 48
amostras de milho provenientes do Parana, Mato Grosso do Sul e Goias, das safras de 1990-1991.
Das amostras analisadas, 97,4% apresentavam-se positivas para FB; e 94,8% para FB,. Um total

de 4 amostras excederam a 10 pg/g, valor considerado critico para o desencadeamento da LEME.

Devido ao amplo potencial de contaminagdo do milho e derivados com
fumonisinas (PATEL et alii, 1997, SHEPHARD et alii, 1996; THIEL et alii, 1992; UENO et alii,
1993; ZOLLER et alii, 1994), métodos analiticos que monitorem os niveis de fumonisinas nos
produtos agricolas sdo de grande interesse. Este fato € reforcado pelas necessidades de

fiscalizagdo do cereal e seus produtos originados interna ou externamente. E também possivel
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que a escassez de informagdes sobre a incidéncia de fumonisinas no Brasil advenha exatamente
das dificuldades encontradas no pais com a metodologia analitica. Diante deste quadro os
objetivos do presente trabalho foram: (1) otimizar e adequar o método de SHEPHARD et alii
(1990) para as condig¢des de trabalho encontrados em laboratorios brasileiros; (2) comparar duas
colunas comerciais de extragdo em fase solida de troca anibnica forte necessarias para a execugio

do método.

MATERIAL E METODOS

Amostras: amostras de milho foram adquiridas em estabelecimentos comerciais de Campinas,
S&o Paulo. As amostras foram trituradas em moinho até passarem por uma peneira de 200 mesh e
acondicionadas em sacos pléasticos impermeaveis a 4gua. Foram mantidas a -18°C até o momento
da analise.

Padrdes de fumonisinas B; e B,: o padrio de FB,; foi obtido da CSIR Food Science and
Technology (Pretoria — Africa do Sul) e de FB: da Sigma Chemical Company (St. Louis, Estados
Unidos). As solugdes estoque individuais de FB; e FB, foram preparadas pesando-se 0,001 g do
padrio e dissolvendo-o em 10 mL de acetonitrila-agua (1:1-v/v), segundo VISCONTI et alii
(1994), obtendo-se uma concentragdo de 100 ug/mL. As solugdes de trabalho foram de 25 e 50
ug/mL de FB;+FB,, respectivamente. Todas as solugdes padroes foram armazenadas em frascos

ambar vedados, sob temperatura de -18°C.

Solventes e reagentes: acetonitrila grau cromatografico, metanol, acido acético glacial, orto-
ftaldialdeido (OPA), 2-mercaptoetanol, tetraborato de sodio, acido cloridrico, hidréxido de sodio,
fosfato de sodio, acetato de sodio. Todos os solventes e reagentes usados para a extragdo e

limpeza foram de grau analitico.
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Fase moével: as fases moveis testadas foram filtradas através de uma membrana HVLP 01300 de

0,45 pm de didmetro (Millipore Corporation, Milford, MA) e degaseificadas em banho de ultra-

som. O fluxo da fase movel foi de 1 mL/min.

Reagente de derivacao (OPA): dissolver 40 mg de o-fialdialdeido em 1 mL de metanol e diluir
com 5 mL de tampao borato de sodio 0,1 M (dissolver 3,8 g de tetraborato de sédio em 100 mL
de agua deionizada e corrigir o pH para 10,4 com hidréxido de sodio 0,1 M), adicionar 50 uL de
2-mercaptoetanol ¢ misturar. Estocar em frasco dmbar vedado com papel aluminio sob

temperatura de 5 a 15 °C. Estavel por uma semana.

Equipamentos:

Cromatégrafo a liquido: bomba (Waters Associates, Milford, MA) com alga de injegdo de
20 pL e um injetor tipo Rheodyne Inc. M-7125 (Cotati, CA). Detector de fluorescéncia HP 1046
A (Hewlett Packard, Avondale, PA) com comprimentos de onda de excitagdo e emissio de 335 e
440 nm e fenda espectral de 17 e 50 nm, respectivamente. Integrador HP 3393 A (Hewlett
Packard, Avondale, PA). Coluna de fase reversa (250 mm x 4,6 mm) da Varian (Walnut Creek,
CA) empacotada com Microsorb-MV 5 pm ODS. Coluna de guarda da Varian (Walnut Creek,
CA) empacotada com C;3 ODS (Alltech Associates Inc., Deerfield, IL). Pré-coluna da Varian
(Walnut Creek, CA) empacotada com silica Sil-X-1 (Perkin-Elmer, Norwalk, CT).

Liquidificador: comum, de uso doméstico ou equivalente.

Colunas de extracdo em fase solida: cartuchos Bond-Elut LRC SAX, com capacidade de
10 mL contendo 500 mg de trimetilaminopropil (Varian, Harbor City, CA 90710) e cartuchos
Sep Pak accell plus QMA (Waters Associates, Milford, MA).

Suporte multiplo para colunas de extragio em fase solida: Supelco — Visiprep DL
(Bellfonte, PA 16823) ou equivalente.

Centrifuga: centrifugador Excelsa Baby Il modelo 206 R (Fanem) ou equivalente.

Moinho: modelo NEC 180-75-01 ou equivalente.

Banho ultra-som: Microssonic SX 20 ou equivalente.
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Purificador de dgua: a agua foi filtrada e deionizada através de um sistema de ultra-
purificagdo de agua Millipore Milli-Q plus (Millipore, Milford, MA).

Pipetas automaticas: Finnpipette Digital de 40-200 pL e de 200-1000 pL (Labsystems) ou
equivalentes.

Seringa: Microliter 710 de 100 puL (Hamilton Co, Reno, NA).

Otimizacio da separaciio cromatogrifica das fumonisinas B; e B,: fases moveis com
diferentes composi¢des foram avaliadas através da resolucdo das toxinas, com padrdes e

posteriormente com amostras artificialmente contaminadas com 2 pg/g de FB; e FB,.

Avaliacio de sistemas de extracdo e limpeza: o método de SHEPHARD et alii (1990) foi
avaliado quanto a sua eficiéncia usando-se amostras de milho artificialmente contaminadas. A

concentragdo de FB) ¢ FB; nas amostras enriquecidas de milho foi de 2 pg/g.

Avaliacio de colunas de extracio em fase sélida: as colunas de troca ani6nica forte de 500 mg,
Sep Pak QMA (Waters Associates, Milford, MA) e SAX (Varian, Harbor City, CA 90710) foram
avaliadas quanto a eficiéncia de limpeza e quanto a recuperagio de FB; ¢ FB; em amostras de
milho artificialmente contaminadas realizando a alteragdo dos seguintes pardmetros: volume das
solugdes de lavagem, forga idnica e volume da solugdo de eluigio, e fluxo sob agdo da gravidade

€ vVacuo.

Foi avaliada também a capacidade de reutilizagdo das colunas de extragdo. A
regeneragdo das colunas de troca ani6nica forte foi realizada apos tratamento com 5 mL de acido
cloridrico 0,1 M e em seguida por 8 mL de agua destilada, segundo SYDENHAM et alii (1992b).
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Recuperacao, repetibilidade e limites de detecgdio: varios aspectos com relagdo a técnica
analitica foram avaliados, incluindo a recuperagdo de cada fumonisina individualmente, a
linearidade da curva padréo, o limite de detecgdo do método e a repetibilidade da técnica. Para a
recuperagdo, 50 g da amostra de milho, livre de fumonisinas, foram contaminadas com 2 pg/g
dos padroes de FB; e FB;. A linearidade da curva padrdo foi determinada pela anilise
cromatografica de padrdes diluidos em concentragdes decrescentes e submetidos a reagio com o
o-ftaldialdeido. O limite de detec¢do do método foi definido para nossas condigdes de trabalho,
como a concentracdo das fumonisinas B; e B, presente na amostra que originou um pico com
uma area de 1 x 10° mV. Esta 4rea foi escolhida por ser a menor que permitia visualizagdo
inequivoca do pico. A repetibilidade do método foi avaliada calculando-se o desvio padrio
relativo (RSD) do resultado da analise de 4 amostras de milho contaminadas artificialmente com
2 ug/g de FB, e FB.,.

Descontaminacio do material: todo o material utilizado foi descontaminado com uma solugio
concentrada de hipoclorito de sodio comercial, por 24 horas. Apos a descontaminag¢do o material

foi lavado normalmente, enxaguado com agua destilada e seco em estufa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizacio das condi¢es de deteccdio no cromatografo a liquido: com o objetivo de utilizar o
cromatografo a liquido com sistema de detecgdo por espectrometria ultra-violeta/visivel
(UV/VIS), por ser um detector com menor custo e disponivel nos laboratorios nacionais, avaliou-
se a quantidade necessaria de FB; capaz de ser detectada apo6s derivagdio com OPA, conforme

mostra a Tabela 6.
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Tabela 6 - Deteccdo e tempo de retengio do derivado FB;-OPA em diferentes proporgdes de metanol-tampdo fosfato

PH 3,3 como fase mével.
Metanol-tampio fosfato (v/v) FB, (ug/mL) Deteccio Tempo de retengio (min)

200 - -

70:30 400 - -
600 + 3,99
200 - -

75:25 400 + 3,72
600 + 3.61
200 + 3,28

80:20 400 + 3,29
600 + 3,29

Nota-se que o limite de detecgdo estaria proximo de 200 ug/mL, ou seja, 20 pug/g
conforme a extragdo e limpeza do método de SHEPHARD et alii (1990). Além deste fator, o
tempo de reten¢@o encontrado estaria dentro de uma regido onde ha interferentes provenientes da

extragdo do milho. Portanto, a analise de FB, por CLAE com detecgdo UV/VIS n3o se mostrou
adequada.

Em virtude do problema acima, a determinagio das fumonisinas foi realizada
atraves do detector de fluorescéncia conforme modificagdes citadas por CAMARGOS et alii (no
prelo): uso de 100 pL do padrdo ou extrato e 200 uL de reagente OPA. A reagdo de derivagdo
ocorre sob agitacdo de 30 segundos a temperatura entre 5 a 15°C e injegdo no cromatografo a 60
segundos do inicio da reagdo. Para a detecgdo por fluorescéncia foi utilizado um comprimento de

onda de excita¢@o de 335 nm e de emissdo de 440 nm.

Otimizacdo das condicdes de eluicio no cromatégrafo a liquide: varias fases moveis foram
estudadas para separar os derivados de fumonisinas-OPA das impurezas resultantes da deriva¢do

ou de interferentes provenientes do extrato da amostra em cromatografo a liquido.
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A melhor resolug@o para o pico de FB foi conseguida com acetonitrila-agua-acido
acético glacial (50:50:0,5-v/v/v) como fase mével. Com a fase movel escolhida, o tempo de
retengdo da FB, foi de 10,1 e o da FB, de 42,6 minutos. O tempo de reteng¢do excessivamente
longo para FB; recomenda a utilizagdo de uma coluna mais curta, possivelmente com 15 cm de
comprimento. Para obter um tempo de retengdo menor para a FB,, na coluna de 25 cm em uso
neste estudo, o sistema solvente foi mudado para acetonitrila pura apés 15 minutos da injegéo da
amostra. Com esta modificagdo, o tempo de reten¢do da FB, foi reduzido para 26 minutos. Antes
da inje¢do da nova amostra, um tempo para reequilibrar a coluna de 30 minutos com acetonitrila-
agua-acido acético glacial (50:50:0,5-v/v/v), tornou-se necessario. A demora na saida da FB, tem
sido resolvida em alguns laboratérios com o uso de gradientes (MUSSER & PLATTNER, 1997,
ROSS et alii, 1991; ZOLLER et alii, 1994). A Tabela 7 apresenta as fases moveis avaliadas,

algumas citadas na literatura.

Os cromatogramas das solugdes padrdo de 50 pg/mL de FB; e FB; e do extrato de

milho naturalmente contaminado estdo apresentados nas Figuras 7 e 8.

Avaliacgdo de sistemas de extracio e limpeza: o método de SHEPHARD et alii (1990) mostrou
recuperagdes inferiores a 50% das fumonisinas adicionadas em amostras de milho. Por este
motivo modificagdes na fase de limpeza com coluna de troca aniénica forte (500 mg) foram

introduzidas no sentido de otimiza-lo.

Avaliacio da coluna de extracio em fase sélida de troca aniénica forte: a limpeza com as
colunas de troca aniénica forte ndo produziu bons resultados uma vez que retinha 60% de FB,.
Apesar da aparente simplicidade, a separagdo por troca idnica pode ser complexa. A retengdo ou
a elui¢do das fumonisinas pelas colunas de troca anidnica forte utilizadas na etapa de limpeza
pode ser afetada por fatores como pH, forga i6nica e vazdo de eluigio (SYDENHAM et alii,
1992b, THIEL et alii, 1993). O pH do extrato deve ser sempre corrigido para 5,8-6,5 segundo
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todos os autores pois a recuperagdo das fumonisinas pode ser comprometida em valores de pH
abaixo de 5,8 e, por outro lado, as fumonisinas podem ser completamente ionizadas em pH acima
de 7, devido aos grupos carboxilicos, presentes na molécula, além deste pH possibilitar a co-
extragdo de compostos interferentes polares. Os sistemas solventes utilizados com coluna de troca

anidnica forte, neste trabalho estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 7 - Tempo de retengdo em cromatografia a liquido de alta eficiéncia para FB, em diferentes fases moveis.

Fase maével (v/v ou v/viv) Tempo de retengio Referéncia
para FB, (min)
Acetonitrila-agua-acido acético glacial (50:50:0,5) 10,13
Acetonitrila-dgua-acido acético glacial (50:50:1) 8,30 STACK & EPPLEY (1992)
Acetonitrila-agua-acido acético glacial (51:49:0,5) 10,50
Acetonitrila-dgua-acido acético glacial (51:49:0,1) 2,90
Acetonitrila-4gua-acido acético glacial (51:49:0,3) 8,72
Acetonitrila-dgua-icido acético glacial (52:48:1) 10,02
Acetonitrila-agua-acido acético glacial (53:47:1) 8,22
Acetonitrila-agua-acido acético glacial (54:46:1) 12,71
Acetonitrila-dgua-acido acético glacial (54,5:45.5:1) 6,08
Acetonitrila-agua-acido acético glacial (55:45:1) 6,30
Acetonitrila-agua-acido acético glacial (56:44:1) 6,78
Acetonitrila-idgua-acido acético glacial (57:43:1) 8,22
Acetonitrila-agua-acido acético glacial (60:40:1) 4,88
Acetonitrila-agua-acido acético glacial (70:30:0,5) 439
Acetonitrila-tampdo fosfato 0,05M pH 3,35 (30:70) 3,18
Acetonitrila-tampdo fosfato 0,1M pH 3,35 (40:60) 2,87 RICE & ROSS (1994)
Acetonitrila-tampdo fosfato 0,1M pH 3,35 (50:50) 2,11
Acetonitrila-metanol-tampdo fosfato 0,1M pH 3,35 2,92
(35:35:30)
Acetonitrila-metanol-tampdo fosfato 0,1M pH 3,35 3.12
(30:40:30)
Metanol-tampdo fosfato 0,1 M pH 3,35 (77:23) 3,40 SYDENHAM et alii (1992b)
Metanol-tampdo acetato 0,1 M pH 3,35 (50:50) 4.80 ZOLLER et alii (1994)
Metanol-tampdo acetato 0,1 M pH 3,35 (80:20) 2,75
Metanol-tamp3o acetato 0,1 M pH 3,35 (65:35) 3.23
Metanol-agua-acido acético glacial (77:23:1) 7,55
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FB2

FB1

Figura 7 - Cromatograma das fumonisinas B, e B,. Condigdes cromatogrificas: coluna (250 mm x 4.6 mm) Varian
(Walnut Creek, CA) empacotada com Microsorb-MV 5 um ODS de fase reversa; fase mével composta

por acetonitrila-dgua-dcido acético glacial (50:50:0,5-v/v/v) até¢ 15 minutos, seguida por acetonitrila
pura; comprimentos de onda de excitagdo e emissdo foram 335 nm e 440 nm; fluxo de 1.0 mL/min.

FB1 (4,9 pa/g)

FB2 (1,8 ug/g)

-

Figura 8 - Cromatograma de amostra de milho naturalmente contaminada com FB, ¢ FB,. Condigdes
cromatograficas: coluna (250 mm x 4,6 mm) Varian (Walnut Creek, CA) empacotada com Microsorb-
MV 5 um ODS de fase reversa, fase movel composta por acetonitrila-agua-acido acético glacial
(50:50:0,5-v/v/v) até 15 minutos, seguida por acetonitrila pura; comprimentos de onda de excitagdo e
emissio foram 335 nm e 440 nm; fluxo de 1,0 mL/min.
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Tabela 8 - Solventes testados com colunas de troca anidnica forte para limpeza de extratos de milho na

determinagdo de fumonisinas.
Condicionamento Aplicagiio da Lavagem da coluna Elicdo das toxinas Referéncias
da coluna amostra i
5 mL metanol 1 mL em metanol- 6 mL metanol-dgua 10 mL metanol-acido  UENO et alii (1993)
agua (3:1) 3:1 acético (99,5:0,5)
5 mL de metanol 10 mL em metanol- 5 mL metanol-agua 10 mL metanol-dcido SHEPHARD et alii
5 mL metanol/agua  agua (ER)] (3 acético (99:1) (1990)
(3:1) 3 mL metanol
8 mL metanol 5-15 mL em metanol- 8 mL metanol-dgua 10 mL metanol-4cido  ZOLLER et alii
8 mL metanol-dgua  4gua (3:1) 3:D acético (99:1) (1994)
3:1) 5 mL metanol

Em todas as misturas de metanol-dgua recomenda-se manter o pHentre 58 ¢ 6,5.

O condicionamento das colunas foi otimizado alterando-se os seguintes
parametros: volume das solugdes de lavagem, forga i6nica, volume da solugdo e vazio de eluigdo.
O aumento da for¢a ibnica, ou seja, metanol-acido acético glacial (99:1-v/v) para (95:5-v/v)
aumentou a recuperagdo das fumonisinas (Figura 9). Além disso, o uso de solvente com maior
forga idnica ndo resultou na co-elui¢do de compostos intrinsecos do milho que interfeririam com
a determinagdo cromatografica das fumonisinas. Adicionalmente, com o aumento da quantidade
de eluente para 20 mL (Figura 10) conseguiu-se Tecuperagoes de 72 a 87% de FB; e de 51 a 78%
de FB; em coluna Sep Pak® QMA e de 93 2 96% de FB; e de 69 a 85% de FB, em colunas SAX®
nas duas primeiras utilizagdes (Tabela 9). J4 foi relatado que a recuperagdo das fumonisinas &
substancialmente menor quando a vazdo de eluicdo nas colunas ests entre 2,5 a 6,7 mL/minuto,
recomendando-se vazdes iguais ou menores que 1 mL/min (SYDENHAM et alii, 1992b). A

necessidade de manter estas condi¢des de eluigio foram constatadas no presente trabalho, onde
uma vazao de 2 mL/min reduziu a recuperacdo de FB; para 24%.
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|E§]FB1

concentragdo de FB1
(Hg/g)

99,5:0,5 99,0:1,0 95,0:5,0

forca idnica

Figura 9 - Concentracdo de FB, em amostra de milho enriquecida (2 pg/g) obtida apos elui¢io com solventes de
forca i6nica diferente em coluna de extragio de troca anidnica forie.

OoFB1

concentragdao de FB1
(ng/g)

10 16 20

volume do solvente de eluigao (mL)

Figura 10 - Concentragio de FB; em amostra de milho enriquecida (2 pg/g) obtida com diferentes volumes do

solvente de eluigdo (metanol-acido acético glacial, 95:5-v/v) utilizado em colunas de extracdo de troca
anidnica forte.
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Tabela 9 - Recuperacdo das fumonisinas adicionadas a milho quando sfo usadas colunas de extragio em fase solida
de troca anidnica forte de diferentes marcas em mais de uma utilizaciio por coluna.

Marca da coluna Fumonisinas Recuperagio (%)
1° uso 2° uso 3° uso
Sep Pak” FB, 87 82 39
86 72
80 73
77 73
75
FB, 78 59 22
78 51
62
60
SAX® FB, 96 94 62
96 93 70
95
96
FB, 70 84 56
69 85 62
72

Nivel de adiciio por fumonisina = 2 ug/g

A regeneracdo das colunas de troca aniénica forte foi realizada com 5 mL de acido
cloridrico 0,1 M seguidos de 8 mL de agua destilada, segundo SYDENHAM et alii (1992b). Os
autores nao verificaram diferenca significativa na recuperagdo das fumonisinas antes e apos a
regeneracdo das colunas. O mesmo foi constatado no presente trabalho (Tabela 9). Estes
resultados sugerem que se necessario, as colunas podem ser regeneradas e reutilizadas mais uma
vez sem queda significativa na recuperagdo das fumonisinas. Existe diferen¢a tanto para a
recuperacdo da FB; quanto para a FB, quando se comparam os resultados entre as duas colunas
de limpeza, conforme a Tabela 9, onde a coluna SAX® apresentou melhor resultado do que a
coluna Sep Pak® No entanto, UENO et alii (1993) observaram que a quantidade de FB,
recuperada em amostras cuja etapa de limpeza foi realizada com colunas Sep Pak® QMA foi

maior que em colunas SAX®, contrariando os resultados observados neste trabalho.
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Recuperacio, repetibilidade e limites de detec¢@io: a recuperagio do método otimizado foi de
93 a 96% para FB; e de 69 a 85% para FB,. No estudo colaborativo do método de SHEPHARD
et alii (1990) conduzido por AOAC-IUPAC (SYDENHAM et alii, 1996), os 12 laboratérios
envolvidos obtiveram recuperagdes de 81 a 84% para FB; e 76 a 82% para FB,. J4 os resultados
com laboratorios europeus, em estudo em que a metodologia era de livre escolha, as recuperagdes
meédias foram 70% para FB, e 69% para FB, (VISCONTI et alii, 1996). Segundo ALBERTS et
alii (1992) as recuperagdes mais baixas obtidas para FB, podem ser devido a diferenca de
polaridade em relagéo a FB; que resulta em uma perda de aproximadamente 20% durante a etapa
de limpeza, em comparagdo com 0s 4% para FB;. As curvas padrdo para FB; e FB, foram
lineares de 20 a 10000 ng/g e de 40 a 10000 ng/g, respectivamente, conforme apresentado na
Figura 11.

45.000.000 -

40.000.000 + ¢ FB1 (r=0,9982)
m FB2 (r=0,9994)

35.000.000 +

30.000.000 +
25.000.000 +
20.000.000 +

15.000.000 +

Area do pico

10.000.000 +
5.000.000 +

2000 4000 6000 8000 10000
-5.000.000

(ng/g)

Figura 11 - Curvas padrio de FB, e FB..
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Os limites de detecgdo do método foram de 20 e 40 ng/g para FB; e FB,,
respectivamente. SHEPHARD (1998) revendo a literatura sobre o assunto relatou como usual um
limite de detecgdo da ordem de 50 ng/g para FB, e FB,. A repetibilidade do método mostrou-se
adequada com desvios padrdes relativos (RSD) de 5,8% para FB, e 13,4% para FB, (Tabela 10).
Resultados estes que comparam-se bem com os encontrados no estudo colaborativo AOAC-
IUPAC (SYDENHAM et alii, 1996) onde os RSD internos dos laboratérios variaram entre 5,8%
a 13,2% para FB; e entre 7,2 e 17,5% para FB,. No estudo europeu (VISCONTI et alii, 1996), os
valores médios de RSD foram de 10% para FB; e 11% para FB..

Tabela 10 -Resultados de precisdo para FB; € FB, em amostras de milho enriquecida com 2 pg/g de FB,+FB,.

FB, e FB; adicionada (ug/g) FB, encontrada (ug/g) FB, encontrada (ug/g)
2 1,60 1,55
2 1,54 1,18
2 1,74 1,24
2 1,72 1,20
Média 1.65 1,29
Desvio padrio 0,096 0,17
RSD (%) 5,81 13,42
CONCLUSOES

O método de SHEPHARD et alii (1990) sofreu algumas modificagbes para
aumentar a recuperagdo das toxinas e melhorar o limite de detecgdo. Observou-se que o aumento
do volume de solventes e da forga idnica na eluicdo das fumonisinas, juntamente com o fluxo
inferior a 1 mL/minuto na etapa de limpeza para coluna de extragdo de troca anidnica forte,

melhorou a recuperagdo da analise.
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As duas colunas comerciais avaliadas mostraram que podem ser reutilizadas uma
unica vez, no entanto os resultados pela coluna SAX® foram mais satisfatérios tanto para FB,

quanto para FB; do que os resultados apresentados pela coluna Sep Pak® QMA.

A fase mével composta por acetonitrila-agua-acido acético glacial (50:50:0,5-
v/v/v) durante os primeiros 15 minutos e troca para acetonitrila pura até o final da corrida

mostrou-se adequado para as analises cromatograficas de fumonisinas em milho.

O método otimizado mostrou-se sensivel (limite de detecgio = 20 e 40 ng/g,
respectivamente para FB, e FB,), preciso (RSD = 5,8 e 13,4%, respectivamente para FB; e FBy) e

exato (recuperagdes médias de 95 e 76% para FB, e FB,, respectivamente em coluna SAX®).
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OCORRENCIA DE FUMONISINAS B, E B, EM 3 HIBRIDOS DE
MILHO CULTIVADOS NO BRASIL E SUA RELACAO COM A
MICOFLORA, CONDICOES AMBIENTAIS, EPOCA DE
CULTIVO E LOCAL DE PLANTIO

RESUMO

A ocorréncia natural de fumonisinas B; (FB,) e B; (FB) foi avaliada em trés
hibridos de milho (Zea mays L.), com diferengas no comprimento do ciclo vegetativo, cultivados
na safra agricola 1994/1995 em 4 locais do Estado de Sdo Paulo (6 amostras de Assis, 15
amostras de Capéo Bonito, 18 amostras de Ribeirdo Preto e 9 amostras de Votuporanga), Brasil.
Todos os hibridos analisados mostraram uma contaminagio por FB; e FB,, variando de 0,23 a
15,96 pg/g e de 0,13 a 7,01 pg/g, respectivamente. Nao houve correlagio entre concentragio de
fumonisinas e comprimento do ciclo vegetativo, e nem com a presenca de Fusarium spp.. Na
analise geral dos dados, os efeitos de local, hibridos e hibrido x local foram altamente
significativos. As diferentes épocas de cultivo foram avaliadas em um subconjunto de 2 locais
(Capéo Bonito ¢ Ribeirdo Preto), as €épocas de safra normal apresentaram niveis de fumonisinas
significativamente maiores que o milho de plantio tardio. Houve uma diferenga significativa nos
niveis de contaminagdo das amostras de milho desenvolvidas durante os meses de altas
temperaturas e periodo chuvoso em relagdo ao milho desenvolvido no periodo de baixas
temperaturas e periodo de seca. Os dados do presente estudo sugerem que as condigdes
ambientais e época de plantio possuem um papel importante na quantidade de fumonisinas em
milho. Quarenta amostras (83,33%) apresentaram niveis de fumonisinas acima de 1 pg/g. Estes
resultados estdo dentre os mais elevados ja relatados a nivel mundial, sugerem a necessidade de
protec¢do a saude da populagdo através da fiscalizagdo dos produtos de milho assim como estudos

que indiquem meios de redugio da contaminago.

Unitermos: Fumonisinas, Milho, Ocorréncia.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é um dos principais cereais cultivados no Brasil e o Estado
de S&o Paulo foi responsavel por 10,6% da produgdo nacional de 1998 (IBGE, 1999). A maior
utilizacdo do milho € em ragdo animal, onde este participa com até 63% na formulag@o de ragdes
para aves e com ate 75% para as de suinos (NOGUEIRA Jr. et alii, 1987).

O Fusarium moniliforme Sheldon € uma das espécies de Fusarium prevalecentes
de milho em varios paises (BOTTALICO et alii, 1995; BULLERMAN & TSAI 1994, CHULZE
et alu, 1996, LESLIE et alii, 1992, MUNIMBAZI & BULLERMAN, 1996; NELSON et alii,
1991; RAMIREZ et alii, 1996; RHEEDER et alii, 1990; RHEEDER et alii, 1995; ROSS et alii,
1990; VISCONTI & DOKO, 1994), incluindo o Brasil (POZZI et alii, 1995). GELDERBLOM et
alii (1988) e BEZUIDENHOUT et alii (1988) isolaram e caracterizaram as fumonisinas (B;, B,
B;, Bs, A; e Az), uma nova classe de micotoxinas, obtidas de culturas de cepas de Fusarium
moniliforme isoladas da regido de Transkei, Africa do Sul. Outras espécies como F. proliferatum
(Matsushima) Niremberg, F. subglutinans (Wollen & Runking) Nelson, Toussoun & Marasas, F.
nygamai, F. napiforme, F. anthophilum e F. dlamini (NELSON et alii, 1991) também produzem
estas micotoxinas. Recentemente, a fumonisina B, (FB,) foi produzida em culturas de Alfernaria
alternata f. sp. lycorpersici (CHEN et alii, 1992).

As fumonisinas, principalmente a FB;, tém sido relacionadas com varias
micotoxicoses em animais como: a leucoencefalomalacia eqiiina (LEME) (MARASAS et alii,
1988; WILSON et alii, 1992) e sindrome do edema pulmonar em suinos (SEPS) (COLVIN &
HARRISON, 1992; HARRISON et alii, 1990, HASCHEK et alii, 1992). Em experimentos com
animais de laboratério, GELDERBLOM et alii (1991) observaram o aumento da incidéncia de
carcinoma hepatocelular em ratos alimentados com 50 pg/g de FB; adicionada em ragdes e
BUCCI et ali (1996) demonstraram que uma dose diaria de 1,75 pg/g de FB; causou
leucoencefalomalacia e hemorragia em cérebro de coelhos. Em humanos esta associada com risco

de cincer de esdfago (CE), onde estudos epidemiolégicos realizados na Africa do Sul
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(SYDENHAM et alii, 1990b; RHEEDER et alii, 1992), China (CHU & LI, 1994; YOSHIZAWA
et alii, 1994), Italia (DOKO & VISCONTI, 1994; FRANCHESCHI et alii, 1990) e Estados
Unidos (SYDENHAM et alii, 1991) mostraram que a FB, estava presente naturalmente no milho
da dieta de varias populagGes de alto risco de CE, mas ndo ha uma prova experimental da relacdo
causa e efeito. A ingestdo continua de milho naturalmente contaminado com fumonisinas ainda
ndo esta bem conhecida (CASTEGNARO & WILD, 1995). Com isso, a Agencia Internacional
sobre Pesquisa do Cdncer (IARC) classificou as “toxinas de F. moniliforme” como classe 2B,
possivelmente carcinogénicas para humanos (IARC, 1993). Além disso, ha um risco para a
populagdo consumidora de milho e seus derivados devido a ocorréncia de fumonisinas nestes
produtos ter sido demonstrada em varios paises do mundo conforme a revisio realizada por
SHEPHARD et alii (1996) e sementes sem sintomas podem estar altamente contaminadas com
fumonisinas (Le BARS et alii, 1994 ¢ RHEEDER et alii, 1995).

Quanto as condigdes ambientais, o F. moniliforme ¢ descrito como um fungo
predominante em regides secas e de clima temperado em relagdo as regides frias como o Norte
Europeu e o Canada (MILLER, 1995). Ademais, KING & SCOTT (1981) e HEADRICK &
PATAKY (1991) demonstraram que hé linhagens de milho com possibilidade real de resisténcia
ao fungo. Assim, a selegdo de hibridos com baixa suscetibilidade a infecgiio fiingica é atualmente
considerado um meio promissor para diminuir o risco de contaminag¢io por fumonisinas
(PASCALE et alii, 1997).

O presente artigo relata a ocorréncia de FB; e FB; em 3 hibridos de milho (BR
201, Cargill 901 e Contimax 322) plantadas em diferentes épocas em 4 locais do Estado de Séo
Paulo (Assis, Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga), Brasil. Caracteristicas especificas
como a duragdo do ciclo vegetativo dos hibridos de milho, local e época de plantio, condigdes
ambientais e microbiota fungica, foram avaliadas com relagio a sua possivel influéncia na

produc@o de fumonisinas nos hibridos estudados.
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MATERIAL E METODOS

Amostras

Um total de 48 amostras de hibridos de milho foram colhidas em 4 estagOes
experimentais do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), localizadas no Estado de S&o Paulo,
Brasil, na safra 1994/1995. Seis amostras foram coletadas em Assis, quinze, dezoito e nove foram

provenientes de Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga, respectivamente.

Foram escolhidos 3 tipos de hibridos disponiveis comercialmente segundo a
duragdo do ciclo vegetativo, ou seja, o periodo compreendido entre o plantio e o florescimento da
espiga. O hibrido duplo BR 201 (Sementes Mogiana) apresenta ciclo precoce, o hibrido simples
Cargill 901 (Sementes Cargill) apresenta ciclo super-precoce € o hibrido triplo Contimax 322
(Zéneca) apresenta ciclo normal. Os hibridos analisados possuiam endosperma semi-dentado e

amarelo.

Os hibridos foram cultivados em 4 locais diferentes (Figura 12), representando as
principais regides produtoras de milho do Estado de Sdo Paulo. Em cada regido os hibridos foram
plantados em periodos diferentes conforme a Tabela 11, representando um cultivo em cada
estacdo. A adubacédo de plantio e de cobertura foi feita em fungdo da analise quimica do solo € a

irrigagdo foi apenas suplementar.

Delineamento experimental
O delineamento utilizado em cada época de plantio foi o de blocos casualizados

com quatro repetigdes, ou seja, no periodo da colheita, 4 parcelas de cada hibrido foram sorteadas

e todo milho em cada parcela foi colhido e reunido. O tamanho da parcela foi de 4 linhas de 5
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metros espagadas de 0,9 metro entrelinhas por 0,2 metro entreplantas. O milho obtido foi seco,
debulhado e homogeneizado para retirada de uma amostra de 500 g. As amostras foram
analisadas quanto a microbiota fiingica no Laboratério de Micologia do Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sio Paulo (ALMEIDA,
1996) e acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em temperatura de -10°C até o
momento da determina¢@o quimica para fumonisinas no Laboratorio de Analise de Alimentos da

Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp).

3
Votuporanga
D
Ribeirao Preto

Assis

¥l
Cap{il;gC> Bonito /j:?

Figura 12 - Os locais onde foram coletadas as amostras de grios de milho no Estado de Sdo Paulo.

Tabela 11 - Epocas de plantio e colheita, ano agricola 1994/95, dos hibridos de milho (BR 201, Cargill 901 e
Contimax 322) em 4 regides paulistas.

Regiao Latitude (°) Longitude (°)  Altura (m) Epocas Plantio Colheita
Assis 22 40 50 28’ 583 1 27/09/94 16/02/95

2 18/10/94 17/02/95

Capdo Bonito 24 02 48 22 700 1 28/09/94 05/03/95
2 07/11/94 17/04/95

3 20/12/94 05/06/95

4 16/02/95 17/08/95

5 29/03/95 24/10/95

Ribeirao Preto 2211 47 48’ 621 1 30/09/94 01/03/95
2 03/11/94 27104/95

3 09/12/94 16/05/95

4 07/03/95 08/08/95

5 19/04/95 10/10/95

6 23/01/95 28/06/95

Votuporanga 2025 49 59’ 505 1 04/11/94 23/03/95
2 09/12/94 18/05/95

3 20/01/95 01/06/95
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Dados climatologicos

Os dados climatologicos foram fornecidos pelo Centro de Climatologia do
Instituto Agrondémico de Campinas (IAC). Os seguintes pardmetros foram analisados: indice

pluviométrico diario, temperatura minima e temperatura méaxima diarios.

Determinacio de Fumonisinas B; e B,
Padroes analiticos

O padrao de FB, foi obtido de CSIR Food Science and Technology (Pretoria-
Africa do Sul) e de FB; da Sigma Chemical Co. (EUA). As solu¢des estoque individuais de FB; e
FB, foram preparadas pesando-se 0,001g do padrdo e dissolvendo-se em 10 mL de acetonitrila-
agua (1:1-v/v), respectivamente, obtendo-se uma concentragio de 100 pg/mL. A solugio de
trabalho foi preparada a partir das solugdes estoque, misturando-se 200 pL de cada solu¢do
estoque, obtendo-se uma solugdo de 50 pg/mL de FB; + FB,. Todas as solu¢des de padrdes
foram armazenadas em frascos dmbar vedados, sob temperatura de -18°C (VISCONTI et alii,
1994).

Preparo das amostras

As amostras de milho foram trituradas em moinho até atingirem uma

granulometria entre 250-500 mesh.

Extragdo, limpeza e determinagdo das fumonisinas B; e B

A determinagio de FB; e FB; foi realizada segundo o método de SHEPHARD et

alii (1990) com algumas modificagdes. Cinquenta gramas da amostra foram homogeneizadas em
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liquidificador com 100 mL de metanol-dgua (3:1-v/v) durante 5 minutos. A mistura foi
centrifugada durante 10 minutos a 2500 rpm e o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro. O
filtrado teve o pH corrigido, quando necessario, para um pH entre 5,8-6,5 com hidréxido de sodio
I N. A limpeza foi realizada por extragdo em fase solida com coluna de troca anibnica forte
(SAX - Varian®). O condicionamento da coluna foi feito através de lavagens sucessivas com 10
mL de metanol seguidos por 10 mL de metanol-agua (3:1-v/v). Foram aplicados 10 mL do
extrato filtrado na coluna e, lavados com 10 mL de metanol-agua (3:1-v/v) seguidos por 6 mL de
metanol. As fumonisinas B; e B; foram eluidas com 20 mL de metanol-acido acético glacial

(95:5-v/v). O eluato foi evaporado sob fluxo de nitrogénio em banho de dgua a 60°C.

A determinagdo de fumonisinas foi realizada apés uma derivacdo com o-
ftaldialdeido (OPA), onde os extratos das amostras de milho foram redissolvidos em 500 uL de
acetonitrila-agua (1:1-v/v). Foram transferidos 100 uL deste extrato para um frasco e adicionados
200 pL do reagente OPA (dissolver 40 mg de OPA em 1 mL de metanol, diluir com 5 mL de
tamp3o tetraborato de sédio 0,1 M pH 10,4 e adicionar 50uL de 2-mercaptoetanol). Foi agitado
em ultra-som a 5-15°C durante 30 segundos, e injetados apds 60 segundos de reacdo no
cromatografo a liquido de alta eficiéncia (CLAE), consistindo de uma bomba M-510 (Waters
Associates, Millford, MA) com alga de injeg@o de 20 pL e um injetor tipo Rheodyne Inc. M-7125
(Cotati, CA) conectado a um detector de fluorescéncia HP 1046A com comprimento de onda de
excitagdo de 335 nm e de emissdo de 440 nm, e um integrador HP 3393A (Hewlett Packard,
Avondale, PA). As separagdes foram feitas em coluna (250 mm x 4.6 mm) Varian (Walnut
Creek, CA) empacotada com Microsorb-MV 5 um ODS de fase reversa, usando uma fase movel
composta por acetonitrila-agua-acido acético glacial (50:50:0,5-v/v/v) até 15 minutos, seguida
por acetonitrila pura at€ o final da corrida (30 minutos). A quantificagio foi feita comparando-se
as areas dos picos com as areas obtidas com a solugdo de trabalho (50pg/mL). Os limites de

detecgdo para FB; e FB, foram 0,020 e 0,040 pg/g, respectivamente.
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Controle de qualidade analitica

Todas as amostras foram analisadas em duplicata. As duplicatas foram analisadas
em dias diferentes. Cada conjunto de amostras analisado foi acompanhado com uma amostra
enriquecida artificialmente, isto €, para as amostras extraidas no mesmo dia uma quantidade de
toxina (2 pg/g de FB; e FB,) foi adicionada em uma amostra conhecida no dia anterior a
extragdo. Estas amostras foram usadas para avaliar a recuperagdo e para a quantificagdo, assim
todos os resultados foram corrigidos pela recuperacdo encontrada. Os seguintes critérios de
qualidade analitica foram definidos: a recuperagdo deveria estar entre 58-110% e o coeficiente de

variagdo entre as duplicatas inferior a 30%.

Analise estatistica

Um delineamento “split-plot” em blocos totalmente casualizados (com graus de
liberdade em parénteses) foi usado em cada cultivo com duas replicatas (blocos (1)). Os
diferentes cultivos em ambientes diversos (15) foram os tratamentos principais e os
subtratamentos foram as quatro regiGes do Estado de Sdo Paulo (Assis (1), Capdo Bonito (4),
Ribeirdo Preto (5) e Votuporanga (2)) e os hibridos (2).

Um segundo delineamento “split-plot” em blocos totalmente casualizados foi
utilizado para avaliar épocas de cultivo (4) entre as regides de Capdo Bonito e Ribeirdo Preto (1)

e o comportamento dos hibridos (2).

Os efeitos significativos principais e as interagdes em “split-plot” foram avaliados
utilizando o teste de Duncan com 5 e 1 % do nivel de probabilidade. A analise de variincia
(ANOVA) e o teste de Duncan foram realizados através do programa “Sistema de Analise
Estatistica” (SANEST) desenvolvido por Elio Prado Zonta e Amauri Almeida Machado, Escola
Superior de Agronomia Luis de Queiroz, Universidade Estadual de Sao Paulo, Sdo Paulo.
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A analise de regressdo linear foi realizada para correlagdo entre a ocorréncia de

fumonisinas e a presenga de Fusarium spp. nas amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Controle de qualidade analitica

O controle de qualidade analitica realizado esta apresentado na Tabela 12, e o

cromatograma do extrato de milho naturalmente contaminado est4 sendo mostrado na figura 13.

Tabela 12 - Controle de qualidade do método de anslise usado para a determinagfio de fumonisinas B, ¢ B,.

Caracteristicas Método Resultado
Recuperacdo Média de 12 dias. Brancos FB, =89.8+15%
adicionados de 2 pg/g de FB, ¢ FB, FB, =797 + 18%
Limite de detecgio corrigido pela recuperagio FB,; = 0,022 pg/g
FB, = 0,050 pg/g

Ocorréncia de fumonisinas B; e B; em 3 hibridos de milho cultivados em 4 regides do Estado

de Sao Paulo, Brasil

Todos os cultivos de milho analisados continham FB; e FB; em niveis que
variaram de 0,23 a 15,96 pg/g para FB, (concentragdo média de 4,46 + 3,65 e mediana de 3,87
ung/g) e de 0,13 a 7,01 pg/g para FB; (1,39 £ 1,36 e 1,06 ug/g) (Tabela 13). O valor da mediana,
segundo MURPHY et alii (1993), € mais representativo que a média para a distribuicio de

fumonisinas em milho.
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FB1 (4.9 ug/g)

FB2 (1,8ug/g)

Figura 13 - Cromatograma de uma amostra de milho naturalmente contaminada com 4,9 e 1,8 pg/g de fumonisina
B, e B.. respectivamente. Condigdes cromatogrificas: coluna (250 mm x 4,6 mm) Varian (Walnut
Creek, CA) empacotada com Microsorb-MV 5 pm ODS de fase reversa; fase movel composta por
acetonitrila-dgua-acido acético glacial (50:50:0,5-v/v/v) até 15 minutos, seguida por acetonitrila pura;
comprimentos de onda de excita¢do e emissio foram 335 nm e 440 nm; fluxo de 1,0 mL/min.

Desde o primeiro relato da ocorréncia natural de FB; em milho (SYDENHAM et
alii, 1990a) varios trabalhos sobre a ocorréncia de fumonisinas em milho tém sido publicados
conforme a revisdo bibliografica de SHEPHARD et alii (1996). Os niveis médios de FB; e FB,
nos milhos analisados foram superiores aos niveis encontrados na Africa do Sul (RHEEDER et
alii, 1995), Argentina (SYDENHAM et alii, 1993; RAMIREZ et alii, 1996), Benin (DOKO et
alii, 1995), Canada (STACK & EPPLEY, 1992), China (YOSHIZAWA et alii, 1994; CHU & LI,
1994), Coréia do Sul (CHUNG & KIM, 1995), Costa Rica (VIQUEZ et alii, 1996; DANIELSEN
& JENSEN, 1998), Croacia (DOKO et alii, 1995), Estados Unidos (MURPHY et alii, 1993;
CHAMBERLAIN et alii, 1993; RICE & ROSS, 1994; SHELBY et alii, 1994), Filipinas
(YAMASHITA et alii, 1995), Holanda (NUS et alii, 1998), india (SHETTY & BHAT, 1997),
Indonésia (YAMASHITA et alii, 1995), Italia (BOTTALICO et ali, 1995; DOKO &
VISCONTI, 1994; DOKO et alii, 1995), Malawii, Mogambique (DOKO et alii, 1996), Nepal
(UENO et ali, 1993), Polonia (DOKO et alii, 1995, PASCALE et alii, 1997), Portugal (DOKO et
alii, 1995), Quénia (DOKO et alii, 1996), Roménia (DOKO et alii, 1995), Tailindia
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(YOSHIZAWA et alii, 1996), Tanzania, Uganda (DOKO et alii, 1996), Uruguai (PINERO et alii,
1997), Zambia (DOKO et alii, 1995) e Zimbabwe (DOKO et alii, 1996), cujos niveis médios
variaram de 0,01 a 3,15 pg/g para FB; e de 0,004 a 1,6 pg/g para FB,. Os valores médios foram
semelhantes aos relatados no Brasil (Estados de Goias, Mato Grosso do Sul e Parand)
(HIROOKA et alii, 1996) e na China (UENO et alii, 1993), cujos niveis médios variaram de 2,72
a 10,59 pg/g para FB; e 2,34 a 10,31 pg/g para FB,. Mas, os valores por nos encontrados foram
inferiores aos relatados nos Estados Unidos por SHELBY et alii (1994) cujos niveis variaram de
5,8 a30,5 ng/g.

Os niveis de FB; e FB; (médiatdesvio padrio e mediana entre parénteses)
variaram de 0,23 a 15,96 (4,59+4,31 € 3,48) e de 0,13 a 5,87 (1,47+1,49 e 1,06) ug/g no hibrido
BR 201, de 0,26 a 11,03 (4,88+2,74 € 4,70) e de 0,21 a 3,13 (1,40+0,89 e 1,25) ug/g no hibrido
Cargill 901 e de 0,30 a 13,58 (3,92+3,88 e 2,64) e de 0,16 a 7,01 (1,29+1,65 e 0,76) pg/g no
hibrido Contimax 322, respectivamente. Os niveis médios de fumonisinas encontrados foram
maiores do que aqueles detectados em genoétipos da Argentina (RAMIREZ et alii, 1996), Benin,
Croacia, Italia, Portugal, Roménia, Zambia (DOKO et alii, 1995) e Polénia (DOKO et alii, 1995;
PASCALE et alii, 1997) (Figura 14).

5 m fumonisina B1
= fumonisina B2

45+

BR 201 C 901 CX 322

Figura 14 - Niveis médios de FB; e FB; em 3 hibridos (BR 201, C 901 e CX 322) de milho provenientes do Estado
de Sdo Paulo, safra 1994/1995.
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Nenhuma correlag@o foi observada entre os niveis de fumonisinas encontrados € o
fator de precocidade do hibrido em cada regido. Comportamento semelhante foi observado por
DOKO et alii (1995). Entretanto, os autores sugerem que ha uma correlagdo positiva entre a
contaminagdo por fumonisinas e o tempo de exposi¢ao das sementes de milho a infecgdo fiingica.
Em nosso experimento, o hibrido Contimax 322 com ciclo vegetativo maior que os demais
hibridos, apresentou uma contaminagdo média inferior aos hibridos de ciclo precoce e super-
precoce. Uma vez que a colheita foi realizada na mesma época para todos os hibridos (Tabela
11), o tempo de permanéncia da espiga no campo do hibrido CX 322 apés o periodo de
maturagao foi menor que os hibridos de ciclo precoce e super-precoce, por ter ciclo vegetativo
maior. Este fato pode contribuir para que este hibrido apresente uma contamina¢io média de
fumonisinas inferior aos demais hibridos. Para verificar o efeito de tempo de permanéncia da
espiga no campo apos a maturagdo foi realizado um teste de correlagio com a quantidade de FB,

e FB; encontrada. A correlagéo foi negativa tanto para FB; (r=-0,40) como para FB; (r=-0,36).

Os niveis de FB; e FB; (médiatdesvio padrio e mediana entre parénteses)
variaram de 3,15 a 11,10 (6,57+3,03 e 5,52) e de 0,57 a 3,26 (1,94+0,97 ¢ 1,73) pg/g em Assis,
de 0,23 a 11,03 (3,08+3,12 € 2,01) e de 0,14 a 3,13 (1,09+0,93 e 0,83) ng/g em Capao Bonito, de
1,65 a 11,68 (4,48+2,47 € 4,02) e de 0,50 a 2,22 (1,14+0,57 e 1,06) pg/g em Ribeirdo Preto e de
0,30 a 15,96 (5,33+£5,90 e 4,02) e de 0,13 a 7,01 (1,99+2,66 e 0,54) pg/g em Votuporanga,
respectivamente (Figura 15). As figuras 16, 17 e 18 mostram a temperatura minima mensal, a
temperatura maxima mensal e o total pluviométrico mensal nas quatro localidades estudadas. Os
niveis de FB; foram significativamente (P<0,05) menores somente em Capao Bonito, e ndo
houve diferenga entre as regides estudadas para os niveis de FB,. Este resultado sugere que 0
milho da regido de Capdo Bonito, temperatura mais baixa e menor quantidade de chuva,
apresentou-se menos contaminado por fumonisinas. Entretanto, os niveis médios de fumonisinas
foram altos nas quatro regides (> 1 pg/g). No ltimo cultivo de Votuporanga observou-se um
aumento consideravel da contaminagio por fumonisinas nos 3 hibridos amostrados, coincidindo
com o ataque de passaros (maritacas e periquitos) comum nesta regido que, ao danificarem a

espiga favorecem a entrada de fungos produtores de fumonisinas.
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Tabela 13 -Ocorréncia natural de fumonisinas B, ¢ B, em 3 hibridos de milho provenientes de 4 estacdes
experimentais do Estado de Sio Paulo, Brasil.

E",pocas" Hibridos concentracio de fumonisina (pg/z) b
de milho FB, FB, FB, + FB, FB./FB,
Assis
1 BR 201 5,99 1,79 7.78 0,30
2 11,10 3.26 14.36 0.29
1 cam 4,76 1,51 6,27 0,32
2 935 2.86 12,21 0,31
1 Cx 322 5.05 1.66 6,71 033
2 3,15 0.57 3,72 0,18
Capio Bonito
1 BR 201 2.67 0,96 3.63 0,36
2 736 2.63 9,99 0,36
3 1,97 0,83 2,80 0,42
4 0.23 0,16 0,39 0.70
5 0.37 0,14 0,51 0,38
1 C901 11,03 3.13 14,16 0.28
2 5,07 1,52 6,59 0,30
3 4,81 1,70 6,51 0,35
4 0,26 0.21 0.47 0.81
5 2,01 0,75 2.76 0,37
1 Cx322 2,54 1,29 3.83 0,51
2 5.37 1.84 7,21 0.34
3 0,39 022 0.61 0,56
4 0.33 0,19 0,52 0,58
5 1.81 0,80 2,61 0.44
Ribeirdo Preto
1 BR 201 3.71 1.30 5,01 0.35
2 1,66 0.54 2,20 0,33
3 6,38 2,14 8,52 0.34
4 6.56 1,50 8,06 0,23
5 5.01 1.07 6,08 0.21
6 3,24 1,04 428 0,32
1 C o 433 1.25 5,58 0,29
2 6,95 2,22 9.17 0,32
3 2.23 0,54 2,77 0,24
4 3,38 0.80 4,18 0.24
5 2,97 0,63 3.60 0,21
6 4,84 0,92 5.76 0,19
1 Cx 322 4.56 1,23 5.79 0,27
2 1,65 0,59 2.24 0,36
3 11,68 2,19 13,87 0,19
4 6,35 1,33 7.68 0,21
5 2.45 0,50 2.95 0,20
6 2,74 0,72 0,72 0,26
Votuporanga
1 BR 201 0,79 0,13 0,92 0,16
2 0,39 0,15 0,54 0,38
3 15,96 5,87 21,83 0,37
1 C9m 4,02 0,54 4,56 0,13
2 4.63 1,24 5,87 0,27
3 7.45 2,58 10,03 0,35
1 Cx 322 0,30 0,16 0,46 0,53
2 0,83 0,27 1.10 0,33
3 13.58 7.01 20,59 0,52

* limite de detecgdo - FB, = (0,020 pg/g FBa = 0,040 pg/s ** épocas — més de plantio (ver Tabela 11)
*#%* concentragio média das duplicatas corrigidas pelo valor das recuperagdes obtidas na data da analise.
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Figura 15 - Niveis médios de FB; ¢ FB, provenientes das regides de Assis, Capdo Bonito, Ribeirdo Preto ¢
Votuporanga, safra 1994/1995.
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Figura 16 - Temperatura minima mensal para quatro localidades paulistas.
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Figura 17 - Temperatura maxima mensal para quatro localidades paulistas.
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Figura 18 - Total pluviométrico mensal para quatro localidades paulistas.
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A concentragdo total de FB; e FB, variou de 0,39 a 21,383 pg/g com um valor
médio de 5,79+4,97 e mediana de 4,79 pg/e. A figura 19 mostra que a variagdo prevalecente de
FB, + FB; nos milhos analisados foi de 2,51 a 7,50 pg/g, com uma frequéncia de 50%. Acima de
80% das amostras continham niveis superiores a 1 pg/g, limite proposto pela Sui¢a como limite
temporario para milho e produtos derivados do milho destinados a populagdo humana (ZOLLER
et alin, 1994). Foi observado que esta frequéncia (83,33%) foi bem superior ao verificado em
outros paises, como: 5,5% na Coréia do Sul (CHUNG & KIM, 1995), 22,9% na India (SHETTY
& BHAT, 1997), 30% na Italia (DOKO & VISCONTI, 1994), 5,4% em paises do Leste e do Sul
da Afiica (DOKO et alii, 1996), 5,6% em paises do Sudeste da Asia (YAMASHITA et alii, 1995)
e 14% no Uruguai (PINERO et alii, 1997); mas proximo ao 60% relatados na Argentina
(RAMIREZ et alii, 1996). Vinte e quatro amostras (50%) estavam contaminadas com niveis de
FB; e FB; acima de 5 pg/g, niveis de contaminacdo consideradas importantes segundo as
recomendacdes da Comissdo de Micotoxinas da “American Association of Veternary
Diagnostician” (RILEY et alii, 1993). Um total de 5 amostras (10,42%) apresentaram niveis de
FB; acima de 10 pg/g, ou seja, quantidade suficiente para causar a leucoencefalomalacia em
eqtiinos segurido ROSS et alii (1992). Estes dados, como os demonstrados por HIROOKA et alii

(1996), sdo importantes por apresentar risco potencial a satide humana e animal.

A razdo FB,/FB; variou de 0.13 a 0,81 (mediatdesvio padrio = 0,34+0,14,
mediang = 0,33). Estes dados mais uma vez confirmam que a FB;, é a que normalmente
predomina dentre as fumonisinas produzidas sob condigdes naturais (THIEL et alii, 1992). A
reflagdo media FB,/FB; em amostras provenientes da Argentina foi de 0,30 (RAMIREZ et alii,
1996), 0,29 em amostras de Benin, Croacia, Italia, Polonia, Portugal, Roménia e Zambia (DOKO
et alii, 1995) e 0,33 em amostras dos Estados Unidos (STACK & EPPLEY, 1992), semelhantes a

relagdo média obtida no presente trabalho (0,34).
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Figura 19 - Distribuicdo em niveis das fumonisinas B,+B, em 3 hibridos de milho plantado em 4 estagdes
experimentais de Sdo Paulo, na safra 1994/1995.

Avaliagdo da influéncia das varidveis climdticas e micoflora na producio de fumonisinas nos

hibridos analisados

A analise estatistica dos dados totais mostra que ha diferengas significativas entre
as épocas (P<0,001). Através do desdobramento estatistico entre os hibridos e as regides de
plantio foi comprovado que a distribui¢do dos niveis de fumonisinas em cada época é de forma
aleatoria dentro de cada local e cultivar. Estes resultados sugerem uma relagdo com as condigdes
ambientais. Para verificar o efeito ambiente foi realizado uma segunda analise no delineamento
de blocos casualizados ao acaso com parcela subdividida com as épocas 1 a 5 de Capao Bonito e

Ribeirdo Preto, pois apresentavam épocas de plantio semelhantes.

A analise de varidncia e o teste de Duncan demonstraram que ha diferencas
significativas (P<0,001) nos niveis de FB; e FB; em fungio da época de plantio (Tabela 13). Os
cultivos 4 e 5 foram da safra cultivada extemporaneamente (“safrinha™), considerados mais

susceptiveis a infecgdes e maiores danos nas sementes (HIROOKA et alii, 1996). Entretanto, os
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resultados demonstraram que neste periodo os niveis de contaminagdo por fumonisinas foram
menores, quando correlacionados com as condigOes climaticas do Estado de Sdo Paulo. Os meses
de verdo sdo marcados por altas temperaturas e alta pluviosidade, contrastando com os meses de
inverno que sdo caracterizados pela diminuigdo acentuada do indice pluviomeétrico (BRUNINI,
1997) (Figuras 16, 17 e 18). Entretanto, estes resultados diferem dos encontrados por HIROOKA
et alii (1996) que ndo encontraram diferencas entre a safra normal e a “safrinha” no Estado do

Parana.

Os principais fatores que tém sido apontados como possiveis responsaveis por
altas contaminagdes em milho por fumonisinas sdo: temperaturas elevadas, umidade baixa e
tempo seco (SHELBY et alii, 1994), chuvas durante a maturagdo da espiga ou €poca da colheita
(BACON & NELSON, 1994, VIQUEZ et ali, 1996 e SHETTY & BHAT, 1997) e o dano
causado por insetos (SHEPHARD et alii, 1996; DANIELSEN & JENSEN, 1998).

Amostras de milho colhidas em periodo chuvoso associado a temperaturas baixas
(<20°C), ndo apresentaram altos niveis de fumonisinas (dados observados em Capio Bonito).
Entretanto, estudos de laboratorio tém estabelecido que a temperatura 6tima de produgdo de
fumonisinas encontra-se entre 15 a 20 °C. Le BARS et alii (1994) verificaram que temperaturas
entre 19 a 28°C ocorre uma grande producdo de FB, pelo /. moniliforme, com um maximo a
20°C. MELCION et alii (1998) demonstraram que a melhor temperatura de produg¢io de FB; pelo
F. proliferatum é de 15°C.

A umidade necessaria para haver produgdo de FB; em grdos de milho ¢ de 22 a
50%, com uma producdo maxima a 32% (Le BARS et alii, 1994). A atividade de agua (Aa) de
0,925 produz pequena quantidade de FB; e FB,, sendo que 0,956 de Aa para o F. moniliforme e
0,968 para o [ proliferatum sao as condiges ideais para a produgdo destas micotoxinas
(MARIN et alii, 1995). Portanto, os dados da Tabela 14 sugerem que a produgdo de fumonisinas

ocorreu antes da secagem das amostras, ou seja, na pré-colheita ou durante a colheita, pois
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segundo CHULZE et alii (1996), na Argentina, onde o ciclo completo de desenvolvimento do
milho € mais longo que no Brasil, a produgio de fumonisinas ocorre apos 75 dias do
florescimento, na ultima etapa de maturagio dos grios onde ha prevaléncia do F. proliferatum e

F. moniliforme.

A correlagdo entre o nivel de contaminagdo com Fusarium e a concentragdo de
fumonisinas detectadas nas mesmas amostras foi nula (r(FB;) = 0,048 e FB, = -0,088).
Semelhante ao resultado obtido na Argentina por RAMIREZ et alii (1996) e na Costa Rica por
DANIELSEN & JENSEN (1998). Mas diferindo dos resultados obtidos na Africa do Sul por
RHEEDER et alii (1992), cuja correlagdo foi pobre em amostras visualmente fungadas e
SYDENHAM et alii (1993) que foi estatisticamente significante (P<0,05).

As analises microbiologicas realizadas por ALMEIDA et alii (1996)
demonstraram uma populagdo fiingica constituida predominantemente por Fusarium spp.,
Aspergillus spp. e Penicilium spp. (Tabela 14), fungos importantes do ponto de vista toxigénico
(LILLEHOJ & ZUBER, 1988). Os demais fungos encontrados (Geotrichum spp., Cladosporium
spp., Trichoderma spp. e Fungos Nao Esporulados), normalmente aparecem colonizando a planta
em crescimento no campo. Entretanto, tais microrganismos n3o sdo importantes quanto a
produgdo de micotoxinas. Do total de amostras, a espécie predominante foi o F. moniliforme
(53,8%) seguido pelo A4. flavus (17,9%) e F. subglutinans (7,7%). Ao considerar o numero de
unidade formadoras de colonias (UFC/grama) (Tabela 14), os valores obtidos encontram-se
acima dos normais, recomendados pela “International Comission on Microbiological
Specifications for Foods” (1980), na ordem de 10?-10*. No Brasil, outros autores também referem
a alta frequéncia de F. moniliforme (MEIRELLES et alii, 1994; POZZI et alii, 1995 ¢ HIROOKA
et alii, 1996), quanto ao F. subglutinans, os resultados so discordantes de POZZI et alii (1995)
que verificaram a incidéncia nula deste fungo, porém apontam o F. proliferatum como a segunda
especie mais comum em milho. CHULZE et alii (1996) mostrou que o F. subglutinans foi a
especie predominante no periodo de 60 dias apos o florescimento e ndo durante a colheita, cuja

prevaléncia € do F. moniliforme e F. proliferatum.

120



Tabela 14 - Umidade, atividade de dgua e unidade formadoras de col6nias de fungos do género Fusarium, Aspergillus,
Penicillium e outros de 48 amostras de hibridos de milho coletados em 4 estagdes experimentais agricolas do Estado
de Sdo Paulo, safra 1994/1995 (ALMEIDA, 1996).

Epocas * Hibridos Teor de Atividade Contagem de fimgos (UFC/g x 10°) o
de milho  umidade (%)  de dgua (Aa) Fusarium spp. Aspergillus spp.  Penicillium spp.  Outros Total

Assis
1 BR 201 10,6 0,63 4 20 41 0 65
2 11,4 0,63 0 66 0 0 66
1 Cc901 12,1 0,63 0 108 6 0 114
2 11.8 0,63 0 79 3 0 82
1 Cx 322 10,5 0.63 0 11 5 16
2 11,1 0,62 43 8 0 0 51

Capdo Bonito
1 BR 201 11,0 0,68 0 0 6 0 6
2 10,5 0,61 48 0 3 0 51
3 11,3 0,74 14 0 0 0 14
4 5,0 0,60 0 0 0 34 34
5 8.6 0.57 0 0 0 1 1
1 C901 13,5 0.69 0 0 20 0 20
2 11,6 0,62 43 0 25 0 68
3 11,8 0.73 2 1 0 0 3
4 16,8 0,54 4 0 0 28 32
5 g9 0,54 0 0 0 4 4
1 Cx 322 14,0 0,70 0 0 4 0 4
2 10,8 0,30 7 0 23 0 30
3 10,6 0,99 0 4 0 0 4
4 16,2 0,53 17 0 0 0 17
5 9,3 0,56 5 0 0 2 T

Ribeirde Preto
1 BR 201 11,5 0,69 0 0 7 0 F
2 10,6 0,65 100 0 0 a 100
3 9.6 0,65 141 0 0 0 141
4 9,0 0,56 53 0 0 0 53
5 9,1 0,59 0 0 7 0 7
6 10,6 0,61 18 0 0 0 18
1 C901 12,0 0,73 0 0 6 0 6
2 9.6 0,65 8 0 1 1 10
3 11,4 0,65 127 0 2 0 129
4 8.6 0,52 107 0 4 0 111
5 12,2 0,58 31 0 2 0 33
6 11,0 0.61 169 0 0 0 169
1 Cx 322 12,5 0,74 0 0 12 0 12
2 10,8 0,65 6 0 1 0 7
3 9.4 0,66 153 0 0 0 153
4 9,0 0.53 33 0 0 0 33
5 9.4 0,58 137 0 0 0 137
6 10,3 0,62 119 0 0 0 119

Votuporanga

1 BR 201 9.1 0,57 0 1 0 3 4
2 84 0.65 0 0 4+ 0 4
3 9.3 0,66 0 0 0 1
1 C 901 10,3 0.57 4 2 1 0 7
2 8,6 0,64 0 1 0 0 1
3 9.3 0.66 0 0 1 0 1
1 Cx 322 9.4 0,58 0 1 0 0 1
2 9,0 0.66 0 2 0 0 2
3 9.3 0,66 4 3 0 0 9

* - Epocas — més de plantio (ver Tabela 11) ** _ Qutros: Geotrichum spp., Trichoderma spp., Cladosporium spp. e Fungos Nao Esporulados.
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CONCLUSOES

Os dados colhidos no presente trabalho mostram teores de fumonisinas no milho
do Estado de Sao Paulo dentre os mais elevados do mundo e indicam a necessidade tanto de
fiscalizagdo como de estudos que indiquem meios de evitar a produgio da toxina ou ainda que

viabilizem a sua eliminagdo.

A avaliagdo dos fatores climaticos e agronémicos com relagdo a produgio de
fumonisinas nos cultivares de milho estudados demonstraram que condi¢des ambientais tais
como indice pluviométrico elevado, temperatura elevada (Setembro a Margo) e a época de
plantio (safra normal) favoreceram a produgéo de altos niveis de fumonisinas. Pesquisas futuras
sdo necessarias para determinar a relagdo entre contaminagdo por fumonisinas e a resisténcia de

hibridos em cada regido de plantio durante as safras agricolas anuais.
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OCORRENCIA DE AFLATOXINAS, OCRATOXINA A E
ZEARALENONA EM CULTIVARES DE MILHO NO ESTADO
DE SAO PAULO, SAFRA 1997/1998

RESUMO

A ocorréncia de aflatoxinas B;, B, Gy, Gz, ocratoxina A e zearalenona foi avaliada
em 48 genotipos de milho de diferentes tipos de cultivar, de endosperma e duragdo do ciclo
vegetativo. Cento e dez amostras foram avaliadas quanto ao teor de micotoxinas e a influéncia
das condigdes climaticas e caracteristicas agronémicas em trés esta¢des experimentais do Estado
de Sa@o Paulo (Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga), durante a safra 1997/1998. Sessenta
amostras (54,5%) foram positivas para aflatoxina B; (AFB,), cinquenta e sete amostras (51,8%)
para aflatoxina B, (AFB;), doze amostras (10,9%) para aflatoxina G, (AFG;) e oito amostras
(7,3%) para aflatoxina G, (AFG;). Os niveis de aflatoxinas variaram amplamente entre os
cultivares analisados, de ndo detectado (nd) a 1600 pg/kg para AFB,, de nd a 192 pg/kg para
AFB:, de nd a 280 pg/kg para AFG; e de nd a 69 ug/kg para AFG,. Apenas dois cultivares
apresentaram-se contaminados com ocratoxina A (OA) (128 e 206 pg/kg) e somente um com
zearalenona (ZEA) (4640 pg/kg), todos provenientes de Capdo Bonito. Houve diferenca
significativa entre os locais de plantio com relagdo a concentragdo de aflatoxinas encontradas nas
amostras. A alta ocorréncia de aflatoxinas em Votuporanga esta fortemente associada aos
“veranicos” (auséncia de chuvas e calor intenso) na fase de florescimento e enchimento dos
graos. Nenhuma correlagdo foi encontrada entre a concentragdo de AFB; e AFB; e tipos de
cultivar, de endosperma e duragdo do ciclo vegetativo. Houve uma interagdo significativa entre a
ocorréncia de AFB; e AFB; e os cultivares, mas ndo foi possivel avaliar a resisténcia destes
genotipos frente a produ¢do destas micotoxinas. Cinquenta e cinco amostras (50%) apresentaram

niveis de aflatoxinas acima de 20 pg/kg.

Unitermos: Aflatoxinas, Ocratoxina A, Zearalenona, Ocorréncia, Milho.



INTRODUCAO

O milho € uma cultura de ampla dispersdo geografica, sendo cultivado em todo o
territorio nacional. Tal aspecto evidencia as diferentes condigdes climaticas as quais esta cultura
esta submetida durante o seu desenvolvimento. Além disso, devido a grande variabilidade
genética e aos intensos trabalhos de melhoramento genético, o milho é uma cultura que esta
sempre apresentando modificagdes nas suas caracteristicas. Nota-se que cada vez mais ha uma
substituicdo dos cultivares de porte alto e ciclo longo por cultivares de porte baixo e de ciclo
vegetativo mais precoce, sendo precocidade entendida como o periodo desde a germinagdo até o
florescimento masculino (BRUNINI, 1997).

O milho est4 sujeito a contaminagdo por fungos toxigénicos quando ha condi¢des
inadequadas de cultivo, colheita, transporte e estocagem (HENNIGEN & DICK, 1995). A
contamina¢do por micotoxinas em grdos de milho é um grande problema nos paises em
desenvolvimento e que apresentam clima tropical e subtropical. Esta contaminagio ¢ responsavel

por problemas de saude no homem e em animais (SINHA, 1990).

Os principais géneros de fungos produtores de micotoxinas sdo Aspergillus,
Fusarium e Penicillium. As aflatoxinas s3o produzidas principalmente por cepas de Aspergillus
Sflavus e Aspergillus parasiticus. Estes organismos sdo transmitidos para as plantas no campo
através do vento e insetos. A produgdo de aflatoxinas By, B, G; e G2 no campo depende da
espécie predominante e esta associada ao estresse de seca e danos por insetos (RICHARD et alii,
1993). As aflatoxinas sdo carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas, representam um risco a
saude publica, havendo pois a necessidade de desenvolver medidas de controle durante o

processo de produgdo de alimentos: cultivo, colheita, armazenamento e transporte (WHO, 1979).

Dentre as micotoxinas produzidas por espécies de Fusarium estdo a zearalenona,

as fumonisinas e os tricotecenos. A zearalenona (ZEA), produzida especialmente pelo Fusarium
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graminearum, tem sido associada com ago estrogénica e anabélica em varias espécies. A ZEA
causa hiperestrogenismo e infertilidade em suinos (MIROCHA & CHRISTENSEN, 1974;
PRELUSKY et alii, 1994) e puberdade precoce em humanos (KUIPER-GOODMAN et alii,
1987). Periodos imidos sdo suspeitos de causar alta ocorréncia de ZEA em milho (BENNETT &
ANDERSON, 1978).

A ocorréncia da ocratoxina A (OA) em milho foi primeiramente relatada por
SHOTWELL et alii (1969). Varios fungos tém sido relacionados como produtores de OA entre
eles: Aspergillus ochraceus, Penicillium viridicatum, A. sulphureus (SCOTT et alii, 1970), A.
melleus (LAI et alii, 1970) e mais recentemente os fungos: A. niger var. niger (ABARCA et alii,
1994), A. fumigatus, A. versicolor e A. alliaceus (ABARCA et alii, 1997). A OA ¢ mutagénica,
teratogénica e nefrotoxica, principalmente em suinos, e parece estar envolvida na etiologia da

nefropatia endémica dos Balcas (CASTEGNARO et alii, 1987).

Os principais fatores que favorecem a producdo de micotoxinas em milho sio: alta
umidade, elevadas temperaturas, tempo prolongado de permanéncia no campo ap6s maturacgdo da
espiga, dano mecédnico no grdo, insetos e flora fungica (LILLEHOJ & ELLING, 1983;
ABRAMSON, 1991).

A preven¢@o da contaminagdo por aflatoxinas no milho pode ocorrer através do
controle de alguns fatores (ZUBER & LILLEHOJ, 1979): (a) genétipos resistentes a infeccdo
pelo A. flavus ou A. parasiticus (McMILLIAN et alii, 1982; ZUBER et alii, 1983); (b) genotipos
resistentes aos danos causados por insetos e uso de inseticidas e (c) praticas agricolas para reduzir

o estresse da seca incluindo a irrigag@o e a adequada fertilidade do solo.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento de cultivares de

milho plantados em trés regides do Estado de Sdo Paulo quanto a contaminacgio de aflatoxinas,
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zearalenona e ocratoxina A. Foi ainda avaliada a influéncia das condi¢des climatologicas e das

caracteristicas agronomicas dos cultivares.
MATERIAL E METODOS
Amostras
Um total de 110 amostras de cultivares de milho foram colhidas em 3 estacdes
experimentais agricolas do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), localizadas no Estado de

Sao Paulo, Brasil, na safra 1997/1998. Sendo 36 amostras provenientes de Capdo Bonito, 36 de
Ribeirdo Preto e 38 de Votuporanga (Figura 20).

o
Votuporanga

Ribeir&o Preto

Capéo Bonito
>

Figura 20 - Estacbes Experimentais utilizadas em 1997/98 no Estado de Sdo Paulo: Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e
Votuporanga.
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Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o de latice quadrado, com 36 tratamentos em
todas as regides, com exce¢do de Votuporanga onde foram incluidos 38 tratamentos. As parcelas
foram constituidas de quatro linhas de 5 metros de comprimento, empregando-se as duas centrais
para as avaliagdes. O espacamento foi de 0,9 m entre linhas e o nimero de plantas por metro
igual a 5. Dos cultivares avaliados, 29 foram comuns nas trés regides, sendo os demais avaliados

apenas em cada regido (Tabela 15).

As datas de plantio foram 16/10/97, 02/12/97 ¢ 17/11/97 e as de colheita foram
16/03/98, 13/04/98 e 26/03/98 em Capao Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga, respectivamente.

Ap6s a colheita, o milho obtido foi seco, debulhado e homogeneizado para retirada
de uma amostra de 500 g. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas

em temperatura de -18°C até o momento da analise laboratorial.

Dados climatolégicos
Os dados climatologicos foram fornecidos pelo Centro de Climatologia do

Instituto Agrondémico de Campinas (IAC). Os seguintes pardmetros foram analisados: indice

pluviométrico diario, temperatura minima, temperatura média e temperatura maxima diarios.
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Tabela 15 - Caracteristicas dos cultivares de milho avaliados no Estado de S4o Paulo na safra de 1997/1998.

Cultivar Empresa Tipo de cultivar Endosperma Ciclo vegetativo

comuns a todos 0s campos experimentais

Agromen 2012 Agromen Hibrido duplo Semidentado Superprecoce

AL 30 CATI Variedade Semidentado Normal

AL 34 CATI Variedade Semidentado Normal

AS 3466 Agroeste Hibrido triplo Duro Precoce

Avant Novartis Hibrido simples Semiduro Precoce

BR3123 Unimilho Hibrido triplo Semiduro Precoce

C333B Cargill Hibrido simp. mod. Semiduro Normal

C435 Cargill Hibrido duplo Semiduro Precoce

C444 Cargill Hibrido duplo Semiduro Precoce

C 505 Cargill Hibrido triplo Semidentado Precoce

C 806 Cargill Hibrido triplo Semiduro Superprecoce

C 909 Cargill Hibrido simples Semiduro Superprecoce

Co32 Colorado Hibrido triplo Semiduro Precoce

Co42 Colorado Hibrido duplo Semiduro Precoce

CO 9560 Colorado Hibrido simples Semiduro Precoce

Dma 1000 Dmamilho Hibrido simp. mod. Semiduro Precoce

Dma 766 Dmamilho Hibrido simp. mod. Semiduro Superprecoce

Exceler Novartis Hibrido triplo Semidentado Precoce

Master Novartis Hibrido triplo Dentado Normal

MR 2601 Ribeiral Hibrido simples Duro Precoce

P 3041 Pioneer Hibrido triplo Duro Precoce

Savana Novartis Hibrido triplo Semiduro Normal

XL 251 Braskalb Hibrido simples Semiduro Precoce

XL 345 Braskalb Hibrido triplo Semiduro Precoce

XL 360 Braskalb Hibrido triplo Duro Precoce

Z 8392 Zeneca Hibrido simples Semiduro Superprecoce

Z 8440 Zeneca Hibrido triplo Semiduro Precoce

Z 8474 Zeneca Hibrido simples Semiduro Precoce

78501 Zeneca Hibrido triplo Semidentado Precoce
Avaliados em Capdo Bonito

AG 1043 Agroceres Hibrido duplo Semidentado Normal

AG 1051 Agroceres Hibrido duplo Dentado Normal

AG 5011 Agroceres Hibrido triplo Semidentado Precoce

BR 2121 Embrapa Hibrido duplo Semiduro Precoce

FT 9043 FT/Balu Hibrido triplo Semiduro Precoce

P 3071 Pioneer Hibrido triplo Duro Precoce

XL 269 Braskalb Hibrido simples Duro Precoce
Avaliados em Ribeirdo Preto

AG 1051 Agroceres Hibrido duplo Dentado Normal

AG 4051 Agroceres Hibrido duplo Dentado Normal

FT 9043 FI/Balu Hibrido triplo Semiduro Precoce

IAC TAIUBA IAC Variedade Semidentado Precoce

P 3021 Pioneer Hibrido triplo Semiduro Normal

XL 660 Braskalb Hibrido duplo Semidentado Precoce

Zeneca 8452 Zeneca Hibrido simples Semidentado Precoce
Avaliados em Ve anga

AG 1043 Agroceres Hibrido duplo Semidentado Normal

AG 106 Agroceres Hibrido duplo Semidentado Normal

AG 3010 Agroceres Hibrido duplo Duro Superprecoce

AG 405 Agroceres Hibrido duplo Semiduro Precoce

AG 519 Agroceres Hibrido duplo Semidemtado Precoce

BR 201 Embrapa Hibrido duplo Semidentado Precoce

Dina 657 Dinamilho Hibrido simp. mod. Semiduro Precoce

G 500 Novartis Hibrido triplo Semidentado Precoce

XL 660 Braskalb Hibrido duplo Semidentado Precoce
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Padroes analiticos

Os padrdes de micotoxinas foram obtidos da Sigma Chemical Co. (EUA) e o
preparo das solugdes padrdo estoque e de uso foi realizado segundo o descrito no Manual de
Meétodos Oficiais de Analises da AOAC (AOAC, 1995).

A partir de solugdes estoque individuais para cada toxina e apos a determinagio
das concentragdes exatas por espectrometria no UV, foi preparada a solugdo de trabalho com uma
mistura das toxinas: 5 pg/mL para aflatoxina B; e Gy; 1,5 pg/mL para aflatoxina B; e Gy, 10

pg/mL para ocratoxina A e 40 ug/mL para zearalenona em benzeno.

Preparacio das amostras

As amostras de milho foram trituradas em moinho até atingirem um tamanho entre
250-500 mesh.

Extracio e limpeza

A determinagdo de aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona foi realizada segundo o
método de SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA (1989) por cromatografia em camada delgada.
Cinquenta gramas da amostra foram homogeneizadas em liquidificador com 270 mL de metanol
e 30 mL de cloreto de potassio 4% durante 5 minutos. A mistura foi filtrada em papel filtro
comum. Cento e cinquenta mL do filtrado foram transferidos para um bécker onde foram
adicionados 150 mL do agente clarificante (sulfato de aménio 30%) e 50 mL de Celite durante 5
minutos. A mistura foi filtrada em papel filtro comum. Cento e cinquenta mL do filtrado foram
transferidos para um funil de separag@o e adicionado de 150 mL de agua e particionado 2 vezes

com 10 mL de cloroformio.
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Triagem e quantificacdo por cromatografia em camada delgada

Foram combinados 5 mL da primeira e da segunda particio de cloroformio.

Evaporou-se a secura em banho de agua a 80°C. O residuo foi dissolvido em 200 uL de benzeno.

Para triagem, foram aplicados 5 pL do extrato na cromatoplaca (silicagel 60,
Merck) a 2 cm da base. Os padrdes foram aplicados separadamente. A placa foi colocada em uma
cuba ndo saturada contendo tolueno-acetato de etila-acido formico (60:40:0,5-v/v/v). As
aflatoxinas e ocratoxina A foram visualizadas por incidéncia da luz UV longa. Depois a
cromatoplaca foi revelada com cloreto de aluminio, aquecida a 110°C durante 5 minutos, e
observada em UV longo para avaliar a presenca de zearalenona. As amostras com manchas de
mesma coloragdo e valor de Rf semelhante aos padrdes foram consideradas presuntivas positivas

e foram submetidas a quantificagdo e confirmagio.

Para quantificagdo, foram aplicados volumes conhecidos de amostra e padrSes nas
cromatoplacas. Para quantificacdo de aflatoxinas as placas foram desenvolvidas em cloroformio-
acetona (9:1-v/v), para ocratoxina A foi usado o tolueno-acetato de etila-acido formico (5:4:1-
v/v/v) como fase mével e para zearalenona foi utilizado o tolueno-acetato de etila-acido formico
(60:40:0,5-v/v/v) e posterior revelagdo com cloreto de aluminio. Os calculos foram realizados de
acordo com 0 Manual de Métodos Oficiais de Analises da AOAC (AOAC, 1995).

Confirmacio

A confirmagdo para aflatoxina B; foi através da reacdo com acido trifluoroacético
de acordo com o procedimento descrito por PRZYBYLSKI (1975). A ocratoxina A foi
confirmada por derivagdo com trifluoreto de boro, de acordo com o procedimento de HUNT et
ali (1980). A zearalenona foi confirmada por acetilagio com anidrido acético:piridina
(GOLINSKI & GRABARKIEWICZ-SZCZENA, 1984).
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Descontaminacio do material

Todo o material utilizado foi descontaminado com uma solu¢io concentrada de
hipoclorito de so6dio comercial, por 24 horas. Apos a descontaminagio o material foi lavado

normalmente, enxaguado com agua destilada e seco a temperatura ambiente.

Analise estatistica

Antes da analise de varidncia, os dados comuns entre as 3 regides foram
transformados pela raiz quadrada (x + 1)"%, para igualar as varidncias da ocorréncia de aflatoxina
B, e B; em cultivares de milho. Os dados originais (ndo transformados) estdo apresentados nas
Tabelas 16, 17, 18, 19 e 20. Para determinar as diferencas entre os cultivares e os locais de
plantio foi realizado o teste de Tukey com 5 e 1% do nivel de probabilidade. A correlagio entre
micotoxinas ¢ os dados climatologicos e caracteristicas dos cultivares foi calculada. Os dados
foram analisados através do programa “Sistema de Analise Estatistica” (SANEST) desenvolvido
por Elio Prado Zonta e Amauri Almeida Machado, Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz, Sio Paulo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As aflatoxinas foram detectadas em 54,5% (60/110) de todas as amostras
analisadas, em uma concentragio total (AFB;+AFB,+AFG;+AFG;) variando de 6,2 a 1792
ug/kg. Os resultados estdo resumidos nas Tabelas 16, 17 e 18. Entre as amostras positivas,
sessenta (54,5%) apresentaram a AFB; em concentragdo variando de 6,2 a 1600 pg/kg, cinquenta
e sete (51,8%) continham AFB; em concentragio entre 1,9 a 192 pg/kg, doze (10,9%) continham
AFG; em concentragdo entre 25 a 254 pg/kg, e oito (7,3%) continham AFG, em concentragio
entre 7 a 58 pug/kg.
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Tabela 16 -Niveis de micotoxinas detectados em 36 cultivares de milho plantado em Capdo Bonito, SP, safra

1997/1998.
Cultivar Micotoxinas (ug/kg)
AFB, AFB, AFG, AFG; Ocratoxina A Zearalenona

AG 1043 nd d ndd nd nd nd nd
AG 1051 620c ndd nd nd nd nd
AG 5011 ndd ndd nd nd nd nd
Agromen 2012 2727 a 6.04a 254 58 nd nd
AL 30 ndd ndd nd nd nd nd
AL 34 ndd ndd nd nd nd nd
AS 3466 ndd ndd nd nd 206 nd
Avant ndd ndd nd nd nd nd
BR 2121 ndd ndd nd nd nd nd
BR 3123 ndd ndd nd nd nd nd
C333B ndd ndd nd nd nd 4640
C 435 nd d ndd nd nd nd nd
C444 ndd ndd nd nd nd nd
C 505 ndd ndd nd nd nd nd
C 806 nd d ndd nd nd nd nd
C 909 ndd nd d nd nd nd nd
CO32 ndd ndd nd nd nd nd
CO42 ndd ndd nd nd nd nd
CO 9560 ndd ndd nd nd nd nd
Dina 1000 ndd nd d nd nd nd nd
Dina 766 ndd ndd nd nd nd nd
Exceler 12.30b ndd nd nd nd nd
FT 9043 ndd ndd nd nd 128 nd
Master 1795b 370b nd nd nd nd
MR 2601 ndd ndd nd nd nd nd
P 3041 6,20 ¢ 190¢c nd nd nd nd
P 3071 ndd ndd nd nd nd nd
Savana nd d ndd nd nd nd nd
XL 269 ndd ndd nd nd nd nd
XL 251 ndd ndd nd nd nd nd
XL 345 ndd ndd nd nd nd nd
XL 360 ndd ndd nd nd nd nd
Z 8392 620 ¢ 1.90 ¢ 39 26 nd nd
Z 8440 ndd ndd nd nd nd nd
78474 ndd ndd nd nd nd nd
Z 8501 ndd nd d nd nd nd nd

Resultados referem-se a média de duplicatas.

nd - ndo detectado. Limites de detecgdo: Aflatoxinas= 2 ug/kg; ocratoxina A= 5 pg/kg e zearalenona= 55ug/ke,

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significincia de 5% pelo teste Tukey (dms= 0,82824 para AFB, ¢ 0,24263
para AFB,)
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Tabela 17 - Niveis de aflatoxinas detectados em 36 cultivares de
mitho plantado em Ribeirdo Preto, SP, safra 1997/1998.

Cultivar Aflatoxinas (ug/kg)
AFB, AFB; AFG, AFG,

AG 1051 183 b-e 30d nd Nd
AG 4051 ndi nd f nd nd
Agromen 2012 ndi nd f nd nd
AL 30 56 gh Te nd nd
AL 34 28h Te nd nd
AS 3466 135d-f 15e nd nd
Avant 46 gh Te nd nd
BR 3123 218b-d 30d 99 15
C333B 251 be 47 be 25 nd
C435 262 be 34cd nd nd
C444 99 fg Te 25 nd
C 505 ndi nd f nd nd
C 806 ndi nd f nd nd
C 909 nd i nd f nd nd
CO32 ndi nd f nd nd
CO 42 ndi nd f nd nd
CO 9560 208 b-d 35cd 49 7
Dina 1000 10leg 10e nd nd
Dina 766 251 be 34cd 99 15
Exceler 251 be 35cd 25 nd
FT 9043 nd i nd f nd nd
IAC TAIUBA 520 a 120 a 112 15
Master ndi nd f nd nd
MR 2601 nd i nd f nd nd
P 3041 ndi nd f nd nd
P 3021 nd i nd f nd nd
Savana 251 be 30d 112 26
XL 251 99 fg 15e nd nd
XL 345 160 cf 15¢ nd nd
XL 360 nd i nd f nd nd
XL 660 289b 55b 25 11
Z 8392 101 e-g 15e nd nd
Z 8440 nd i nd f nd nd
Z 8474 25h Te 25 nd
Z 8452 nd i nd f nd nd
Z 8501 25h Te nd nd

Resultados referem-se a média de duplicatas.

nd - ndo detectado.

Limite de detecgiio para aflatoxinas de 2 pg'kg.

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significincia de 5% pelo
teste Tukey (dms = 3,53028 para AFB, e 1,32182 para AFB,)
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Tabela 18 -Niveis de aflatoxinas detectados em 38 cultivares de
milho plantado em Votuporanga, SP, safra 1997/1998.

Cultivar Aflatoxinas (ug/ke)
AFB,

AG 1043 121 g+ 12 g-k
AG 106 800 cd 77 bd
AG 3010 ndj ndk
AG 405 1600 a 192a
AG 519 208 fh 194
Agromen 2012 135 gh 6 jk
AL 30 183 gh 34d1
AL 34 1436 a 83 be
AS 3466 70 hi 9h-k
Avant nd j ndk
BR 201 617 cd 55b-f
BR 3123 99 g-i 6 jk
C333B 914 be 93b
C435 135 gh 12 gk
C 444 1436 a 108 b
C 505 820¢ 82 be
C 806 183 gh 9hk
C 909 117 g+ 7ik
COo32 99 g-i 12 g-k
CO 42 183 gh 35dh
CO 9560 4524f 29 e
Dina 1000 160 gh 154
Dina 657 1600 a 69 b-e
Dma 766 208 fh 7 ik
Exceler ndj nd k
G 500 ndj nd k
Master 135 gh 10 h-k
MR 2601 ndj nd k
P 3041 135 gh 7ik
Savana 1305 ab 86 be
XL 251 99 g-i 7ik
XL 345 276 eg 10 h-k
XTI 360 117 g-i 12 gk
XL 660 2511g 40 c-g
Z 8392 272eg 224
Z 8440 1814j ndk
Z 8474 160 gh 71k
Z 8501 560 c-e 73 bd

Resultados referem-se a meédia de duplicatas.

nd - ndo detectado. Limite de detecgdio para aflatoxinas de 2 pg/kg

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significincia de 5% pelo teste Tukey (dms =
7,25744 para AFB, e 3,00884 para AFB,)
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Os niveis de aflatoxinas variaram amplamente entre as épocas de plantio de milho
analisados, de nd (ndo detectado) a 1600 pg/kg (concentragdo média de 168+339 e mediana de 18
ug/kg) para AFB;, de nd a 192 pg/kg (17431 e 3 pg/kg) para AFB,, de nd a 280 pg/kg (8432 ¢
nd) para AFG; e de nd a 68,6 pg/kg (247 e nd) para AFG; (Tabelas 16, 17 ¢ 18).

As maiores médias de contaminagdo foram encontradas na Estagdo Experimental
do Instituto Agronomico em Votuporanga e Ribeirdo Preto, com varias amostras excedendo a 20
ng/kg (50% das amostras), limite estabelecido pelo Ministério da Agricultura, do Abastecimento
e da Reforma Agraria para a somatoria das aflatoxinas By, Bz, G; e G, acompanhando o que foi
estabelecido para os paises do Mercosul (BRASIL, 1996).

A analise de varidncia para aflatoxina B; e B, dos cultivares comuns das 3
estacOes experimentais estudadas mostrou haver uma forte interagdo entre contaminagdo por

aflatoxinas com o local de plantio e o cultivar.

A média dos niveis de AFB, e AFB,, 232 e 19 pg/kg respectivamente para
amostras provenientes de Votuporanga foi significativamente maior (P<0,05 e 0,01) do que
amostras provenientes de Ribeirdo Preto e Capdo Bonito. Havendo também diferencas

significativas entre as regides de Ribeirdo Preto e Capdo Bonito (Tabela 19).

Tabela 19 - Concentracdo média das aflatoxinas B, e B, em trés regides diferentes do Estado
de Sdo Paulo, Brasil, safra 1997/1998.

Aflatoxinas (ug/kg) teste de Tukey
Local
AF Bl AF-BZ 5% 1 ‘yll
Votuporanga 232 19 a A
Ribeirdo Preto 54 8 b B
Capdo Bonito 1 0.3 ¢ 8

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5% pelo teste Tukey (dms =
0,55217 para AFB, e 0.21913 para AFB;) e de 1% (dms = 0,69217 para AFB; e 0,27469 para AFB;)
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Os niveis comparativamente alto e baixo em Votuporanga e Capdo Bonito,
respectivamente, parece estar associado com as condi¢des climaticas de cada regido (Tabela 20 e
Figura 21). A alta ocorréncia de aflatoxinas em Votuporanga parece estar associada aos
“veranicos” (auséncia de chuvas e calor intenso) na fase de florescimento e enchimento dos
graos, responsavel pelo estresse da cultura de milho. Varios autores (BROWN et alii, 1993;
PAYNE et alii, 1986 e 1988, SCOTT & ZUMMO, 1988; THOMPSON et alii, 1980; ZUBER et
alii, 1983; ZUBER & LILLEHOYJ, 1979) citam que o estresse da planta, especialmente durante o
periodo de enchimento do gréo, afeta o nivel de aflatoxinas. BROWN et alii (1993) verificaram
que a invasdo das sementes de milho ¢ favorecida pelas quebras do endosperma, este aumento
ocorre em periodos de seca e alta temperatura onde a viabilidade do embrido € reduzida. Em
Votuporanga, as temperaturas maximas diarias observadas foram acima de 30°C.
KARUNARATNE et alii (1990), LILLEHOJ et alii (1975 e¢ 1980a), PAYNE et alii (1988),
RAMAKRISHNA et alii (1990), SCHMITT & HURBURGH (1989), THOMPSON et alii
(1980), VIQUEZ et alii (1994), ZUBER & LILLEHOJ (1979) mostraram que temperatura
elevada foi o principal fator responsavel pelo aumento de aflatoxinas em milho. JONES et alii
(1980) e PAYNE et alii (1988) demonstraram experimentalmente que o maximo de

contaminagdo por Aspergillus flavus em sementes de milho ocorre em temperaturas de 30 a 38°C.

300

250 -

200 |

?—Q—Capéo Bonito |
150 -

mmH20

| —m— Ribeirdo Preto |

100 - Votuporanga :

50 -

0

0&‘5:’& & és‘éo

Py
Q‘O b'?j’

Figura 21 - indice pluviométrico (mmH,O) entre o periodo de plantio e colheita de milho no Estado de Sdo Paulo
nas estagdes experimentais de Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga, safra 1997/1998.
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Tabela 20 - Dados climatolégicos das estagBes experimentais do Instituto Agrondmico de Campinas: temperatura
minima, temperatura média e temperatura maxima (°C) no periodo de Outubro de 1997 a Abril de 1998.

Localidade Meés
Outubro  Novembro Dezembro  Janeiro Fevereiro Margo  Abril
Capdo Bonito temperatura minima 15,0 19,3 18,3 20,9 19,0 18,4 -
temperatura média 20,3 23,5 23,7 25,5 235 23,1 -
temperatura maxima 25,6 276 29,1 30,0 28,0 27,9 -
Ribeirdo Preto temperatura minima - - 19,9 20,4 20,7 19,7 17.8
temperatura média - - 25,1 25,7 25,6 253 23,7
temperatura maxima - - 30,3 31,1 30,6 30,9 29.6
Votupormga temperatura minima - 21,1 21,0 21,2 21.4 21,0 -
temperatura média - 26,6 26,5 27,0 26,7 26,5 -
temperatura mixima - 321 32,0 32,9 31,9 32,1 -

Tabela 21 - Niveis médios de aflatoxinas B, e B, em cultivares de milho avaliados simultaneamente nas Estacdes
Experimentais do Instituto Agrondmico de Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga, safra

1997/1998.
Cultivar aflatoxinas
AFB; (ug/kg) AFB, (ug/kg)

Agromen 2012 35 h-l 3 hk
AL 30 54 fij 10 dg
AL 34 217 be 18 bd
AS 3466 4 hl 6 £
Avant 8§ m-o 2 jk
BR 3123 73 e-h 8 e-h
C 333B 246 ab 33 a
C435 92 dg 11 df
C444 265 ab 22 a<c
C 505 103 de 13 cf
C 806 26  i-m 2 ik
C 909 17 k= 2 jk
CO 32 15 In 2 ik
CO 42 26  i-m 6 f4
CO 9560 149 cd 16 cd
Dina 1000 62 e- 7 f4
Dina 766 108 de 10 dg
Exceler 46 h-k 6 f4
Master 31 i-m 4  he
MR 2601 nd o nd k

P 3041 25 jm 2 ik
Savana 311 a 27 ab
XL 251 47 gk 6 fy
XL 345 101 d-f 7 f4
XL 360 17 k-n 2 ik
Z 8392 95 df 11 df
Z 8440 3 no nd k
7 8474 38 hl 4 g
Z 8501 97 d-f 16 c-e

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5% pelo teste Tukey (dms = 2,77599
para AFB, e 1,10167 para AFB;)
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Os resultados médios da ocorréncia de AFB; e AFB, nos cultivares de milho
avaliados simultaneamente nas Estagdes Experimentais do Instituto Agronémico em Capio
Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga estdo apresentados na Tabela 21. Houve uma interagio

significativa (1% pelo teste F) entre a ocorréncia de AFB; e AFB; e os cultivares.

Apesar de utilizarmos a técnica de infec¢do natural para avaliar a resisténcia dos
cultivares frente a produgdo de aflatoxinas, foi possivel observar que o cultivar MR 2601 foi o
unico a ndo apresentar contaminagio por AFB; e AFB, nos trés diferentes locais avaliados.
SCOTT & ZUMMO (1990) e ZUBER & LILLEHOJ (1979) observaram que a identificagio de
genotipos resistentes ao 4. flavus e produgdo de aflatoxinas tem mostrado pouca repetibilidade
pois depende do local e de avaliagdo anual. Os principais fatores que levam a esta variabilidade
dos resultados deve-se ao método de amostragem, método de infecgdo (natural ou indculo) e
fatores ambientais de um dado local e ano. Portanto, € dificil concluir que o hibrido MR 2601
seja realmente resistente a contaminagdo por aflatoxinas, sendo necessario uma avaliagdo mais

rigorosa.

Estudos realizados nos Estados Unidos demonstraram que nenhum cultivar tem
apresentado resisténcia completa ao acumulo de aflatoxinas, mas ha uma variagio ampla dos
niveis encontrados nas amostras. Entretanto, a susceptibilidade dos hibridos est4 relacionada aos
fatores que caracterizam a resisténcia, como: endosperma rico em lisina ou amilose (LILLEHOJ
et ali, 1980b), presenca de hidroxamatos ciclicos e fendis (HAMMERSCHMIDT &
NICHOLSON, 1977, KLUN et alli, 1970), inibidor de tripsina (CHEN & MITCHELL, 1973),
conteudo de volateis Cs-C12 (ZERINGUE, 1997); superficie do grio (BROWN et alii, 1993 e
GUO et alii, 1998) e inibidores de proteinas (HUANG et alii, 1997; GUO et alii, 1996).

Os cultivares Avant, C 909, CO 32, MR 2601, XL 360 e Zeneca 8440
apresentaram niveis médios de AFB; e AFB, inferiores a 20 ppb (Tabela 21). Estes dados

mostram que estes cultivares provavelmente apresentaram uma certa resisténcia a produgio de
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aflatoxinas em relagdo aos demais. Ja os cultivares SAVANA, C 444 e C 333B estavam
altamente contaminados com aflatoxinas. Entretanto, para a identificagio de plantas resistentes a
produgdo de aflatoxinas seriam necessarios estudos complementares, como: avaliar o tempo de
colheita apos a maturagio da semente, diferenca comportamental do cultivar em locais diferentes,

avaliagdo anual e usar um nimero maior de replicatas.

Na revisdo realizada por GORMAN & KANG (1991), foi observado que a
produgdo de aflatoxinas parece estar associada com o controle genético, mas é também
influenciada pelo ambiente. Fazem-se necessarios estudos genéticos utilizando um grande
numero de cultivares para a elucidagdo da resisténcia. Caracteristicas genéticas que contribuem
para a resisténcia a producdo de aflatoxinas incluem: (a) resisténcia a seca e (b) resisténcia aos
fungos (esporos aéreos). Entretanto, a avaliagdo de cultivar no campo € altamente cara e sdo

necessarios no minimo dois anos consecutivos de estudos.

Os resultados demonstraram que ndo ha relagdo entre a contaminagdo por
aflatoxinas e tipo de cultivar. A figura 22 demonstra que os cultivares tipo variedade estavam
mais contaminados por aflatoxinas nos campos experimentais de Ribeirdo Preto e Votuporanga,
enquanto em Capédo Bonito, os hibridos duplos estavam mais contaminados. Para se chegar a um
dado conclusivo seria necessario utilizar um maior numero de amostras do tipo variedade, pois
dentro do universo analisado apenas dois cultivares, AL 30 e AL 34, s@o deste tipo, os demais sio
hibridos. No entanto, os nossos dados coincidem com os de ZUBER et alii (1983), no qual os
hibridos parecem ser menos propensos a contaminagdo com aflatoxinas do que as variedades.
Entretanto, os niveis médios de AFB, encontrada nos hibridos e variedades foram superiores a 20
ug/kg, mas significativamente diferente (P<0,05), 63 pg/kg para os hibridos e 214 pg/kg para os

tipo variedade.

Apesar dos resultados na Tabela 21 sugerirem que os cultivares com endosperma

duro e semiduro sdo mais resistentes a produgdo de aflatoxinas, a figura 23 mostra que ndo ha
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correlagdo entre o tipo de endosperma e contaminagdo por aflatoxinas. Os cultivares com
endosperma dentado, semi-dentado e semi-duro estavam mais contaminados, respectivamente nas
Estagdes Experimentais de Capdo Bonito, Ribeirdio Preto e Votuporanga. Nossos dados
assemelham-se aos de LILLEHOJ et alii (1975 e 1980b) que n3o encontraram diferengas

significativas na concentra¢do de aflatoxinas observadas em dois tipos de endosperma (duro e

dentado).
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Figura 22 - Concentragio média de aflatoxinas B; + B, em cultivares de milho com diferentes tipos de cultivar nos
campos experimentais do Instituto Agronémico em Capédo Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga, safra
1997/1998. (HS = hibrido simples; HSm = hibrido simples modificado; HD = hibrido duplo; HT =
hibrido triplo).
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Figura 23 - Concentracio média de aflatoxinas B; + B, em cultivares de milho com diferentes tipos de endosperma
nos campos experimentais do Instituto Agronémico em Capéio Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga,
safra 1997/1998.

BORGEMEISTER et alii (1998), HELL et alii (1996) e VIQUEZ et alii (1994)
mostraram que a fase de colheita tem um efeito importante nos niveis de aflatoxinas. Quanto
menor o tempo de permanéncia da espiga no campo apos o periodo de maturag¢do, menor o nivel
de contaminag¢do por aflatoxinas. Uma vez que a colheita foi realizada na mesma época para
todos os cultivares, esperava-se que a contaminagdo por estas micotoxinas fossem maiores nos
cultivares de ciclo superprecoce e precoce, pois estes permaneceram mais tempo no campo em
relagdo aos cultivares de ciclo normal. Mas, pode-se observar que ndo houve esta relagdo,
principalmente em Votuporanga, onde as amostras de ciclo normal apresentaram concentragdes

médias de AFB; e AFB, superiores as de ciclo superprecoce e precoce, conforme a figura 24.
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Figura 24 - Concentragdo média de aflatoxinas B, + B, em cultivares de milho com diferentes tipos de ciclo
vegetativo nos campos experimentais do Instituto Agrondémico em Capdo Bonito. Ribeirdo Preto ¢
Votuporanga. safra 1997/1998.

Em Capao Bonito, observaram-se elevados indices de acamamento e quebra de
plantas (DUARTE & PATERNIANI, 1998), principalmente nos cultivares AL 30, BR 2121, C
505, Dina 1000 e FT 9043, no entanto, nenhum destes cultivares apresentaram contaminac¢io por
aflatoxinas. Em Ribeirdao Preto, os cultivares Agromen 2012, AL 30, Avant, BR 3123, C 444, C
505, Dina 1000, MR 2601, XL 251, XL 345, XL 360, XL 660, Zeneca 8392 e Zeneca 8440,
apresentaram os maiores indices de plantas acamadas e quebradas. Com excecdo dos cultivares
Agromen 2012, C 505, MR 2601, XL 360 e Zeneca 8440 , todos os outros apresentaram niveis de
contaminagdo por aflatoxinas acima de 20 pg/kg. Em Votuporanga, os cultivares AL 34, C 505,
G 500, MR 2601 e Zeneca 8440 mostraram os maiores indices de plantas acamadas e quebradas,
no entanto, com exce¢do dos cultivares G 500, MR 2601 e Zeneca 8440, todos os outros

apresentaram niveis de contaminagdo por aflatoxinas extremamente elevados. Portanto, ndo
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houve interagdo entre indice de acamamento e quebra de plantas com niveis de contaminagio por

aflatoxinas.

Na safra 1997/1998, ocorreram o complexo enfezamento/mosaico, a ferrugem
comum, 0 carvao e a podriddo por Fusarium spp em espigas (DUARTE & PATERNIANIL 1998).
Em Votuporanga, os cultivares AG 106, Avant, C 909, C 806 e Dina 766 mostraram um nimero
maior que 10% de plantas com sintomas de enfezamento. Com excegdo do cultivar Avant, todos
0s outros apresentaram niveis de contaminagdo por aflatoxinas acima de 20 pg/kg. O complexo
enfezamento/mosaico foi constatado em 40% dos cultivares de Votuporanga, principalmente nos
cultivares AG 106, AG 1043, AL 30, AL 34, AS 3466, Avant, BR 3123, C 333 B, C 435, C 444,
Dina 1000, G 500, Master, P 3041, Savana, XL 251, XL 345, XL 360, Zeneca 8392, Zeneca 8474
e Zeneca 8501. Destes cultivares, apenas o cultivar Avant ¢ G 500 ndo apresentaram
contaminagdo por aflatoxinas. Com estes dados, nota-se que a ocorréncia de aflatoxinas foi

aleatoria em cultivares de milho com ou sem enfezamento ou complexo enfezamento/mosaico.

Em Capéo Bonito, ocorreu a ferrugem comum, causada pela Puccinia sorghi com
uma severidade que variou de 1 a 50% de area foliar afetada (DUARTE & PATERNIANI, 1998).
Os principais cultivares afetados foram: AG 1051, Agromen 2012, AL 30, AL 34, AS 3466,
Avant, BR 2121, BR 3123, C 333 B, C 435, C 444, C 505, C 806, C 909, CO 9560, Dina 766,
Dina 1000, Exceler, FT 9043, MR 2601, P 3041, Savana, XL 345, Zeneca 8392, Zeneca 8440,
Zeneca 8474 e Zeneca 8501. Destas, apenas os cultivares AG 1051, Agromen 2012, Exceler e
Zeneca 8392 apresentaram-se contaminados com aflatoxinas, mas com niveis acima de 20 pg/kg
somente o cultivar Agromen 2012. Portanto, nio houve correlagio entre a contaminagdo do

cultivar por aflatoxinas e a presenga da Puccinia sorghi.

Com relagdo a espigas com graos afetados por Fusarium spp, a maior ocorréncia
ocorreu em Capao Bonito, onde variou de 10% no CO 42, a 88% no cultivar XL 345 (DUARTE
& PATERNIANI, 1998). As condigdes climaticas da regido de Capdo Bonito favorecem o
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desenvolvimento do Fusarium moniliforme e ndo do Aspergillus flavus. ZUMMO & SCOTT
(1992) encontraram poucas sementes infectadas com A. flavus e baixas concentragbes de
aflatoxinas em milho que haviam sido inoculados com ambos fungos do que em milho inoculado
com A. flavus somente. Eles concluiram que o F. moniliforme pode inibir a infecgdo pelo A4.
flavus e consequentemente diminui a concentragdo de aflatoxinas. Segundo CHOUDHARY
(1992), as razdes pelas quais ha diminui¢do do nivel de aflatoxinas podem ser devido a um ou a
combinac@o dos seguintes fatores: (1) competigio fisica da flora fiangica por espagos e nutrientes;
(2) os fungos podem competir com A. flavus pelo substrato requerido para a produgdo da toxina;
(3) presenga de outros fungos podem favorecer uma mudanga no ambiente bioquimico
influenciando no passo metabélico do fungo toxigénico; (4) degradagdo da aflatoxina apos sua
formagdo. Realmente a regido de Capdo Bonito foi a que apresentou menor contaminagdo por

aflatoxinas conforme a Tabela 19.

Em contraste com a alta ocorréncia e niveis de AFB; e AFB, nas amostras
analisadas, a AFG; e AFG; foram somente detectadas em 12 (11%) de 110 amostras; duas de
Capdo Bonito e dez de Ribeirdo Preto. Com niveis variando de nd a 254 pg/kg para AFG; e nd a
58 pg/kg para AFG; e niveis médios de 8 e de 3 para AFG; e AFG,, respectivamente. Estas
micotoxinas ndo foram detectadas em amostras de Votuporanga; indicando que o Aspergillus
parasiticus, produtor das AFG; e AFG,, provavelmente n3o infectou as sementes de milho nesta
regiao (DIENER & DAVIS, 1987), ou as condigbes climaticas seguintes a infec¢do ndo
conduziram a produgdo destas micotoxinas. Estes resultados foram semelhantes aos apresentados
por GORMAN et alii (1992) em algumas regides do Nordeste dos Estados Unidos e por
CARVAJAL & ARROYO (1997) na regido de Las Yescas no México.

Apenas dois cultivares, AS 3466 e FT 9043, provenientes de Capdo Bonito
encontravam-se contaminados com ocratoxina A (OA). Os niveis encontrados foram de 128 e
206 pg/kg para o cultivar FT 9043 e AS 3466, respectivamente.
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SHOTWELL et alii (1969 e 1970) relataram pela primeira vez a presenca de OA
em uma amostra de milho das 283 analisadas da safra de 1967 nos Estados Unidos. O nivel
apresentado foi de 110-150ug/kg, semelhante ao resultado encontrado nos cultivares acima. A
OA ¢€ produzida principalmente apos a colheita do milho, segundo ABRAMSON et alii (1992),
onde os principais fatores sdo: umidade (~19%), temperatura (~28°C), tempo de estocagem
(acima de 16 semanas), danos mecanicos do grdo, insetos, flora fingica, prevaléncia de cepas
toxigénicas e interagdes microbiologicas. Entretanto, foi possivel verificar que as amostras

analisadas apresentaram uma contaminagdo pré-colheita.

Ha poucos dados sobre a ocorréncia desta micotoxina em milho no Brasil.
Nenhuma das 23 amostras de milho estocados no Rio Grande do Sul encontraram-se
contaminadas por OA (HENNIGEN & DICK, 1995), bem como as sete amostras de grdos de
milho provenientes do Parana (MILANEZ et alli, 1998).

A zearalenona (ZEA) foi registrada em somente uma amostra de milho
proveniente de Capdo Bonito, na concentracio de 4640 pg/kg. Esta regido caracterizou-se
climaticamente durante o ano de 1997/1998 com uma maior quantidade de chuva e temperaturas
mais baixas que as demais regides estudadas. Este dado esta em conformidade com outros relatos
(ABBAS et alii, 1988; NIJS et alii, 1996; PARK et alii, 1996; SHOTWELL & HESSELTINE,
1983), onde o clima frio e chuvoso é um dos principais fatores que favorecem o desenvolvimento
de espécies de Fusarium spp. e consequentemente a produgdo de ZEA. Segundo JIMENEZ et alii
(1996), MILANO & LOPEZ (1991), MONTANI et alii (1988) ¢ SHERWOOD & PEBERDY
(1974), a maxima produ¢do de ZEA pelo Fusarium graminearum ocorre entre 12 a 20°C. Este
dado coincide com a temperatura minima média avaliada em Capdo Bonito que foi de 18°C,
enquanto em Ribeirdo Preto e Votuporanga foi de 20 e 21°C, respectivamente. Portanto, dos
ambientes estudados a regido de Capao Bonito € a de maior risco para a produgdo de ZEA em
milho. Apesar deste fato, apenas uma amostra apresentou-se contaminada. A baixa ocorréncia de
ZEA poderia estar relacionada com a flora fungica. Segundo ALMEIDA (1996), o género

Fusarium spp foi o que apresentou-se em maior quantidade em amostras de milho recém-colhido
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no Estado de Sao Paulo, entretanto, as espécies predominantes foram o F. moniliforme (53,8%)

seguido pelo F. subglutinans (7,7%).

No Brasil, SABINO et alii (1989) pesquisaram 358 amostras de milho
provenientes das regides Sul e Sudeste. As amostras provenientes do Parana, Santa Catarina (Sul)
e Espinito Santo (Sudeste) ndo apresentavam-se contaminadas com ZEA. Entretanto, aquelas do
Estado do Rio Grande do Sul e Minas Gerais apresentaram 26,5% e 9,7%, respectivamente de
contamina¢do por ZEA, os niveis de contaminagdo variaram de nd a 9830 pg/kg. Em outro
estudo realizado no Rio Grande do Sul, HENNIGEN & DICK (1995) nio detectaram ZEA nas 23
amostras de milho estocado em silos. SANTURIO et alii (1992), analisando 238 amostras de
varios locais da regido Sul, envolvidas na alimentacio de suinos e aves, detectaram 4,8% das
amostras contaminadas por ZEA com o nivel maximo de 4982 pg/kg. No Brasil, a literatura ndo
registra elevada frequéncia de ZEA em amostras de milho. Entretanto, o nivel detectado, como o
encontrado em nossa investigagdo (4640 pg/kg), reveste-se de grande importancia, pois pode

causar efeitos toxicos em animais e no homem.

Os paises de clima quente ndo tém apresentado problemas com contaminagdo de
milho por ZEA, como: Brasil (HENNIGEN & DICK, 1995; SABINO et alii, 1989; SANTURIO
et alii, 1992), Botswana (DOKO et alii, 1996, SIAME et alii, 1998), México (CARVAJAL &
ARROYO, 1997), india (BHAVANISHANKAR & SHANTHA, 1987; SINHA, 1990);
Mogambique, Africa do Sul, Malawi, Zambia, Zimbabwe, Quénia, Tanzinia, Uganda (DOKO et
alii, 1996) e Coréia (RYU et alii, 1996). No entanto, os paises de clima temperado e frio tem
apresentado altos niveis e altas porcentagens de contaminagdo do milho por esta toxina. Sio eles:
Argentina (TANAKA et alii, 1988; RESNIK et alii, 1996), Canada (TANAKA et alii, 1988;
SCOTT, 1997), Italia (TANAKA et alii, 1988), Hungria (KOUDELA et alii, 1990), Nova
Zelandia (HUSSEIN et alii, 1989; LAUREN et alii, 1991) e Estados Unidos (ABBAS et alii,
1988; PARK et alii, 1996).
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CONCLUSOES

Os dados colhidos no presente trabalho mostram elevados teores de aflatoxinas no
milho plantado em trés regies do Estado de Sdo Paulo na safra 1997/1998. Os resultados
demonstraram que 50% das amostras estavam contaminadas com niveis de aflatoxinas acima de
20 pg/kg. Apenas uma amostra apresentou-se contaminado com zearalenona e dois cultivares

com a ocratoxina A, todos provenientes de Capao Bonito.

A avaliagdo dos fatores climatologicos com relagdo a produ¢io de aflatoxinas nos
cultivares de milho estudados demonstraram que a auséncia de chuva e calor intenso na fase de

florescimento e enchimento dos gréos favorece a contaminagio destes por aflatoxinas.

Nido foi observada interagdo entre a contaminagdo por aflatoxinas e tipo de

cultivar, tipo de endosperma e ciclo vegetativo do milho.

Os resultados demonstraram que os locais, Votuporanga e Ribeirdo Preto,
favorecem a ocorréncia de aflatoxinas em milho recém-colhido, portanto, os cultivares
apresentaram diferente susceptibilidade a contaminagdo de aflatoxinas dependendo do local de

plantio.

As diferencas nos niveis de aflatoxinas encontradas em amostras de alguns
cultivares provenieates de diferentes locais de plantio, sugerem a possibilidade de pesquisas
futuras para determinar a relagdo entre a contamina¢do por aflatoxinas e a resisténcia de

cultivares em cada local de plantio durante as safras agricolas anuais.
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OCORRENCIA DE FUMONISINAS B, E B, EM PRODUTOS
ALIMENTICIOS A BASE DE MILHO NO MERCADO
BRASILEIRO

RESUMO

A ocorréncia de fumonisinas B; (FB,) e B, (FB;) foi avaliada em 81 amostras de
alimentos a base de milho, que foram obtidas no comércio da cidade de Campinas, SP, Brasil,
entre os meses de Margo a Maio de 1999. O método de SHEPHARD et alii (1990) com
modificagSes foi empregado para a determinagdo de FB; e FB;. A média das recuperagdes e 0s
limites de detecgdo foram 80% e 0,020 pg/g e 73% e 0,020 ug/g para FB; e FB,,
respectivamente. Quarenta amostras (49%) foram positivas para FB; (0,03 a 4,93 ug/g) e
quarenta e quatro amostras (54%) para FB; (0,02 a 1,38 pg/g). A maior frequéncia de amostras
positivas e também a mais alta concentragéo de FB, foi encontrada nas amostras de fuba (100%,
4,93 pg/g). Os alimentos encontrados com niveis de FB;+FB, acima de 1 pg/g foram: fuba
(88,9%), farinha de milho pré-cozida (50%), canjiquinha (50%), farinha de milho (36,4%),
canjica (27,3%) e pipoca (11,1%). Os niveis médios mais baixos de contaminagio por FB; e FB,,
respectivamente, foram apresentados pelos seguintes alimentos: pipoca (0,35 e 0,07 ug/g),
farinha de milho infantil (0,22 e 0,02 pg/g), “corn flakes” (0,16 e 0,01 pg/g) e milho em conserva
(0,01 e 0,08 pg/g). As amostras de milho verde, pamonha e curau ndo apresentaram
contaminagdo detectavel. Os dados demonstraram a ocorréncia natural de fumonisinas em
produtos a base de milho no Brasil. Estes resultados indicam que hi um risco & saade pela

exposi¢do as fumonisinas através do consumo de alguns alimentos a base de milho.

Unitermeos: Fumonisina B;, Fumonisina B,, Produtos a base de milho.
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INTRODUCAO

As fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas produzidas principalmente pelo
Fusarium moniliforme (GELDERBLOM et alii, 1988) e F. proliferatum (NELSON et alii, 1992),
frequentemente isolados do milho. Porém, outras espécies do género Fusarium também sdo
produtoras de fumonisinas: F. anthophilum, F. dlamini, F. napiforme, F. nygamai (NELSON et
alii, 1992), F. subglutinans (DOKO & VISCONTIL, 1994), F. oxysporum var. redolens (ABBAS
et ali, 1995) e F. polyphialidicum (ABBAS & OCAMB, 1995). A Alternaria alternata f. sp.
lycorpersici (CHEN et alii, 1992), isolada de tomates, também produziu fumonisina B; (FB;) em
condicdes de laboratorio. Desde o isolamento e caracterizagdo destas micotoxinas por
GELDERBLOM et alii (1988) e BEZUIDENHOUT et alii (1988), as fumonisinas tém
interessado aos micotoxicologistas quanto aos seus efeitos toxicos € sua ampla ocorréncia em
milho e alimentos a base de milho (CASTELO et alii, 1998a; DOKO & VISCONTI, 1994;
HOPMANS & MURPHY, 1993; PATEL et alii, 1997; PITTET et alii, 1992; SANCHIS et alii,
1994, SYDENHAM et alii, 1991).

Quimicamente, as fumonisinas possuem uma cadeia de 19 a 20 4tomos
aminopolihidroxialquil, a qual ¢ diesterificada com o 4cido propano-1,2,3-tricarboxilico. Das
varias fumonisinas identificadas (A;, Az, As, AK;, By, Bs, Bs, By, Cy, Cs, Cs, Py, P2, P3, PHy,,
PHjy) (BEZUIDENHOUT et alii, 1988; CAWOOD et alii, 1991; MUSSER & PLATTNER,
1997, SEO & LEE, 1999), a FB; ¢é considerada a mais abundante e mais toxica (CAWOOD et
alii, 1991).

Estudos t€ém demonstrado que as fumonisinas causam varias doengas em animais:
a leucoencefalomalacia em eqiinos (KELLERMAN et alii, 1990; ROSS et alii, 1992), edema
pulmonar e hidrotérax em suinos (COLVIN & HARRISON, 1992; HARRISON et alii, 1990),
hemorragia cerebral em coelhos (BUCCI et alii, 1996) e céincer hepatico em ratos
(GELDERBLOM et alii, 1991). As fumonisinas tém sido associadas com cdncer de esdfago na
regido de Transkei na Africa do Sul (RHEEDER et alii, 1992), na regido de Lixian na China
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(CHU & LI, 1994), Nordeste da Italia (DOKO & VISCONTL 1994) e em Charleston, Sudeste
dos Estados Unidos (SYDENHAM et alii, 1991). Nestas regides o milho é importante na dieta da
populagdo, ¢ os dados preliminares indicam que o milho destes locais tem apresentado uma
quantia significativa de contaminagdo por fumonisinas. Com base nas informagdes toxicologicas
disponiveis, a Agéncia Internacional sobre Pesquisa do Céancer (IARC) classificou as toxinas do

F. moniliforme, incluindo as fumonisinas, como classe 2B, isto é, possivelmente carcinogénicas
para o homem (IARC, 1993).

Os dados sobre a toxicidade da FB; e a ampla ocorréncia natural desta micotoxina
em alimentos, indicam que esta toxina possui um potencial de risco para a satide humana. Para
avaliar este risco ao qual os consumidores estdo expostos, faz-se necessario obter dados sobre a
distribui¢do e os niveis de contaminagio desta micotoxina nos alimentos disponiveis ao consumo
humano. Vanos meétodos analiticos tém sido desenvolvidos para este proposito, tais como:
cromatografia liquida de alta eficiéncia (RICE et alii, 1995, SHEPHARD et alii, 1990;
SYDENHAM et alii, 1992b), cromatografia gasosa e espectrometria de massas (PLATTNER et
alii, 1990), cromatografia em camada delgada (ROTTINGHAUS et alii, 1992; SYDENHAM et

alii, 1990) e ensaios imunoenzimaticos (CHU, 1996).

No Brasil, alguns trabalhos relatam a existéncia de fumonisinas em milho
(CAMARGQOS et alii, 1998; HIROOKA et alii, 1996, MACHINSKI Jr. et alii, 1998; ONO, 1999;
ORSI et alii, 2000; SYDENHAM et alii, 1992a). Isto indica que os produtos & base de milho
oferecidos ao consumo humano podem estar contaminados com estas micotoxinas. Além disto,
PETSKA et alii (1994) e SYDENHAM et alii (1991) demonstraram que produtos de milho sem
processamento ou com processamentos térmicos leves tém apresentado altos niveis de FB;.
BENNETT et ali1 (1996), KATTA et alii (1999) e SYDENHAM et alii (1994) demonstraram que
dependendo do processamento do milho ocorre uma redugdo de 26 a 95% na contaminagdo por

FB; no produto final.
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Este trabalho teve como objetivo investigar os niveis de FB; e FB, em produtos
alimenticios a base de milho oferecidos em mercados da cidade de Campinas, Estado de Sdo

Paulo.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Entre Marg¢o e Maio de 1999 foram adquiridos oitenta e um produtos alimenticios
a base de milho em mercados da cidade de Campinas, Brasil. Foram coletadas as seguintes
amostras: onze de milho para canjica (também em outros Estados chamado de milho para
mungunza, preparado a base de milho seco cozido que pode conter leite, aglcar e especiarias),
duas de canjiquinha (milho grosseiramente quebrado, também chamado de quirera em outros
Estados), quatro de “corn flakes”, duas de curau (alimento  base de milho verde moido que pode
conter leite, leite de coco e especiarias, também chamado de canjica em outros Estados), onze de
farinha de milho, duas de farinha de milho destinado a4 popula¢io infantil, seis de farinha de
milho pré-cozida, nove de fuba, sete de milho verde, onze de milho em conserva, sete de

pamonha (alimento 4 base de milho verde cozido em bolsas feitas com a palha) e nove de pipoca.

O tamanho minimo da amostra foi de 500 g. As amostras foram moidas ou
homogeneizadas e estocadas a -18°C antes da analise. A distribui¢do das amostras é dada na
Tabela 23.
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Determinacio de Fumonisinas B; e B,
Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todos os solventes usados
em cromatografia liquida de alta eficiéncia foram de grau cromatografico. O padrdo de FB, foi
obtido da CSIR Food Science and Technology (Pretoria - Africa do Sul) e de FB, da Sigma
Chemical Company (Estados Unidos). As solu¢des estoque individuais de FB; e FB, foram
preparadas pesando-se 0,001 g do padrdo e dissolvendo-se em 10 mL de acetonitrila-agua (1:1-
v/v), respectivamente, obtendo-se uma concentragio de 100 pg/mL. As solugdes de trabalho
foram de 25 e 50 pg/mL de FB;+FB,. Todas as solugdes de padrdes foram armazenadas em
frascos mbar vedados, sob temperatura de -18°C (VISCONTI et alii, 1994).

Extracio, limpeza e determinacio de fumonisinas B; e B;

A determinagio de FB; e FB; foi realizada segundo o método descrito por
SHEPHARD et alii (1990), com as modificag3es, sugeridas por CAMARGOS et alii (no prelo).
Cinquenta gramas da amostra foram homogeneizadas em liquidificador com 100 mL de metanol-
agua (3:1-v/v) durante 5 minutos. Ao invés de 100 mL foram usados 200 mL de metanol-agua
(3:1-v/v) nas amostras de farinha de milho destinadas & popula¢io infantil. A mistura foi
centrifugada durante 10 minutos a 2500 rpm e o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro. O
filtrado teve o pH corrigido, quando necessario, para um pH entre 5,8-6,5 com hidréxido de sodio
1 N ou acido cloridrico 1 N. A limpeza foi realizada por extragdo em fase sélida com coluna de
troca anidnica forte (SAX - Varian®). O condicionamento da coluna foi feito através de lavagens

sucessivas com 10 mL de metanol seguidos por 10 mL de metanol-agua (3:1-v/v).

Foram aplicados 10 mL do extrato filtrado na coluna e lavados com 10 mL de

metanol-agua (3:1-v/v), seguidos por 6 mL de metanol. As fumonisinas B, e B, foram eluidas
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com 20 mL de metanol-acido acético glacial (95:5-v/v). O eluato foi evaporado sob fluxo de

nitrogénio em banho-maria a 60°C.

A determinagdo de fumonisinas foi realizada mediante a derivagdo com o-
ftaldialdeido (OPA), onde os extratos das amostras de milho foram redissolvidos em 500 uL de
acetonitrila-agua (1:1-v/v). Foram transferidos 100 pL deste extrato para um frasco e adicionados
200 pL do reagente OPA (dissolver 40 mg de OPA em 1 mL de metanol, diluir com 5 mL de
tamp@o tetraborato de sédio 0,1 M pH 10,4 e adicionar 50 uL de 2-mercaptoetanol). Foi agitado
em ultra-som a 5-15°C durante 30 segundos, e injetados apds 60 segundos de reagdo no
cromatografo a liquido de alta eficiéncia (CLAE), consistindo de uma bomba M-510 (Waters
Associates, Millford, MA) com alga de inje¢do de 20 uL e um injetor tipo Rheodyne Inc. M-7125
(Cotati, CA) conectado a um detector de fluorescéncia HP 1046A com comprimento de onda de
excitagdo de 335 nm e de emissdo de 440 nm, e um integrador HP 3393A (Hewlett Packard,
Avondale, PA). As separagbes foram feitas em coluna (250 mm x 4,6 mm) Varian® (Walnut
Creek, CA) empacotada com Microsorb-MV 5 um ODS de fase reversa, usando uma fase mével
composta por acetonitrila-dgua-acido acético glacial (47:53:0,5-v/v/v) até 15 minutos, seguida
por acetonitrila pura até o final da corrida (30 minutos). A quantificagio foi feita comparando-se

as areas dos picos com as areas obtidas com a solugo de trabalho (25 ou 50 pg/mL).

A identificagdo dos compostos analisados foi realizada através da comparagdo dos
tempos de reten¢do estabelecidos com as amostras e os padrdes. Os limites de detecgdo do
meétodo foram definidos como a concentragdo das FB, e FB, presentes na amostra que originou a
menor area que permitia visualiza¢do inequivoca do pico. O limite de detecgdio para FB; e FB, foi

de 0,020 pg/g, para ambas micotoxinas.
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Controle de qualidade analitica

Todas as amostras foram analisadas em duplicata. As duplicatas foram analisadas
em dias diferentes. Cada conjunto de 9 amostras foi acompanhado com uma amostra enriquecida
artificialmente, isto €, para as amostras extraidas no mesmo dia uma quantidade de toxina (1 ou 2
ug/g de FB; e FB;) foi adicionada em uma amostra conhecida no dia anterior a extra¢io. Estas
amostras foram usadas para avaliar a recuperagdo e para a quantificagdo, assim todos os
resultados foram corrigidos pela recuperagdo encontrada. Os seguintes critérios de qualidade
analitica foram definidos: a recuperagdo deveria estar entre 58-110% e o coeficiente de variagio

entre as duplicatas inferior a 30%.

Regeneracao das colunas de troca anidnica

A regenerac@o das colunas de troca anionica forte foi realizada com 5 mL de acido

cloridrico 0,1 N seguidos por 8 mL de dgua destilada, segundo SYDENHAM et alii (1992b).

Descontaminaciao do material

Todo o material utilizado foi descontaminado com uma solu¢io concentrada de

hipoclomnito de sodio comercial, por 24 horas. Ap6s a descontaminagdo o material foi lavado

normalmente, enxaguado com agua destilada e seco a temperatura ambiente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Controle de qualidade analitico

As curvas padrdo para FB; e FB, foram lineares de 20 a 10000 ng/g. A
recuperagdo do método modificado foi de 60 a 110% (média de 80%) para FB; e de 58 a 102%
(média de 73%) para FB,, conforme a Tabela 22.

Tabela 22 - Recuperagdo de amostras de produtos de milho enriquecida com FB, e FB, como controle nas analises
dos produtos alimenticios 4 base de milho adquiridas no comércio de Campinas, Margo a Maio de

1999,
Amostras Recuperagio (%) coluna de troca
FB, FB, anidnica forte
1. Canjica 74 58 nova
71 66 nova
60 58 regenerada
2. “Corn flakes” 90 100 nova
80 81 regenerada
3. Farinha de milho 110 90 nova
60 58 regenerada
4. Fuba 72 93 nova
99 78 regenerada
110 102 nova
5. Milho verde 60 58 nova
6. Milho verde em conserva 86 58 nova
78 68 regenerada
7. Pamonha 67 59 nova
Média 80 73
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Ocorréncia de fumonisinas

Oitenta e um produtos alimenticios & base de milho; incluindo: canjica,
canjiquinha, “corn flakes”, curau, farinha de milho, farinha de milho destinado & populagdo
infantil, farinha de milho pré-cozida, fuba, milho verde em conserva, pamonha e pipoca, foram
coletados de mercados da cidade de Campinas (Brasil), e foram analisados para FB; e FB, por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia. Estas amostras representam os produtos alimenticios
comercializados nesta regido, mas nio necessariamente representam o milho colhido e
processado nesta area e com isso, ndo necessariamente refletem a ocorréncia regional de

fumonisinas.

As fumonisinas foram detectadas em 54% (44/81) de todos os alimentos
analisados, em uma concentragdo total (FB;+FB,) variando de 0,08 a 6,31 pg/g. Os resultados
deste levantamento estdo resumidos na Tabela 23. Entre as amostras positivas, 40 (49%)
apresentaram a FB; em concentragdo variando de 0,06 a 4,93 pug/g, e 44 (54%) continham FB,
em concentragao entre 0,03 a 1,38 pg/g. A concentragdo média de FB; e FB, nas 81 amostras
analisadas foi de 0,58 e 0,16 ug/g, respectivamente. Como esperado, a FB; apresentou-se em
quantidades trés vezes superior a FB,. Este dado confirma o levantamento realizado por
SHEPHARD et alii (1996).

A mais alta frequéncia de amostras positivas e também a mais alta concentragio de
FB, e FB; foram encontradas em fuba (100%, 4,93 pg/g para FB,, 1,38 pg/g para FB,). Variando
de 0,56 a 4,93 pg/g para FB; e de 0,21 a 1,38 pg/g para FB;. A concentracio média de FB, e FB,
foi de 2,29 e 0,60 pg/g, respectivamente. A concentragdo média de fumonisinas encontrada foi
equivalente a4 encontrada por CASTELO et alii (1998a) nos Estados Unidos, DOKO &
VISCONTI (1994) na Itdlia e por SYDENHAM et alii (1991) no Egito, mas superior a
encontrada por PATEL et alii (1997), PINEIRO et alii (1997), PITTET et alii (1992), STACK &
EPPLEY (1992) e SYDENHAM et alii (1991) em outros paises, conforme demonstra a Tabela
24.
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Tabela 23 - Teores de fumonisinas B, e B, encontrados em produtos alimenticios a base de milho adquiridos no comércio de Campinas, Margo a Maio

de 1999,
Produtos Incidéncia Fumonisina B, Fumonisina B, FB,+FB,
alimenticios  (n° positivos/  Variacdo  Média, Média,  Mediana, Variagio  Média, Média, Mediana, Média
total) (ug/g) positivas total total (ng/e) positivas total total total
FB, FB,

canjica 8/11 8/11 nd-4,52 1,16 0,84 0,14 nd-0,64 0,21 0,15 0,03 0,99
canjiquinha 2/2 2/2 0,17-1,23 0,70 0,70 0,70 0,05-0,30 0,18 0,18 0,18 0,88
“corn flakes” 1/4 1/4 nd-0,66 0,66 0,17 nd nd-0,03 0,03 0,008 nd 0,18
curau 0/2 0/2 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
farinha de 9/11 9/11 nd-1,46 0,74 0,61 0,66 nd-0,51 0,27 0,22 0,21 0,83
milho
farinha de 1/2 1/2 nd-0,44 0,44 0,22 0,22 nd-0,05 0,05 0,03 0,03 0,25
milho dest, &
pop. infantil
farinha de 4/6 4/6 nd-1,79 1,26 0,84 0,86 nd-0,42 0,31 0,20 0,20 1,04
milho pré-
cozida
fuba 9/9 99 0,56-4,93 2,29 2,29 232 0,21-1,38 0,60 0,60 0,52 2,89
milho verde 0/7 0/7 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
milho verdeem 2/11 6/11 nd-0,08 0,07 0,01 nd nd-0,21 0,15 0,08 0,08 0,09
conserva
pamonha 0/7 0/7 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
pipoca 4/9 4/9 nd-1,72 0,75 0,33 nd nd-0,30 0,18 0,08 nd 0,41

TOTAL 40/81  44/81 nd-4,93 1,18 0,58 nd nd-1,38 0,29 0,16 0,03 0,74

nd - néo detectado. Limite de detecgo para FB, e FB, foi de 0,02 pg/g.
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Tabela 24 - Ocorréncia de fumonisinas B, ¢ B; em fuba.

Ano Pais Incidéncia Concentragio média Referéncia

(n° pos./total) (ng/g) bibliogrifica

FB, FB, FB, FB,
1989/90 Estados Unidos 6/6 6/6 0,57 0,17 HOPMANS & MURPHY, 1993
1990/91 Africa do Sul 46/52 11/52 0,14 0,08 SYDENHAM et alii, 1991
1990/91 Canada 1/2 0/2 0,03 nd SYDENHAM et alii, 1991
1990/91 Egito 2/2 2/2 2,38 0,59 SYDENHAM et alii, 1991
1990/91 Estados Unidos 15/16 13/16 1,05° 0,29 SYDENHAM et alii, 1991
1990/91 Peru 1/2 172 0,33 0,07 SYDENHAM et alii, 1991
1990/91 Estados Unidos 12/12 12/12 0.94 0,24 STACK & EPPLEY, 1992
1991 Suiga 2/7 0/7 0,09 nd PITTET et alii, 1992
1992/93 Italia 7 7 2,35 0,53 DOKO & VISCONTI, 1994
1994/95 Reino Unido 16/20 b 0,53 b PATEL et alii, 1997
1995/96 Uruguai 3/8 0/2 0,10 nd/b PINEIRO et alii, 1997
1998 Estados Unidos 8/10 b 1,13 b CASTELQ et alii, 1998a

nd - nfio detectado
a - concentragfo média das amostras positivas.
b - ndo determinado.

Niveis elevados de fumonisinas foram observados em alimentos, como: canjica,
canjiquinha, farinha de milho e farinha de milho pré-cozida. Vinte e trés destas amostras (76,7%)
foram positivas para FB; e FB,, com concentragdo variando de nd a 4,52 e de nd a 0,64 pg/g,
respectivamente. Baixos niveis de contaminagdo foram relatados em amostras de “corn flakes”,

farinha de milho destinado & populagdo infantil, milho verde em conserva e pipoca.

Nas amostras de milho verde e alimentos tipicos “curau” e “pamonha”, ambos
preparados com milho verde, ndo foi detectada nenhuma contamina¢do por fumonisinas. Este
fato pode estar relacionado com a colheita deste milho que acontece antes de completar a fase de
maturacdo. Segundo CHULZE et alii (1996) a maior produgdo de fumonisinas ocorre nas fases

intermediaria e tardia da maturagdo da espiga.

A figura 25 demonstra que a ocorréncia de fumonisinas em produtos alimenticios a
base de milho é mais elevada nos alimentos que sofreram as formas minimas ou suaves de

processamento, como: fuba, canjica, canjiquinha e farinha de milho, onde ocorre apenas uma
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moagem fisica ou processo de trituragdo. Produtos como o “corn flakes” que sio altamente
processados apresentaram contaminagdo por fumonisinas muito baixa. Milho verde em conserva
também apresentou baixos niveis de fumonisinas. Estes dados sdo compativeis com os
encontrados por CASTELO et alii (1998a). DOKO & VISCONTI (1994), PATEL et alii (1997),
PINEIRO et alii (1997), PITTET et alii (1992), SANCHIS et alii (1994), STACK & EPPLEY
(1992), SYDENHAM et alii (1991), TRUCKSESS et alii (1995) e UENO et alii (1993).
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Figura 25 - Niveis médios de fumonisinas B, e¢ B, encontrados em produtos alimenticios a base de milho em
Campinas, Brasil.
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Varios autores (BENETT & RICHARD, 1996, CASTELO et alii, 1998b:
JACKSON et alii, 1997; KATTA et alii, 1999) indicam que a FB; é termoestavel. Em condi¢oes
de frituras e cozimento ocorre pequena perda de FB;. No entanto, sob condi¢des mais extremas,

altas temperaturas e tempo prolongado, tem diminuido a contamina¢do de FB; para niveis ndo

detectaveis, por exemplo, a 220°C por 25 minutos (BENNETT & RICHARD, 1996).

A figura 26 demonstra o padrdo de distribui¢do dos teores de fumonisinas isoladas
e combinadas determinadas em 81 amostras de produtos alimenticios a base de milho. Em termos
mundiais ndo ha regulamentacdo para niveis de fumonisinas em alimentos, com exce¢do da
Suiga, a qual propds um limite de tolerancia temporario de 1 pg/g para a somatoria de FB; e FB;
(FAO, 1997). No presente levantamento 21 amostras (25,9%) encontravam-se contaminadas com
fumonisinas em niveis acima de 1 pg/g, entre elas: 3 de canjica, 1 de canjiquinha, 5 de farinha de
milho, 3 de farinha de milho pré-cozida, 8 de fuba e 1 de pipoca. O mais alto valor encontrado foi
de 6,31 pg/g de FB1+FB, em uma amostra de fuba. Trinta e sete amostras (45,6%), entre elas:
milho verde, pamonha, curau e “corn flakes” apresentaram niveis de FB;+FB, abaixo de 0,1
ug/g. Estes resultados sdo consistentes aos niveis totais relatados nas 35 amostras dos Estados
Unidos analisadas por SYDENHAM et alii (1991) e nas 29 amostras relatadas por DOKO &
VISCONTI (1994) na Italia.

A razdo FB,/FB; nas amostras de alimentos analisadas variou de 0,045 a 3,5, com
uma media de 0,54+0,83 e mediana de 0,26. Este resultado sugere que pode haver uma razao

constante entre as fumonisinas nos alimentos como o observado no milho de campo, semelhante
ao encontrado por HOPMANS & MURPHY (1993).
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Figura 26 - Distribuicdo de freqiiéncia da contaminagio por fumonisinas B, B,, B;+B, em 81 produtos alimenticios
a base de milho adquiridos no comércio de Campinas, Brasil.

Dados do IBGE (1977) mostram que o consumo de fub4 nas areas metropolitanas
varia de 2 a 12 g/dia/pessoa. Ja nas areas rurais este consumo ¢ maior, variando de 11 a 39 g. O
consumo de milho seco em grdo, por sua vez, estd em torno de 1 g por pessoa em regides
metropolitanas e varia de 1 a 22 g em regides rurais. GELDERBLOM et alii (1996) propuseram
uma Ingestao Diaria Toleravel (TDI) de 0,8 pg/kg de peso corporeo/dia para FB;. Em regides
rurais onde o consumo de fuba é mais elevado (39 g/pessoa) a ingestdo de FB; por um adulto de
70 kg seria de 89,31 pg (média de FB; em fuba = 2,29 x 39g), o que resulta em uma Ingestio
Diaria Provavel (PDI) de 1,276 pg/kg p.c./dia, ultrapassando a TDI proposta. Nestas mesmas
regides outros produtos de milho, provavelmente tdo contaminados como o fuba sio também
consumidos, como por exemplo o milho seco em grdo, o que elevaria a ingestdo diaria de FB;.
Criangas estariam especialmente em risco nestas areas. Ja em regides metropolitanas onde a

ingestdo de produtos de milho é caracteristicamente mais baixa, a ingestio diaria por um adulto
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de 70 kg seria, no pior caso, de 27,48 ug de FB, resultando uma PDI de 0,3921 pg/kg p.c./dia e
portanto abaixo da TDI recomendada. Nestas regides metropolitanas o consumo de outros
produtos de milho séo também baixos o que contribuiria para manter o risco também baixo para a
populagdo. Dados sobre o consumo de diversos produtos de milho sdo inexistentes porém, com
os dados, apesar de antigos, sobre o consumo de fuba, milho seco e milho verde, a situagio ja se
mostra suficientemente grave e recomenda que medidas de prote¢do a saude do consumidor
brasileiro sejam tomadas por parte dos 6rgdo responsaveis por assuntos agricolas e de satide

publica.

CONCLUSOES

O presente trabalho € o primeiro relato sobre a incidéncia de fumonisinas em
produtos alimenticios a base de milho vendidos comercialmente no Brasil. Os resultados mostram
que as fumonisinas estdo presentes nos produtos alimenticios a base de milho em niveis que

mostram uma ampla variagao.

O presente levantamento indica que os consumidores de alguns produtos
alimenticios a base de milho disponiveis nos mercados do Brasil, como o fuba, estdo expostos as
fumonisinas em niveis acima dos presentemente avaliados como seguros, especialmente
habitantes das areas rurais. Em areas metropolitanas, no entanto, o risco é menor devido ao baixo

consumo de produtos de milho.

Os alimentos examinados mostraram que em produtos de milho colhido no estagio
leitoso, a presenga de fumonisinas néo foi detectavel ou apareceu em niveis muito baixos (milho
verde, milho doce em lata, curau e pamonha). Ja em produtos a base de milho que atingiu a
maturidade e que receberam pouco processamento, os valores s3o os mais elevados (fuba,

canjica, canjiquinha e farinha de milho) e oferecem risco para a populagao.
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