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RESUMO 

Fumonisinas sao metabόlitos tόxicos produzidos principalmente por cepas de 

Fusarium monίliforme e F. proliferatum. Essas toxinas sao capazes de causar 

leucoencefalomaliιcia eqίiina (LEME), edema pulmonar e hidrotόrax em suίnos (EPS), 

cancer hepiιtico em ratos e Ieucoencefalomaliιcia e hemoπagia cerebral em coelhos. Em 

alguns paίses como Afii.ca do Sul, China e Itiιlia sua presenγa em alimentos foi 

coπelacionada com cancer de esδfago em humanos e uma maior incidencia de 

arteήosclerose na populaγao. Os objetivos deste trabalho foram: avaliar um conjunto de 

tecnicas ja existentes relatadas na literatura e julgadas promissoras para determinaγao de 

fumonisinas Βι e Β2 em milho; uma vez escolhido ο metodo analίtico, proceder a sua 

otimizaγao e adequaγao para as condiγδes de trabalho encontradas em laboratόrios 

brasileiros; estudar ο componamento de cultivares de milho plantados no Estado de Sao 

Paulo em duas saftas nao consecutivas quanto a produγao de fumonisinas Β 1 e Β 2 e estudar 

a influencia das caracteήsticas dos cultivares e das condiγδes climiιticas nos locais de 

plantio com relaγao a produγao de fumonisinas. ν arios sistemas de extraγao e limpeza 

foram avaliados e ο metodo preconizado pela AOAC Internacional foi considerado ο mais 

adequado, com algumas modificaγδes. Os limites de detecγao obtidos foram 0,02 μg/g para 

FΒι e 0,04 μg/g para FB2 e ο desvio padrao medio entre duplicatas foi 0,6% para FB1 e 

2,2% para FB2. Duzentos e quinze amostras, representando 35 cultivares de milho na safta 

de 94/95 e 52 cultivares na safra de 97/98, com diferentes tipos de cultivares, de 

endosperma e do ciclo ate ο florescimento foram analisadas. Todos os cultivares estavam 

contaminados com fumonisinas em nίveis que variaram de Ο, 13 μg/g a 6,58 μg/g para FΒι 

e de 0,06 μg/g a 2,15 μg/g para FB2 durante a safta de 94/95. Na safta de 97/98 os nίveis de 

contaminaγao variaram de 1,15 μg/g a 43,80 μg/g para FΒι e de 0,08 μg/g a 11,65 μg/g 

para FB2. Mais de 76% das amostras de 94/95 e mais de 67% das amostras de 97/98 

continham nίveis de fumonisinas acima de 1,0 μg/g . Estes resultados colocam ο milho 

plantado no Estado de Sao Paulo dedtre os mais contaminados do mundo. Nao foi 

observada coπelaγao entre contaminaγio por fumonisinas e tipos de gennoplasma, de 

endospenna, ou duraγao do ciclo vegetativo. Foi observada uma foήe interaγao entre a 

contaminaγao por fumonisinas e ο local de plantio dos cultivares analisados. Houve 
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dίferen~a significativa entre as temperaturas mίnimas registradas nas Estaγδes 

Expeήmentaίs estudadas, no entanto nao foi observada coπela~ao entre temperatura 

ambiente e contamina~o por fumonisinas. Foi observada coπela~ao negativa (r = -0,96 e-

0,99) entre ίndice pluviometήco apόs ο florescimento feminino e concentraγao de 

fumonίsinas nas saftas de 94/95 e 97/98, respectivamente. Α comparaς:ao dos resultados da 

incidencίa de fumonisinas em dois anos por regiao indίca uma grande diferenγa de 

comportamento dos cultivares quanto ao acύmulo de fumonίsίnas . Ficou evidenciada a 

necessidade de empregar mais de um ano agήcola para observar a resistencia dos cultivares 

de milho ao Fusarίum, bem como a experiment . aς:ao regional na caracterizayao de 

genόtipos maίs adaptados e/ou resistentes em cada cond ί γao edafoclίmatica . As diferenγas 

nos niveis de fumonisinas encontrados em algumas amostras em diferentes Estaγδes 

Experimentaίs , sugerem a possibilidade da seleς:ao de cultίvares para uso em locais 

especίficos. 

Palavras chave - fumonisinas, milho, micotoxinas, Fzιsarίum. 
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SUMMARY 

Fumonisins are toxic metabolites produced mainly by strains of Fusarίum 

monίliforme and F. proliferatum. They are capable of causing equine 

leukoencephalomalacia, porcine pulmonary edema and hydrotorax, hepatic cancer in mice 

and leukoencephalomalacia and brain hemorrhage in rabbits. In countήes such as South 

Afiica, china and Italy its presence in foods have been correlated to esophageal cancer and 

a higher incidence of arteήosclerosis in the population. The objectives of the present work 

were: evaluate the existing analytical methods for the determination of fumonisins Β 1 and 

Β2 in corn~ after choosing the analytical method to proceed to optimize and adequate it to 

the conditions prevailing in Brazilian laboratoήes ~ to study the behavior of corn cultivars 

planted in the State of Sao Paulo duήng two non consecutive growing seasons for the 

production of fumonisins Βι and Β2~ and to study the effect of agronomic characteήstics 

and climatic conditions on the production of fumonisins. Several systems for extraction and 

sample cleanup were evaluated and the method adopted by the AOAC International with 

modifications was chosen as the most adequate for the work intended. The limits of 

detection were 0.02 μg/g for FB1 and 0.04 μg/g for FB2 and the average standard deviation 

between duplicates was 0.6% for FB1 and 40 ng/g for FB2. Two hundred and fifteen 

samples were analyzed, compήsing 35 com cultivars and 52 cultivars duήng the growing 

seasons of 94/95 and 97/98, respectively, with different types of cultivars, endosperm and 

length of vegetative cycle. All samples ffom the growing season of 94/95 were 

contaminated with fumonisins at levels ranging fi-om 0.13 μg/g to 6.58 μg/g for FΒι and 

fi"om 0.06 μg/g to 2.15 μg/g for FB2. The levels of contamination in the growing season of 

97/98 ranged fi-om 1.15 μg/g to 43. 80 μg/g for FΒι and from 0.08 μg/g to 11 .65 μg/g for 

FB2 . Over 76% of the 94/95 samples and over 67% of the 97/98 samples were 

contaminated above 1.0 μg/g with fumonisins. These results place the com grown in the 

State of Sao Paulo among the most contaminated in the world. Νο correlation was found 

between the contamination and types of germoplasm, endosperm, or length of vegetative 

cycle. Α strong interaction between fumonisins contamination and the corn growing 

location was observed. There was a significant difference between the expeήmental stations 
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minimum temperatures but there was no coπelation between the overall temperatures and 

the contamination. Α negative coπelation (r = -0.96 and -0.99) was observed between 

rainfall after silk emergence and levels of fumonisins in the samples for the growing 

peήods of 94/95 and 97/98, respectively. The cultivars exhibited a diversified behavior 

towards the accumulation of fumonisins when the two growing peήods studied are 

compared and the results point towards the importance to evaluate cultivars in this respect 

for more than one growing season. Tests conducted at different locations are also important 

for the selection for each specific region of the best adapted cultivars in terms of greater 

resistance to fumonisins accumulation. The different levels of fumonisins found in samples 

fi"om the expeήmental stations suggest the possibility of selection of cultivars for use in 

specific areas. 

Key words: fumonisins, com, mycotoxins, Fusarίum 
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INΊ'RODU(:AO 

Ο milho se destaca entre as graniferas por ser ο pήmeiro em area cultivada e volume 

de produγao no paίs e pela participaγao preponderante das empresas pήvadas na pesquisa, 

produγao e comercializaγao das sementes melhoradas. Ε cultivado em uma vasta area no 

pais, 13 milhδes de hectares, com uma produγao anual em tomo de 32 milhδes de 

toneladas. Os maiores produtores sao os Estados do Parancί, Goias, Minas Gerais, Sao 

Paulo, Rio Grande do Sul e Santa Cataήna . Sό no Estado de Sao Paulo, nos tres ίιltimos 

anos agήcolas, cultivou-se em tomo de 1,2 milhδes de hectares de milho. 

Ο milho, e constantemente exposto ao ήsco de invasao de fungos toxigenicos, 

pήncipalmente dos generos Fusarίum, Aspergillus e Penίcίllίum . Estes fungos sao 

produtores de micotoxinas, e vciήas micotoxicoses relacionadas a milho infectado ja foram 

relatadas em animais e em humanos. Algumas especies de Fusarium ja foram isoladas de 

milho, tήgo, arroz e rayδes, procedentes de vciήos Estados brasileiros, em proporyδes 

vaήadas, com predominancia de Fusarίum monίliforme e F. graminearum. Ο milho e ο 

produto agήcola mais :treqίientemente infectado pelo F moniliforme, uma especie 

cosmopolita, saprόfita, que produz infecγδes assintomaticas. 

F. monίlίjΌrme Sheldon, F proliferatum Seγao Liseola e F. nygamai, sao as 

especies do genero Fusar ίum produtoras de um grupo de micotoxinas chamadas de 

fumonisinas. Esta famίlia de toxinas foi descoberta em 1988 por um grupo de 

pesquisadores da Amca do Sul. Α FΒι e a mais importante do grupo, constituindo ate 70% 

do total das fumonisinas, produzidas tanto em cultivos, quanto em milho naturalmente 

contaminado. 

As fumonisinas sao toxinas capazes de causar leucoencefalomalacia eqίiina 

(LEME), edema pulmonar e hidrotόrax em suinos (EPS), cancer hepatico em ratos e 

leucoencefalomalacia e hemoπagia cerebral em coelhos. As fumonisinas tambem sao 

associadas com alimentos a base de milho consumidos por humanos. Os altos niveis de 

fumonisina Β 1 em milho utilizado na dieta humana em algumas localidades da Amca do 

Sul e no norte da China, tem sido apontado como possivel causa da alta incidencia de 

cancer de esδfago na.s populaγδes envolvidas. Α propήedade carcinogenica e atήbuίda 

tambem, a outros componentes do grupo como FB2 e FB3. 
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Levantamentos sobre a incidencia de fumonisinas em milho tem sido conduzidos 

em varias partes do mundo e contaminaγao tem sido encontrada nos mais variados niveis. 

Varios trabalhos relataram a presenya do F. monίliforme no milho brasileiro e alguns, a 

existencia de surtos de LEME nos Estados do Rio Grande do Sul, Sao Paulo, Santa 

Catarina, Minas Gerais e Parana. Em alguns casos foi constatada a presenγa de FB1 nas 

raγδes que levaram a όbitos de eqίiinos. As toxinas FB1 e FB2 foram encontradas em 

amostras de milho comercial provenientes do Paraniι, Mato Grosso do Sul e Goias. 

Infonnaγδes sobre ο milho cultivado em Sao Paulo sao necessarias. Paralelamente, 

poucas sao as informaγ δes sobre os fatores que favorecem a produγao de fumonisinas em 

milho. Varios autores tem indicado a existencia de diferenγas nos cultivares de milho em 

relaγao a infecγao pelo F. moniliforme e que a resistencia e uma heranγa genetica. Um 

outro aspecto que precisa ser estudado e a influencia dos fatores climaticos na produyao de 

fumonisinas. 

Devido ao amplo potencial de contaminaγao do milho e deήvados com fumonisinas, 

metodos analίticos que monitorem os nίveis de fumonisinas nos produtos agrίcolas sao de 

grande interesse. Este fato e reforγado pelas necessidades de fiscalizaγao do cereal e seus 

produtos oήginados intema ou extemamente. Ε tambem possίvel que a pobreza de 

informaγδes sobre a incidencia de fumonisinas no Brasil advenha exatamente das 

dificuldades encontradas no paίs com a metodologia analίtica . Diante deste quadro os 

objetivos do presente trabalho foram: (Ι) avaliar um conjunto de tecnicas ja existentes 

relatadas na literatura e julgadas promissoras para determίnaγao de fumonisinas Β ι e Β2 em 

milho; (2) uma vez escolhίdo ο metodo analίtίco , proceder a sua otimizaγao e adequaγao 

para as condiγδes de trabalho encontτadas em laboratόήos brasileίros: (3) estudar ο 

comportamento de cultivares de milho plantados no Estado de Sao Paulo em duas safras 

nao consecutivas quanto a produγao de fumonisinas Βι e Β2 e (4) estudar a influencia das 

caracteήsticas dos cultivares e das condiγδes climaticas nos locais de plantίo com relaγao a 

produγao de fumonisinas. 
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REVISAO DA LΠERAΊ'URA 

1. MILHO 

Ο milho, cientificamente designado Zea mays L., e uma plant.a alta, robusta, 

monocotiledδnia, pertencente a famίlia das gramineas, largamente utilizada como fonte de 

alimento em vfιrios paίses (F ANCELLI, 1983). 

Provavelmente oήginado no Mexico, ο milho e um dos cereais que se desenvolveu e 

se adaptou a condiς;δes bastante diversas em termos de temperatura, umidade, duraς;ao da 

estaς;ao livre de geadas e de outras condiς;δes ambientais. Por este motivo ele e cultivado 

desde ο Norte do Canada ate ο Sul da Argentina (W ATSON & RAMSTAD, 1987). 

Na constituiς;ao do milho ha, em media, 60% de carboidratos, 10% de proteίnas, 4% 

de lipideos, alem de minerais e vitaminas (FANCELLI, 1983). Tal composiyao faz com que 

este cereal seja utilizado no preparo de mais de 500 deήvados (NOGUEIRA JύNIOR et 

αlίί, 1987), sendo a base de produtos alimentares diversificados, bem como relevante fator 

sόcio-econδmico para muitas regiδes do mundo. 

Α ampla utilizaς;ao do milho na alimentaς;ao e a causa pήncipal do seu grande 

consumo tanto pelos paίses produtores quanto pelos importadores. Estima-se que nos paίses 

desenvolvidos, a utilizaς;ao anual de graos gire ao redor de 1000 kg/per capita, sendo 930 

kg, indiretamente, na forma de raς:ao para produς:ao de carne e leite e 70 kg, diretamente, na 

dieta humana. Ja, em paίses pobres da Asia, ο consumo per capita e de 150 kg, quase todo 

na forma de graos ίn natura (MORICOC:m et αlίί, 1989). 

Νο Brasil, ο papel do milho na alimentayao humana e animal e importante e antigo. 

Mesmo antes da chegada dos colonizadores ao paίs, ο milho ja era cultivado e utilizado 

pelos indίgenas. Atualmente, ο Brasil e ο terceiro maίor produtor mundial de milho, logo 

apόs a China, e os Estados Unidos, tendo sua procba~ ficado, de 1991 a 1996, em tomo de 

32 milhδes de toneladas (TSUNECHIRO & ΟΚΑ W Α, 1996). 
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Ο milho e cultivado em uma area com cerca de 13 milhδes de hectares, tendo uma 

produγao anual em tomo de 32 m.ilhδes de toneladas. Νο Estado de Sao Paulo, ο m.ilho e 

uma das mais importantes culturas, ultrapassando 1,2 m.ilhδes de hectares cultivados 

(IBGE, 1996). 

Ο destino da produγao brasileira aringe diversos setores, sendo a suinocultura e a 

avicultura responsaveis pela maior parte da utilizaγao dos graos ( 41% ). Ο m.ilho entra como 

mateήa-pήma basica na formulaγao das raγδes destinadas a essas criaγδes. Ο restante da 

produγao divide-se entre a indύstήa de alimentos (13,5%), formulaγao de raγδes de outras 

especies animais (5,6%) e produγao de sementes (0,6%). Α nao comercializaγao de 40% 

dos graos produzidos deve-se, principalmente, ao consumo na propήedade rural, na ordem 

de 24, 7%. Ο restante dessa nao comercializaγao, deve-se ao consumo humano nas grandes 

cidades (4,4%) e as perdas durante a colheita e armazenamento, responsaveis por 9,φfο do 

total produzido no paίs (PEDROSA & DEZEN, 1991 ). 

Dos possiveis deήvados do m.ilho, os mais tradicionais, urilizados na alimentaγao 

humana no Brasil, sao a farinha de milho e ο fuba. Entretanto, novos produtos tem surgido 

para atender uma faixa de consum.idores mais reduzida e exigente (NOGUEIRA .JύNIOR 

et αlίί , 1987). 

2. MICROBiόTA FύNGICA DO ΝΠLΗΟ 

Todos os graos de cereais sao expostos, no campo, a uma ampla vaήedade de 

organismos, provenientes da poeira, agua, plantas doentes, insetos, solo, fertilizantes e 

mateήal organico de animais. Entretanto, ο nύmero e os tipos de microrganismos 

encontrados nos graos vao depender da resistencia dos mesmos, bem como do tipo de solo, 

insetos, roedores e especialmente das condiγδes climaticas durante e imediatamente apόs a 

colheita (SΠ-LIΚER & ELLIOTT, 1980). Α superficie extema dos graos na colheita 

contem centenas de especies microbianas, porem somente algumas sao capazes de invadir ο 

grao e promover a sua deteήoraγao (SE.MENIUΚ, 1954). 
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Α contaminaγao filngica parece ser a causa mais fteqϋente da inevitavel perda de 

qualidade dos graos e sementes. Esta contaminaγao pode fazer com que os graos tomem-se 

imprόpήos para ο consumo, resultando em grandes perdas econδmicas (Ρ ASYER & 

BULLERMAN, 1988). Os fungos podem causar uma seήe de danos aos graos durante ο 

plantio e a colheita, bem como durante ο armazenamento (SΠ...LIΚER & ELLIOTT, 1980). 

Os efeitos da invasao f:Ungica incluem a diminuiγao do poder de germinaγao, 

emboloramento visίvel, descoloraγao, odor desagradavel, perda de mateήa seca, 

aquecimento, cozimento, mudanγas quίmicas e nutήcionais, perda da qualidade e produγao 

de micotoxinas ( POMERANZ, 1982). 

Segundo CHRISYENSEN & SAUER (1982) os fungos que infectam os graos dt» 

sementes, de maneira geral, podem ser divididos em dois grupos ecolόgicos, de acordo com 

ο momento da contaminaγao: os chamados Fungos de Campo e os Fungos de 

Armazenamento. 

Os Fungos de Campo, assim chamados por invadirem os tecidos da planta em 

crescimento no campo, requerem, para seu desenvolvimento, elevada umidade relativa do 

ar (80%) e altos teores de umidade nos graos (20-21%). Quando os teores de umidade 

declinam abaixo de 21%, onde nenhuma agua livre esta disponίvel no inteήor dos graos, os 

Fungos de Campo aparentemente moπem e os Fungos de Armazenamento aparecem. Os 

Fungos de Armazenamento, que proliferam nos produtos ja armazenados, necessitam de 

teores de umidade ao redor de 16% (CHRISΊΈNSEN & SAUER, 1982). 

Ο genero Fusarίum pertence a classe dos Hyphomycetes e taxonomicamente esses 

fungos sao estudados nas suas formas anamόrficas, embora, em vaήas especies, ja seja 

conhecido seu estado teleomόrfico. Segundo NELSON et αlίί (1983), as especies do 

genero, consideradas as mais importantes e as mais ffeqϋentemente isoladas, estao 

agrupadas em 12 Seγδes que compreendem 30 especies. Na sua grande maioήa, sao fungos 

com uma distήbuiγao mundial, sendo alguns deles parasitas de plantas, e outros toxigenicos 

ou nao, recoι:ιhecidamente patόgenos para homens e animais (SAMSON & VON 

REENEN-HOEXSTτRA, 1988). 
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MILLS (1989) cita as especies de Fusar ίum como as pήncipais invasoras de graos 

de milho no campo, causando, inclusive, varias doenγas, como, podήdao da semente e 

colmos. Dentro do genero Fusarίum, as especies rungicas mais comuns no campo sao F 

monίliforme e F subglutinans, especies fteqϋentemente responsaveis pelo apodrecimento 

da espiga de milho mas, comumente, estas duas especies causam apodrecimento de graos 

ίndiv iduais ou de areas localizadas nos graos. Α contaminayao pode ser iniciada atraves de 

danos causados por chuva de granizo, insetos e passaros. Estes fungos aparecem, 

comumente, contarninando ο grao junto ao embήao, embora algumas vezes os sinais desta 

contaminaγao nao seja visίvel (SυττΟΝ , 1982). 

F gramίnearum e F culmorum sao as especies de Fusarίum com ma10r 

patogenicidade (capacidade de causar doenγas) e com maior agressividade (quantidade de 

doenγa causada). F gramίnearum e significativamente mais agressivo no caule do milho do 

que F. subglutίnans e F monίliforme (GΠ.,BERTSON et αlίί, 1985). Evidencias colhidas 

em outros paίse s apontam ο F monίliforme como endemico no milho (MILLER, 1994). 

Porem, os fatores que controlam a doenγa nao estao ainda estabelecidos e precisam ser 

estudados. 

Em milho, os esporos provenientes da teπa, ervas daninhas ou capim prόximas dos 

campos de milho seήam transportados pelo ar e se di stή buiriam sobre as espigas de milho, 

atingindo os graos. Os esporos seήam levados pela agua, insetos, aves, e oήficios na palha 

causados por lagartas. Α colonizaγao ocoπeήa dentro de urna faixa adequada de umidade e 

temperatura. Estudos ut ί lizando microscopia eletrδnica de vaπedura observaram que os 

fungos se localizam no pedicelo dos graos aparentemente sadίo s. As hifas dos fungos nao 

foram encontradas dentro do embήao ou endosperma dos graos aparentemente sadios, 

entretanto, nos graos associados com fumonisίnas ο embήao e ο endosperma apresentaram­

se invadidos pelos fungos (BACON & WILLIAMSON, 1992). 

Especies de Fusarίum sao comumente isoladas do milho, antes e. apόs a colheίta e 

eventualmente durante a armazenagem (CORREA et αlίί, 1992). Estes fungos tambem tem 

sido isolados de deήvados do milho (MARASAS & SMALLEY, 1972) e de outros cereaί s 
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(aπoz) assim como, sorgo, cana-de-ayύcar, fenos (CLEVSΊROM, 1986) e substratos 

diversos (ΠllEL et αlίί, 1991). Tambem ocoπe em bananas, abacaxis e tomates estocados. 

Ο Fusarίum e menos fi-eqίiente em rayoes (PURCillO et αlίί, 1988), exceto naquelas 

envolvidas com episόdios de leucoencefalomalacia eqίiίna - LE:ME (ΗΙRΟΟΚΑ et αlίί, 

1990). 

Estudos desenvolvidos na Amca do Sul (MARASAS et αlίί, 1979), em Zambia 

(MARASAS et αlίί, 1978), e vcirias outras regioes produtoras de milho, demonstraram a 

prevalencia do F monίliforme em graos de milho recem-colhido. Na Amca do Sul, a 

fi-eqίiencia de aparecimento de cada especie e influenciada pela localizayaO geografica e 

clima. Esta influencia foi bem demonstrada por MARASAS et αlίί (1979). Neste trabalho 

os autores verificaram a incidencia de especies de Fusarίum em tres areas daquele paίs. Ο 

F. monίliforme predominou na regiao mais quente, sub-tropicaL enquanto ο F. subglutίnans 

prevaleceu na regiao mais fua, temperada, e ο F. gramίnearum, por sua vez apareceu com 

uma incidencia maior na regiao de clima inteπnedicirio. 

Segundo BLANEY (1991 ), F. monίliforme desenvolve-se em zonas temperadas 

ύmidas e sub-ύmidas, nos trόpicos e sub-trόpicos, mas e incomum em zonas temperadas 

mais fuas. F. subglutίnans e F monίliforme sao muito comuns em milho no Canada, 

Estados Unidos, e Europa, F. gramίnearum e tambem importante no norte dos Estados 

Unidos e Canada e em partes da Europa, mas no leste europeu ο F. culmorum e mais 

comum (ABBAS et αlίί, 1988b). 

LILLEHOJ & ZUBER (1988) analisaram vcirios tipos de graos de milho submetidos 

a secagem logo apόs a colheita, provenientes de diferentes paίses. Os autores veήficaram 

que 92% das amostras provenientes do Brasil estavam contaminadas por Fusarίum spp, 

25% por Penίcίllίum spp, 8% por Aspergίllus spp, sendo, neste Ultimo, 4% por Aspergίllus 

nίger. 

Na Ameήca do Norte e em alguns paίses da Europa, as especies de Fusarίum mais 

fi-eqίientemente isoladas em milho tem sido, F. gramίnearum e F. monίliforme seguidas por 

F culmorum e F. subglutίnans. ABBAS et αlίί (1988a) isolaram Fusarίum spp em graos de 

milho provenientes de 32 campos produtores em Minnesota, Estados Unidos, tendo como 
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predominantes: F. gramίnearum (30%), F. subglutίnans (23%), F. monίliform e (20%), F. 

oxysporum (14%) e F. proliferatum (12%). NELSON (1992), em estudo feito com graos de 

milho recem-colhido de diversas regiδes dos Estados Unidos, verificou que ο F. 

monίliforme foi ο fungo mais treqίientemente isolado, tendo aparecido em quase Ι 00% das 

amostras. 

JULIAN et αlίί (1995), analisando 69 amostras de graos de milho recem-colhido e 

armazenado de quatro regiδes de Honduras, observaram que os fungos mais 

treqίientemente isolados foram, Iiesta ordem: F. monίliforme, F. subglutίnans , Pe nίcίllίum 

spp, Stenocarpella maydίs, S. macrospora e Acremonίum spp. 

GONZALEZ et αlίί ( 1995), estudando a microbiota de 178 amostras de graos de 

milho recem-colhido, provenientes de cinco diferentes regiδes da Argentina, observaram 

que os generos Fusarίum e Penίcίllίum foram os mais prevalentes nas cinco regiδes , sendo 

F. monίliforme a especie mais fteqίiente. 

Νο Brasil, algumas especies de Fusarium ja foram isoladas, em propor ~es 

variadas, de milho, trigo, arroz e ra~es, procedentes de varios estados brasileiros, com 

predominancia de F. monίliforme e F. gramίnearum (SALGADO & CARV ALHO, 1980). 

Segundo WΕΝΊΖ et αlίί (1981), 90% das amostras de milho e de raγδes, para suinos e 

aves, no Estado de Santa Catarina, estavam contaminadas com Fusarium spp. FIORENΓIM 

( 1985) nao detectou Fusarίum spp em 23 amostras de ra~es e ingredientes utilizados na 

alimentaγao de aves, no Estado de Santa Catarina. ASEVEDO (1988) trabalhando com 90 

amostras de milho procedentes de varias regiδes do Brasil, encontrou F usarίum spp em 

62,2% das amostras. PURCHIO et α/ίί (1988) encontraram 2,8% de positividade, em 140 

amostras de ra~es para gado leiteiro, procedentes do Rio Grande do Sul e de Sao Paulo. 

CORREA et α/ίί (1992), veήficaram fi-eqίiencia de 85,1% de F. monίliforme , em milho 

pόs-colheita . 

ΧΑ VIER et α/ίί (1991 ), analisando graos de milho relacionados com ο quadro de 

LEME, veήficaram que 49,4% das amostras estavam contaminadas por F. monίliforme , 

25,8% por Aspergίllus spp e 25,8% por Penίcίllίum spp. 
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MEIRELES et α/ίί (1994) analίsaram 38 amostras de graos de mίlho envolvidos 

com surtos de LEME tendo encontrado 97,4% de contamίnaς;ao por Fusarίum spp, 57,9% 

por Penίcίllίum spp e 36,8% por Aspergίllus spp. Dentro do genero Fusarίum, a especie F 

monίliforme (82%) fοί a mais encontrada. 

ΡΟΖΖ! et αlίί (1995), analisando 130 amostras de graos de milho recem - colhίdo e 

armazenado, provenientes de Ribeίrao Preto, Estado de Sao Paulo, veήficaram maίor 

frequencίa de Fusarium spp (83,8%), seguίdo por Penicίllίum spp (55,3%), Aspergίllus spp 

( 40,7%) e outros 11 fungos filamentosos. Dentro do genero Fusarium, a especίe 

predominante fοί F monίliforme (80,7%), seguido pelo F proliferatum (3,0%). 

ORSI (1995), estudando 195 amostras de tres hibήdos de mίlho recem-colhido e 

armazenado, provenίentes de Ribeirao Preto, Estado de Sao Paulo, relacionou a influencia 

dos fatores abiόticos (teor de umidade, atividade de ιigua, temperatura media, precipit . aς;ao 

pluvial e umidade relativa do ar), na Πeqίiencia de isolamento da microbiota fungica. As 

analises microbiolόgicas demonstraram que ο genero Fusarίum foi ο mais Πeqίiente, 

seguido dos generos Penίcillίum e Aspergίllus. Com re l aς;ao ao genero Fusarium, a especie 

F monίliform e fοί a mais Πeqίiente nos tres hίbήdos, pήncipalmente na faixa de Ο, 70 a 

Ο, 79 de atividade de agua 

CASTRO et αlίί (1995), analisando amostras de graos de milho recem-colhido, 

provenientes de diferentes Iocalidades do Estado de Sao Paulo, durante ο ano de 1992, 

tambem demonstraram a predominancia de invasao por fungos dos generos Fusarίum e 

Penίcίllίum . 

3. FUMONISINAS 

3.1. Propήedades fisicas, quίmicas e efeitos biolόgicos 

As fumonisinas sao um grupo de micotoxinas estruturalmente relacionadas. Foram 

isoladas pela pήmeira vez de cultίvos de Fusarium monίliforme , 1\ιίR.C 826, obtίdo do 
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milho em Transkei, Amca do Sul (GELDERBLOM et αlίί, 1988). Oήginalmente , 

BEZUIDENHOuτ et α/ίί (1988), quando descreveram e caracterizaram quimicamente as 

estruturas dessas micotoxinas, relacionaram quatro metabόlitos F Αι, F Az, FΒι , FBz, sendo 

a seήe 'Ά" portadora de amidas acetiladas no grupo amina C-2, enquanto a seήe "Β" 

apresenta uma amina pήmaria livre. Duas outras fumonisinas Β3 e Β4 , foram detectadas em 

cultivos de F moniliforme MRC 826 (PLATΎNER et α/ίί , 1992) sendo a FB3, encontrada 

em raγδes e alimentos nos EUA (SYDENHAM et a/ii, 1992b). Ate ο momento, 16 

moleculas foram caracteήzadas : FΒι, Β2, Β3, Β4, F Αι, Α2 , Α3, F ΑΚι, FCι, C3, C4, FΡι, Ρ2 , 

Ρ3, FPHιa e ΡΗιb (MUSSER & PLATΎNER, 1997~ ΑΗ SEO & WON LEE, 1999). Α 

estrutura quίm i ca das fumonisinas mais freqίientemente encontradas esta representada na 

Figura 1. 

~ OzH 
Ο COzH 

ο fι 

ο R2 ΟΗ 

~ COzH 
Fωnonisinas 

ί 
Rι R2 R3 

COzH 

FAI ΟΗ ΟΗ CH2CO 

FA2 Η ΟΗ CH2CO 

FBI ΟΗ ΟΗ Η 

FB2 Η ΟΗ Η 

FB3 ΟΗ Η Η 

FB4 Η Η Η 

FIGURA 1. Estrutura quίmica das pήncipais fumonisinas. 
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MARASAS & SMALLEY (1972) administrando farinha de milho 

experimentalmente contaminada por fungos, entre eles Fusarίum, a suίn o s e :fi-angos, 

verificaram uma di . minuiς:ao da conversao alimentar, traduzida por perda de peso, sem 

determinar, no entanto, qual a toxina responsiιvel pelo problema. Quadro semelhante foi 

observado por GEDEK et αlίί (1978), em surtos de raquitismo de aves, alimentadas com 

raς:iio contaminada por F. monίliforme, quando no entanto, ainda nao se conhecia a toxina. 

Α FΒι e a mais importante do grupo, constituindo ate 700/ο do total das fumonisinas, 

tanto em meios de cultura, quanto em milho naturalmente contaminado. Essa micotoxina 

causa LEME (ROSS et alίί, 1991a), edema pulmonar e hidrotόrax (EPS), em suίnos 

(OSWEILER et αlίί, 1992), hemoπagia cerebral em coelhos (BUCCI et αlίί , 1996) e cancer 

hepiιtico, em ratos (GELDERBLOM et alίί , 1991). Α propriedade carcinogenica e 

atribuida, tambem, a outros componentes do grupo como FB2 e FB3 (GELDERBLOM et 

alίί, 1992). Segundo TffiEL et αlίί (1992), nίveis de FΒι e de FB2, encontrados em milho 

utilizado na dieta humana, em alguns locais da Africa do Sul, apresentaram uma estreita 

relaς:iio com ο cancer de esδfago da populaς:ao . As aniιlises detectaram concentraς:δes mais 

elevada.s dos metabόlitos nas areas com maior incidencia do problema, em contraste com as 

amostras de milho procedentes de regiδes com baixa incidencia da doenς:a (SYDENHAM 

et alίί, 1991 ). 

As FΒι e FBz sao diesteres do iιcido tήcarboxίlico e dos iιlcoois poliίdricos, com 

estrutura quimica muito semelhante a da esfingosina. Α seme l hanς:a de estrutura entre as 

FΒι e FBz e a esfingosina, levou alguns pesquisadores a formularem a hipόtese de que estas 

micotoxinas poderiam interferir com ο metabolismo da esfingosina (ΥΟΟ et alίί, 1992), 

base do esqueleto quίmico de todos os esfingolipideos, como esfingomielina, ceramidas e 

gangliosίdeos. Os esfingolipίdeos parecem estar intimamente relacionados com viιrias 

funς:δes, como comunicaς:iio celula-celula, crescimento, diferenciaς:ao e transformaς:iio da 

celula (MERRIL, 1991 ). Uma quebra na seqίiencia da biossintese dos esfingolip ί deos 

podeήa trazer severas couιeqίiencias, com transtornos orgamcos. 

ο mecanismo de aς:iio das fumonisinas ainda nao e perfeitamente conhecido. 

Entretanto, segundo WANG et alίί (1991), esses metabόlitos tem como pήncipal sίtio de 
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aγao algumas etapas importantes do metabolismo dos esfingolipίdeos . Esses pesquisadores, 

quando testaram, ίn vίtro, a aγao da toxina sobre hepatόcitos de rato, constataram que as 

FB1 e FB2 inibiam a incorporaγao de serina na molecula de esfingosina dos esfingolipίdeos 

celulares, e por outro lado, causavam um aumento da esfinganina, que tambem e um 

intermediario biossintetizado. As micotoxinas impediήam a conversao da esfinganina a N­

acil-esfinganina, ο que, possivelmente, precede a introduyao da dupla ligaγao na 

esfingosina N-aciltransferase (ceramida sintetase) em figado de rato, reduzindo a conversao 

de esfingosina a ceramida. 

Α potente aγao da fumonisina sobre a biossίntese dos esfingolipίdeos talvez seja ο 

mecanismo das lesδes necrόticas dos cerebros de eqίiinos intoxicados com FB1 (NORE.ED 

et α/ίί , 1992). As lesδes do tecido cerebral, que e rico em esfmgolipideos, podem ser ο 

resultado final da inibiγao da biossίntese da esfingomielina. Α inibiγao "de novo" dos 

esfingolipίdeos, e especifica, e ο sίtio de ayao parece estar na ceramida sintetase, que 

catalisa a ύltima etapa da sίntese, quando ο aminogrupo da esfingosina e acilado por um 

acil-CoA graxo, de cadeia longa. Essa seria a forma pela qual a fumonisina causa a LEME 

nos eqίiinos , promovendo tambem a formaγao de tumores em ratos. 

3.2. Incidencia de fumonisinas e microrganismos produtores 

Desde 1971, quando WILSON & MARONPOT reproduziram a doenγa a partir de 

milho inoculado artificialmente com F monίliforme, este tem sido citado como a pήncipal 

especie do genero envolvida com LEME. Alem das intoxicaγδes em eqίiinos , ο F. 

monί/iforme tem sido responsabilizado por problemas respiratόήos em suίnos. Α EPS, 

descήta por ΚRΙΕΚ et αlίί (1981), tem sido provocada por F monίliforme freqίientemente 

durante a estaγao da colheita, nos EUA. Νο outono de 1989 e inverno de 1990, foram 

relatadas algumas epizootias de LEME, atingindo varios estados, e numerosos surtos de 

EPS, restήtos as regiδes centrais, nos EUA (ROSS et αlίί, 1991a). 

Um dos primeiros relatos de contaminaγao natural de milho pela FB1 foi descrito 

por SYDENHAM et αlίί (1990a). Α partir do extrato submetido a cromatografia lίqίiida de 
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alta eficiencia (CLAE) e, na seqϋencia, com a utilizaγao de cromatografia gasosa e 

espectroscopia de massas (CG-EM), esses pesquisadores confirmaram a identidade da 

fraγao de acido tricarbalίlico, presente no hidrolisado da fumonisina. 

Linhagens de F. proliferatum, Seς:ao Liseola (NELSON et αlίί , 1983) isoladas de 

casos de LEME e de EPS, mostraram-se produtoras de FB1 (ROSS et aliί , 1992). ΠΠΕL et 

αlίί (1991) demonstraram que F. nygamaί, especie descoberta por BURGEES & 

'ΓRIMBOLI (1986), tambem produz FΒι . Segundo ROSS et αlίί (1992), F. monίliforme e F. 

proliferatum, isolados de alimentos envolvidos com LEME eram fortemente produtores de 

FΒι e FBz. Ο mesmo nao foi verificado em relaς:ao ao F. subglutίnans que nao sintetizou 

fumonisinas, embora se tratasse de uma unica amostra relacionada com LEME (ΠΠΕL et 

αlίί , 1991). 

Num caso ocorrido em uma fazenda no Arizona, EUA, 18 cavalos apresentaram 

sintomas de intoxicaγao, e destes 14 (77,8%) moπeram . Tres amostras de milho foram 

analisadas e apresentaram contaminaγao por FΒι em niveis que variaram de 37 a 122 μg/g 

(WILSON et αlίί 1990). 

MURPHY et αlίί (1993) determinaram ο conteudo de FΒι, FBz e FB3 em milho das 

safras de 1988 a 1991 e refugo de milho de 1989 em Iowa, Wisconsin e Illinois, Estados 

Unidos. Α concentrayao de fumonisinas no refugo de milho foi 1 Ο vezes maior que a 

concentraς:ao no milho intacto. Os resultados estao representados na Tabela 1. 

TABELA 1. Nίveis de fumonisinas em milho das safras de 1988 a 1991 em Iowa, 

Wisconsin e I1linois, Estados Unidos. 

Ano Numero de amostras 
Nίveis de fumonisinas _U!g/g} 

FΒι FBz FB3 

1988 22 0-14,9 0-5,7 0-2,1 

1989 44 0-37,9 0-12,3 0-4,0 

1990 59 0-19,1 0-6, Ι 0-2,8 

1991 50 0-15,8 0-4,4 0-2,3 

Fonte: MURPHY et alii (1993) 
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DESJARDINS et alii (1994) realizaram um levantamento em quatro plantaς:δes de 

milho localizadas no nordeste do Mexico. Ο estudo teve como finalidade, deteπninar quais 

especies de Fusarίum estavam presentes nas plantaς:δes de milho daquele paίs , a produyao 

de fumonisinas pelas linhagens isolada.s e se elas eram geneticamente diferentes. F 

monίliforme, pήncipalmente as linhagens do grupo Α da forma teleomόrfica da Gίbberella 

fujikuroί, foi a ίιnica especie de Fusarium recuperada das sementes de milho nas quatro 

plantaς:δes examinadas. Das 34 linhagens, 33 (97%) produziram fumonisinas Βι, Β2 e Β3 . 

Os niveis de concentraς:ao de fumonisina total variaram de 10 a 9000 μglg . Os niveis de 

fumonisinas foram maiores que 1000 μg/g em 31 dos 34 extratos. 

VISCO NΠ & DOKO (1994) veήficaram a produς:ao de FΒι e FB2 por 41 linhagens 

de Fusarίum isoladas de milho e 17 linhagens de sorgo, tήgo, cevada e raς:δes. Todas as 

linhagens de F. moniliforme (uma da Franς:a, 10 da ItaJ.ia, 15 da Polδnia e 17 da Espanha) e 

uma linhagem de F proliferatum produziram FΒι em quantidades variaveis (0,7~100 

μglg) . Essa mesma variabilidade na produ ς:ao de FΒι foi observada em linhagens de F. 

monίliforme isoladas de diferentes substratos provenientes de diferentes zonas geograficas, 

tais como America do Norte, Amca, Asia e AustraJ.ia (LESLIE et aliί , 1992). Α maior 

produς:ao media de FB1 foi fomecida por isolados de milho (1259 μ g/g), seguido de trigo 

(769 μg/g) e cevada (320 μglg). 

BOTTALICO et alίi (1995) examinaram 13 linhagens de F. monίliforme isoladas a 

partir de graos de milho provenientes de espigas colhidas na Sardenha, ItaJ.ia, as quais 

apresentavam uma sintomatologia denominada de podήdao da espiga. Estas linhagens 

foram cultivadas em graos de milho. autoclavado, por 4 semanas a 25°C, e todas 

produziram FB1 ate 3750 μglg . Quatro linhagens de F. proliferatum tambem produziram 

altas quantidades de FΒι (ate 2500 μg/g). 

F ΑΖΕΚΑS et αlίί ( 1996) verificaram que ο milho cultivado na Hungria estava 

contaminado com FB1. Setenta por cento do milho mofado, estocado na forma de espigas, 

continham uma media de 6,64 μglg de FB1 (0,10-52,4 μglg) . Em media, 30% do milho 

visualmente nao afetado pelo fungo estava contaminado com niveis que variaram de 0,06 a 
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5,1 μg/g de FΒι. Esses autores constataram tambem a co-ocoπencia de outras 

fusariotoxinas. 

YOSHJZAW Α et α/ίί (1994) obseiΎaram que as linhagens de Fusarίum isoladas do 

milho provenientes da regiao de Linxian, na China, produziram FB1 em nίveis variando de 

1280 a 11300 μg/g. 

CHATΊERJEE & MUΚHERJEE (1994) detectaram pela pnmeιra vez a 

contaminaγao natural com FB 1 em milho indiano infectado com F. monίliforme. Ο nίvel de 

contaminaγao variou de 300-366 μg/g. 

YOSHJZAWA et αlίί (1996) constataram a presenγa de FB1 e FB2 em 85% das 18 

amostras de milho tailandes, colhido nos anos de 1992 e 1993. Oitenta e nove por cento das 

amostras (16) apresentaram nίveis de 0,06 a 18,8 μg/g de FΒι e 67% das amostras (12) 

apresentaram nίveis de 0,05 a 1,4 μg/g de FB2. 

Fumonisina Βι foi detectada em 24 das 66 amostras de milho oήginario de 

Honduras, na faixa de 0,07 a 6,56 μg/g (JULIAN et α/ίί, 1995). 

VIQUEZ et αlίί (1996) constataram que FΒι esteve presente em 89% das amostras 

referentes as saftas de 1992-1993 na Costa Rica. Α media de incidencia de FB1 foi de 2,13 

μg/g e ο maximo valor detectado foi de 6,32 μg/g. 

RAMIREZ et αlίί (1996) investigaram a ocoπencia de fumonisinas em 50 hίbήdos 

comerciais de milho, com diferentes caracteήsticas de endosperma, cultivados na Provincia 

de Cόrdoba, Argentina. Α faixa de contaminaγao encontrada em todos os hίbήdos 

analisados foi de 0,18 a 27,05 μg/g para FΒι e de 0,04 a 9,95 μg/g para FB2. Dezoito 

hίbridos apresentaram nίveis de fumonίsinas menores que 1,0 μg/g, ο que sugere a 

possibilidade da seleγao de hίbήdos menos susceptίveis a contaminaγao por fumonisinas. 

SYDENHAM et αlίί (1993) publicaram um estudo, divulgando a ocoπencia de FΒι, 

FBz e FB3 no milho da Argentina e a produγao de fumonίsinas por F. pro/iferatum e F. 

moniliforme isolados deste milho. Dezessete amostras de milho apresentaram 

concentraγδes de fumonisinas variando de 1,58 a 9,99 μg/g. Destas, 16 amostras (94,2%) 

apresentaram nίveis de fumonisinas acima de 2,0 μg/g. Viιrias destas amostras estavam 

associadas a casos de LEME. 
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FΒι foi pesquisado por ROSS et αlίί (1991b) em 38 amostras de raγδes associadas 

com 44 casos de LEME e 83 amostras de raγδes associadas com 42 casos de EPS. As 

concentraγδes de FΒι variaram de 1 a 126 μg/g e 75% dos casos apresentaram pelo menos 

uma amostra acima de 10 μg/g nas raς:δes associadas a LEME. Nas raγδes associadas a 

EPS, as concentraς:δes de FΒι variaram de 1 a 300 μ g/g, sendo que em 71% dos casos havia 

pelo menos uma amostra acima de 100 μg/g. Em um outro estudo, ROSS et alίi (1992) 

verificaram a ocoπencia de FΒι em raς:δes associadas a casos de LE.ME e EPS que 

ocorreram durante a safi"a de 1989. Α analise quίmica das raι;δes suspeitas de causar EPS 

mostrou concentraς:δes de FΒι variando de 20 a 360 μg/g e as raς:δes suspeitas de causar 

LE.ME apresentaram concen traς:δ es de FΒι variando de 8 a 117 μg/g. Raγδes que nao 

causaram problemas de LE.ME ou EPS, continham FΒι em nίveis abaixo de 8 μg/g. 

SYDENHAM et alii (1992a) determinaram FB1, FB2 e FB3 em amostras de rayδes 

associadas com casos de LE.ME nos EUA no peήodo de 1983- 1986, registrando pela 

primeira vez a ocoπencia natural de FB3. Os niveis encontrados para FB3 variaram de Ο a 

2,65 μg/g e foram consideravelmente menores que os niveis de FΒι (1,3-16,8 μg/g) e FB2 

(0,1-6,5 μg/g) registrados por ΠΠΕL et αlίί (1991). Α FB3 apareceu em nίveis que 

corresponderam de 2,2-18% da concentraι;ao de fumonisina total em 12 amostras positivas 

alertando para ο fato que amostras com histόήco de LE.ME devem ser analisadas quanto a 

presenς:a de FΒι, FB2 e FB3. 

Ν ο Brasil, poucos sao os levantamentos sobre a incidencia de fumonisinas em 

milho. As FB1 e FB2 foram encontradas em milho, deήvados e raς:δes procedentes de 

estabelecimentos com histόήco de LEME e outros tipos de intoxicaς:δes . .MEIRELES et αlίί 

(1992) estudaram 29 surtos de LE.ME nos anos de 1988-1990 nos Estados do Rio Grande 

do Sul (13 casos), Sao Paulo (12 casos), Santa Catarina (2 casos) e Minas Gerais (2 casos). 

Das 17 mortes diagnosticadas como LEME, 14 (82,4%) estavam relacionadas com a 

ingestao de raς:ao contaminada com FB ι. 

Frente a ocorrencia de constantes intoxicaς:δes ammaι s no Estado do Paranci, 

Υ AMAGUSIΠ et αlίί (1992) determinaram os niveis de fumonisinas em 39 lotes de milho 

colhido nas safras de 1990--1991, de quatro regiδes produtoras deste Estado. Os resultados 
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variaram de 0,6 a 12,55 μg/g de FΒι e de Ο a 10,24 μg/g de FBz. Ainda neste Estado, na 

regiao de Londrina, 21 amostras associadas a casos de rnicotoxicoses revelaram que 20 

(95,2%) continham FΒι e 18 (85,7%) continham FB2 (SYDENHAM et αlίί, 1992b). 

ΙΠRΟΟΚΑ et aliί (1996) tambem investigaram 48 amostras de rnilho, 39 

provenientes do Parana e 9 do Mato Grosso do Sul e Goias das saftas de 1990-1991. Das 

amostras analisadas, 97,4% apresentaram-se positivas para FΒι e 94,8% para FB2. As 

amostras provenientes do Parana continham de 0,6 a 12,55 μg/g de FB1 e 1,2 a 10,24 μg/g 

de FBz. Uma unica amostra proveniente de Goias apresentou 5,83 μg/g de FB1 e 3,62 μg/g 

de FBz. As concentraγδes de FΒι em milho naturalmente contaminado cobήram uma faixa 

com 35,4% entre 5,0 a 7,5 μg/g, seguida por um grupo de 31,2% com 2,5 a 5,0 μg/g. Um 

total de 4 amostras excederam 10,0 μg/g, valor considerado cήtico para ο desencadeamento 

deLEME. 

3.3. Α valia~ao de ήsco das fumonisinas para humanos 

Α determinaγao da ocoπencia de fumonisinas em alimentos para consumo humano 

e animal e importante para estabelecer ο ήsco associado a ingestao destas toxinas. Α 

avaliaγao da exposiγao e um dos fatores que contήbuem para ο estudo da avaliaγao de ήsco 

total, e envolve a fteqϋencia ou extensao da contarninaγao natural e os niveis em que 

ocoπem esta contaminaγao. Α avaliaγao da exposiγao e feita determinando-se a quantidade 

de um alimento contaminado, consumido por indivίduos em uma determinada comunidade. 

Indivίduos em uma sociedade relativamente ήca consomem milho apenas como 

componente de uma dieta que consiste de varios itens de diferentes fontes de alimento, 

exceto onde ha consumo de um tipo de comida em particular como pratos tradicionais, tais 

como polenta no norte da Italia όu canjiquinha em algumas partes dos Estados Unidos. Esta 

diversidade de tipos e fontes de alimentos nao ocoπe em areas rurais, onde se da 

essencialmente a cultura de subsistencia, e ο milho representa ο alimento basico da 

populaγao (SHEPHARD et aliί, 1996). 
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Fumonisinas foram analisadas em produtos comerciais a base de milho em um total 

de 124 amostras provenientes de cinco paίses (Canadίi, Egito, Perύ, Amca do Sul e Estados 

Unidos) por SYDENHAM et α/ίί (1991), com a finalidade de obter dados sobre a exposiγao 

dos consumidores desses alimentos a estas toxinas. Os resultados indicaram pela pήmeira 

vez que consumidores de alimentos a base de milho nos Estados Unidos e na Afri.ca do Sul 

estavam expostos a elevados nίveis de fumonisinas. 

Um dos pήmeiros relatos conclusivos sobre a ocorrencia de FΒι em milho e 

produtos deήvados destinados ao consumo humano, foi publicado por SYDENHAM et α/ίί 

(1990b). Milho mofado de cultivo domestico foi coletado em uma regiao de Transkei, 

Amca do Sul, em uma zona de alta incidencia de cancer de esδfago e foram detectados 

altos nίveis de fumonisinas. Uma amostra de milho proveniente da area de alta incidencia 

de cancer apresentou 44 μg/g de FB1. Amostras nao visivelmente mofadas apresentaram < 

10 μg/g de FB1, mas uma amostra de milho infectado com Fusarίum apresentou 83 μg/g de 

FΒι. Amostras de milho norrnal, provenientes de zona com alta incidencia de cancer de 

esδfago, apresentavam concentraγoes de FΒι e FB2 cerca de 20 vezes maior do que 

amostras de milho normal provenientes de zonas de baixa incidencia de cancer. Em todas 

as amostras analisadas das areas de baixa incidencia de cancer de esδfago foram detectadas 

FΒι e FB2 em nίveis que vaήaram de 0,45 a 18,9 μg/g e de 0,15 a 6,75 μg/g, 

respectivamente, e nas areas de alta incidencia de cancer os nίveis variaram de 3,45 a 46,9 

μg/g e de 0,9 a 16,3 μg/g, respectivamente. 

ΠΠΕL et αlίί (1992) calcularam a ingestao dicίria potencial (IDP) de fumonisinas, 

baseados nos niveis de contaminaγao natural em milho cultivado em pequenas propήedades 

em Transkei, Afri.ca do Sul. Os cιilculos realizados assumiram que um adulto de 70 kg 

consome 460 g de milho/dia, contra apenas 4 g/dia na Suίγa (ZOLLER et alii, 1994) e na 

Alemanha e Reino Unido, 7 g/dia (S:Mllli et α/ίί, 1994). Presumindo que este consumo 

seja de milho "sadio", a ingestao de fumonisinas sera de 14 μg/kg/dia em Transkei, de 0,03 

μglkg/dia na Suίca, e de 0,05 μg/kg/dia na Alemanha e no Reino Unido. Com base nos 

dados de estudos desenvolvidos em ratos, a ingestao dicίria toleravel (IDT) para 

fumonisinas foi calculada em 0,8 μglkg/dia (GELDERBLOM et α/ίί, 1996). Os dados 
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apresentados mostram claramente que nas comunidades do norte da Europa, as fumonisinas 

provavelmente nao representam um ήsco para a saude humana. Entretanto, em 

comunidades rurais onde ο milho constitue ο prato principal da dieta, a ingestao de 

fumonisinas e supeήor a ωτ proposta. 

YOSfΠZAWA et αlίί (1994) verificaram a ocoπencia de FB1 e FB2 em 47 amostras 

de milho coletadas em 1989 nas regiδes de Linxian e Shangqiu na Provincia de Henan, 

areas de alto e baixo risco, respectivamente, de cancer de esδfa go na populaς:ao da 

Republica da China. Α contaminaς:ao media no milho de Linxian foi de 0,87 μglg de FB1 

(0,19-2,96) e 0,46 μg/g de FB2 (0,30-0,55), enquanto que ο milho de Shangqiu apresentou 

concentraς:ao media de 0,89 μg/g de FΒι (0,20-1,73) e 0,33 μg/g de FB2 (0,21-0,45). Α 

incidencia de contamin aς:ao por fumonisina do milho de Linxian (48%) foi 

aproximadamente 2 vezes maior que ο milho da regiao de Shangqiu (25%) e ο milho da 

regiao de alto ήsco (Linxian) foi ο que mais fteqίientemente apresentava contaminaς:ao com 

tήcotecenos. 

Os niveis de tolerancia para fumonisinas em milho e deήvados podem ser 

realίsticos, cientificamente sensatos e economicamente razoaveis. Estes nίveis podem 

somente ser estabelecidos se forem baseados em avaliaς:δes de exposi ς: ao e de ήsco , alem 

dos valores de ingestao diaήa potencial (illP) e ingestao diaήa toleravel ( illτ) . Se os nίveis 

de tolerancia forem muito altos, as saudes humana e animal podem ser colocadas em peή go 

(MARASAS et alii, 1993). Se os nίveis de tolerancia forem muito baixos, as consequencias 

econδmicas podem ser desastrosas. Nίveis < 1,0 μg/g resultarao numa condenaς:ao de 

34,5% dos produtos de milho comercialmente destinados ao consumo humano nos Estados 

Unidos (ΠΠΕL et αlίί , 1992). 

3.4. Estabilidade das fumonisinas e metodos de descontaminaςio 

As micotoxinas sao conhecidas pela capacidade de manter por longo tempo sua 

atividade biolόgica . Νο passado, processos fisicos, quίmicos, e biolόgicos foram estudados 

com ο intuito de salvar produtos agήcolas contaminados usados como alimento animal 
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(ΒΟΊΉΑSΤ, 1991). Entretanto, restriγδes tais como viabilidade econδmica, reduγao da 

concentraγao das toxinas a nίveis seguros, resίduos tόxicos, e retenγao do valor nutricional 

limitaram os tipos de agentes usados com sucesso em um processo de destoxificayao em 

escala comercial. 

Os metodos fisicos mais estudados para descontarninaγao de graos com micotoxinas 

incluem: limpeza mecanica e lavagem, moagem, separaγao de graos contaminados dos nao 

contaminados, e varias formas de tratamento termico. Ο sucesso destes metodos depende, 

da extensao, do grau de contaminaγao e da distribuiγao das micotoxinas nos graos 

(CHARMLEY & PRELUSKY, 1994). 

SYDENHAM et αlίί (1994) consideram que a remoyao das particulas (< 3 mm) dos 

caπegamentos de milho, antes do processamento, poderia ser utilizada como um 

procedimento preliminar de descontaminaγao. Os dados indicaram que a remoγao destas 

partίculas resultou numa reduγao no conteudo total de fumonisinas entre 26,2 a 68,4%. 

Evidencias de que as fumonisinas estao associadas com as camadas exteriores dos graos de 

milho naturalmente contaminados foram demonstradas por SYDENHAM et alίi (1995). 

Estes autores sugerem que a remoγao do pericarpo pode ser empregada para a reduγao dos 

nίveis de fumonisinas em milho contaminado na massa total de graos. 

Em alguns casos, graos danificados por fungos e contaminados com micotoxinas 

exibem propriedades fisicas diferentes de graos nao danificados e podem ser separados por 

procedimentos relativamente simples, tais como segregaγao pela densidade (CHARMLEY 

& PRELUSKY, 1994). 

Os procedimentos de lavagem sao empregados como um dos passos de limpeza 

anteήor as operayδes de moagem ύmida ou para graos a serem usados durante a 

fermentaγao etanόlica, mas a lavagem nao e comercialmente viavel quando a moagem e 

feita a seco devido ao alto custo da secagem dos graos apόs a descontaminaγao 

(CHARMLEY & PRELUSKY, 1994). 

ΒΟΊΉΑSΤ et α/ίί (1992) observaram que etanol resultante da feπnentaγao de milho 

mofado nao apresentava fumonisina. Νο entanto, a cerveja obtida de milho mofado 

continha quantidades apreciaveis de fumonisina.s. CANELA et α/ίί (1996) constataram a 
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diminui9ao do conteίιdo de fumonisinas nos graos de milho submetidos a pήmeira etapa da 

moagem ίιmida e sugeήram que a contamina9ao da agua de imersao do milho com 

fumonisinas deve ser considerada quando ο milho e usado como materia pήma na indίιstria 

de ra~o ou quando ο milho picado e utilizado durante a fermenta9ao da cerveja. 

Α eficacia das praticas de moagem na redu9ao da concentraγao de micotoxinas de 

farinhas produzidas das diferentes fraγδes dos graos varia de acordo com a distήbuiγao das 

micotoxinas nos graos e, em alguns casos, com ο grau de contaminaγao (YOUNG et αlίί, 

1986). 

Ate ο momento, varios estudos enfocaram ο efeito do processamento termico sobre 

ο conteίιdo de fumonisinas em alimentos. Α fervura de extratos de culturas de F. 

monίliforme em milho, por 30 minutos, nao reduziu ο conteίιdo de fumonisinas nesse 

mateήal e tambem nao reduziu ο seu potencial tόxico (ALBERTS et αlίί, 1990). Α 

pasteuήzaγao lenta de leite contaminado artificialmente com FΒι e FB2, nao reduziu ο 

conteudo de fumonisinas (MARAGOS & RICHARD, 1994). DUPUY et αlίί (1993) 

estudaram a estabilidade termica da FΒι produzida por culturas de linhagens toxigenicas de 

F monίliforme em milho seco e verificaram que a decomposiγao termica seguiu uma 

rea9ao de pήmeira ordem. Os autores concluίram que muito provavelmente a FB 1 e uma 

micotoxina relativamente estavel em relaγao aos procedimentos usados na secagem e 

processamento do milho. Ο estudo da termoestabilidade das FΒι e FB2 em alimentos a base 

de milho, revelaram perdas de 60% das toxinas quando ο produto seco foi aquecido a 

190°C; cerca de 70 a 80% das toxinas nao foram recuperadas quando ο produto 

umidificado foi aquecido a 190°C. Ocoπeu ainda perda completa sob tratamento termico a 

220°C. De maneira semelhante, estudos conduzidos por SCOTT & LA WRENCE (1994) 

mostraram que ο conteudo de fumonisinas foi parcialmente reduzido em biscoitos de 

farinha de milho cozidos a 220°C por 25 minutos. Sugeriram ainda os autores que as perdas 

observadas no conteudo de fumonisinas em alimentos processados podem ser devido a 

dificuldades de recupera~o e detecγao relacionadas com a matriz. Outro grupo de 

pesquisadores realizaram estudos sobre os efeitos do tempo e temperatura de 

processamento na estabilidade da FΒι em soluγδes aquosas em pH 4, 7 e 10. Constataram a 
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presen~a de produtos de hidrόlise da FB1 e concluίram que pode haver uma redu~ao 

consideravel nos nίveis de FB1 em alimentos submetidos a temperaturas supeήores a 150°C 

durante ο processamento (JACKSON et αlίί, 1996). Tratamentos fisicos e quίmicos tem 

sido combinados para a descontaminaς:ao de graos com toxinas do Fusarίum 

(CHARMLEY & PRELUSKY, 1986). 

V iιrios estudos investigaram a aplicaς:ao de compostos basicos para ο tratamento de 

milho contaminado com fumonisina. Ο tratamento em atmosfera amoniacal parece nao ser 

um metodo eficiente de destoxificaγao (NORRED et αlίί , 1991). Para a FB1 nao se conhece 

um local para ataque pela amδnia, com a possίvel exceyao da hidrόlis e do acido 

tήcarbalίlico que ocoπe com ο aquecimento a 60°C de uma solu~ao de fumonisina em 

hidrόxido de potassio a 1 Ν (PLATΓNER et αlίί, 1990). Alguns expeήmentos indicaram 

que ο tratamento com amδnia reduziu os nίveis de FΒι produzida pelo F. monίliforme em 

90%. Entretanto, mesmo com a mais completa secagem ao ar apόs ο tratamento, os niveis 

de fumonisina retornaram para 70% ou mais. Nao se sabe se ο decrescimo transiente nos 

niveis de fumonisina foi devido a uma interferencia pela amδnia residual com a extra~ao ou 

deήvaς:ao da fumonisina, ou a reversibilidade de uma reaς:ao quίmi ca ou fisica (NORRED 

et αlίί , 1991 ). 

Um metodo alternativo na descontaminaς:ao de graos com micotoxinas e minimizar 

os efeitos destas, nos animais, pela modificaς:ao da dieta contaminada. Tais modificaς:δes 

na dieta tem incluίdo diluiς:ao dos graos contarninados com graos nao contarninados, 

melhora no conteύdo nutήcional da dieta para compensar a reduς:ao na ingestao do 

alimento, adiς:ao de fungos inibidores ou agentes flavorizantes na dieta para melhorar a sua 

ingestao, adiyao de agentes potencialmente quelantes as micotoxinas na dieta para inibir a 

absorς:ao e estimular ο metabolismo das micotoxinas pelos animais, dentre outros 

tratamentos expeήmentais . Α diluiς:ao dos graos contaminados com graos nao 

contaminados, por causa de sua simplicidade, tem sido um dos metodos mais amplamente 

utilizados para minimizar os efeitos das toxinas nos animais, particularmente para melhorar 

a conversao alimentar e ganho de peso em suίnos (PATτERSON & YOUNG, 1991). 
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Entretanto, ο sucesso deste metodo depende do grau de contaminayao, da cliluiyao obtida, e 

da disponibilidade imediata de uma fonte apropήada de graos nao contaminados. 

Substancias investigadas como potenciais agentes quelantes as micotoxinas tem 

incluίdo resinas sinteticas trocadoras de ίons, zeolitas, bentonita, ou aluminosilicatos 

(WY ΑΤΤ , 1987). Ha algumas evidencias de que em alguns casos, estes mόdulos podem 

proteger animais contra os efeitos adversos de algumas toxinas do Fusarίum . 

4. FATORES QUE INFLUENCIAM Α PRODU<;AO DE FUMONISINAS ΝΟ CAMPO 

Α prevenyao contra as micotoxicoses pode ser realizada atraves de vaήas medidas: 

a) adoyao de praticas agricolas coπetas de colheita, secagem e armazenamento; b) 

destoxificayao, quando possivel, de alimentos contaminados; c) controle dos alimentos em 

relaγao a contaminaγao pelas micotoxinas de maior destaque. 

Νο entanto, a melhor medida para a prevenγao de intoxicaγδes por micotoxinas e 

indiscutivelmente a prevenγao do desenvolvimento de fungos em alimentos. Com este 

objetivo, estudos tem sido desenvolvidos visando deteπninar em que fase os fungos se 

desenvolvem durante ο crescimento vegetativo, colheita e manuseio subseqίiente dos 

produtos agήcolas e quais as condiγδes que favorecem ou inibem ο seu desenvolvimento. 

Ο F. monίliforme e um contaminante comum em graos de cereais, portanto as 

medidas de controle parecem ser dificeis. Ο controle desse patόgeno no campo deve levar 

em conta ο seu complexo ciclo de infecγao e tambem os mecanismos potenciais de 

desenvolvimento de resistencia ao F monίliforme no milho. Diversos aspectos da infecγao 

parecem estar sob controle genetico (DE LEON & PANDEY, 1989), e a espessura do 

peήcarpo e considerada um fator determinante da resistencia a transmissao do fungo para ο 

grao. 

Portanto ο tipo de cultivar de milho e um fator importante na prevenγao da entrada 

do fungo na cadeia alimentar. Possivelmente, ο controle da conta.Jiinayao atraves do solo e 

infecγao de graos pode ser conseguido com ο uso de microrganismos, particularmente 

bacteήas do solo e endofiticas (BACON & WΠ-LIAMSON , 1992). Naturalmente, ο 
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sucesso da utilizayao de med.idas de biocontrole deve fundamentar-se em conhecimento 

detalhado do F. monίliforme e sua associayao com ο milho, informaγao que ainda nao esta 

disponivel (RILEY et αlίί, 1993). 

Pequenas interaγδes entre milho hίbήdo ou linhagem de milho com linhagens de F. 

gramίnearum foram observadas no que diz respeito a infecγao da espiga, mas nenhuma 

classificaγao importante resultou destas interaγδes (AL-HEETI, 1987). Α ausencia de tais 

interayδes indica que em milho, como em tήgo, nao ha nenhuma evidencia de resistencia 

linhagem-especίfica. Entretanto, como a agressividade da linhagem tambem depende do 

ambiente, e aconselhavel trabalhar com diversas linhagens puras para diminuir a chance de 

um nivel de agressividade maior por diferenciaγao e para neutralizar uma possίvel interaγao 

estatίstica (SNIJDERS & EEUWIJΚ, 1991). 

DUVICK et αlίί (1992) isolaram um pequeno peptίdeo dos graos de milho que 

inibia a germinaς:ao dos esporos e crescimento das hifas do F. monίliforme e F. 

gramίnearum, ίn vίtro, ο que pode contήbuir para a resistencia a infecγao pelo grao. Vaήo s 

estudos examinaram a influencia da proteίna e da fraγao aς:ίιcar-amido na resistencia do 

endosperma. Um aumento na composiγao de lisina e tήptofano do endosperma levou a uma 

maior susceptibilidade ao F. monίliforme , F. gramίnearnm e Dίplocha zeae em comparaς:ao 

com endospermas normais (NICHOLSON et αlίί , 1976; WARREN, 1978), entretanto, nao 

existe necessaήamente uma associaγao entre consistencia do grao e a susceptibilidade ao 

fungo. STYER & CANΊLIFFE (1984) sugeriram que um conteίιdo maior de aς:ίιcar 

forneceήa um substrato ideal para ο crescimento patogenico. Entretanto, HEADRICK & 

Ρ ΑΤ ΑΚΥ ( 1991) nao encontraram correlayao significativa entre tipo de endosperma, 

concentraς:ao de carboidratos no grao, e infecς:ao pelo F. moniliforme. 

RHEEDER et αlίί (1990) concluίram que a porcentagem de graos contaminados e a 

porcentagem de isolados de Fusarίum e ο melhor metodo para diferenciayao de resistencia 

a F. moniliforme e F. gramίnearnm entre hίbήdos. Entretanto, a baixa vaήaγao observada 

para resistencia entre os hίbήdos fez com que estas conclusδes tivessem pouco valor. · 

Α expressao da vaήaγao genetica entre germoplasma de milho doce possibilitou 

uma seleγao a nίveis satisfatόήos para a resistencia ao F. monίliforme no Havaί , Estados 
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Unidos. AL-HEETI (1987) observou coπelavao altamente significativa entre as respostas 

dos cultivares de milho a invasao por F gramίnearum, F sporotrίchίoides, e F poae. Α 

resistencia a podήdao do caule por F. graminearum tambem confere resistencia ao 

Dίplodia maydis (Berk.) e provavelmente a outros organismos causadores da podridao do 

caule (MOST AF Α et αlίί, 1990). Hίbήdos resistentes a infecvao natural das sementes por 

especies de Fusarίum tambem mostraram resistencia a D. maydίs (RHEEDER et αlίί, 

1990). 

RHEEDER et αlίί (1990) veήficaram que ο F monίliforme inibe ο crescimento de 

outros fungos na espiga, no entanto, infecvδes simultaneas de F poae e F sporotrίchίoίdes 

com F. gramίnearum podem ocoπer (AL-HEEn, 1987). 

Passaros e insetos espoliadores das espigas sao importantes na infecvao do milho 

por F. gramίnearum, e fteqίientemente sao encontrados esporos de Fusarίum nestas 

especies (W ARNER & FRENCH, 1970). Α presenva de insetos como Ostrίnίa nubίlalίs e 

Glίschrochilus quadrίsίgnatus aumentam a incidencia de F. gramίnearum pela 

predisposivao da espiga a infecvδes (ATTWAτER & BUSCH, 1983). Segundo LEW et αlίί 

(1991) nao existe coπelaς:ao entre insetos e F. graminearum. Α relaς:ao entre insetos e F 

monίliforme parece mais certa. 

Em um expeήmento realizado por WICΚLOW & CALDWELL (1990), foram 

inoculados ascόsporos ou conidias de G. zeae em espigas de milho em crescimento dentro 

de camaras fechadas a entrada de insetos · e ~ pas-saros _ Ωs . result.adα& 'mostrar.am que nao 

houve infecvao. Os autores concluίram que ο milho deve pήmeiro ser danificado por 

insetos ou passaros antes do G. zeae infectar a planta. Em um outro expeήmento de campo, 

suspensoes de conίdias foram borήfadas na florescencia feminina e os resultados 

mostraram que houve ίnfecvao, embora esta ίnfecvao tenha sido altamente dependente de 

chuvas ou irήgavao apόs a inoculavao (ULLSτRUP, 1970). 

DA VIS et αlίί (1989) nao encontraram nenhuma indicavao que a infecvao por 

Fusarίum tem inίcio nos graos atraves do sabugo. Entretanto, estudos com microscopia 

eletrδnica de vaπedura realizados por BACON et αlίί (1992) demonstraram que ο F. 

monίliforme esta associado com ο pedicelo. Infecvao da espίga via caule ocoπe com 
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fteqίiencia muito pequena comparada com a infecγao por esporos do ar ou inocula~ao por 

insetos (ΟΟΚΑ & KOMMEDAHL, 1977). 

Em um expeήmento realizado por W ARREN (1978) observou-se que um maior 

numero de infec~δes ocoπeu quando a inoculaγao com ο fungo foi realizada de 4 a 17 dias 

apόs a poliniza~o. Vaήos cultivares mostraram resistencia parcial a infec ~o do milho pelo 

F. monilifonne mas nenhum foi imune. REill et α/ίί (1992) documentaram que a melhor 

diferencia~ao entre genόtipos resistentes e susceptίveis foi obtida quando a inoculaγao 

ocoπeu dentro da pήmeira semana apόs ο surgimento da florescencia feminina. Apόs a 

florescencia feminina comeyar a secar ο numero de infec~δes e muito pequeno ou 

inexistente. 

Vaήos fatores podem evitar a entrada do Fusarίum atraves da florescencia feminina. 

Caracteήsticas morfolόgicas como espigas pendentes e com a palha de cobertura solta no 

estagio de florescencia maπon tem menor contamina~ao do que espigas verticais e com a 

palha de cobertura mais fechada (ENERSON & HUNΊER, 1980). Fatores fisiolόgicos 

como graos que amadurecem mais rapido diminuem ο peήodo de susceptibilidade όtima . 

Em hίbήdos susceptίveis , a perda de nutrientes em graos jovens pode estimular a 

germina~ao da conίdia e ο crescimento das hifas do F. gramίnearum. Α podridao da espiga 

por Fusarium foi coπelacionada positivamente com a popula~ao de brocas, que podem agir 

como vetores de F. monilifonne. Α exclusao fisica das brocas de espigas em 

desenvolvimento, como ο ocoπido com as palhas de cobertura fechadas, e um grande fator 

na reduγao dos niveis de doen~a, contrariando os resultados obtidos por ENERSON & 

HUNΊER em 1980 (F ARRAR & DA VIS, 1991 ). 

Os maiores danos causados por Fusarium no tήgo ou no milho geralmente ocoπem 

em areas com pratica de monocultura contίnua ou quando ο trigo e plantado apόs ο milho 

ou vice-versa. Diferentes praticas para minimizar a ίnocula~ao inicial, notadamente a 

rotayao com culturas nao hospedeiras, a aragem dos resίduos infectados, e insumo baixo de 

nitrogenio, tem sido recomendadas para ο controle do Fusarίum no tήgo e no milho 

(ΜΑRΠΝ et alίi, 1991). Νο entanto, estes sao tratamentos que reduzem ο problema sem 

elimina-lo. Α introduγao de cultivares resistentes ao Fusarium fomeceήa uma seguranγa 
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adicional no controle deste tipo de contaminaγao. Uma variedade de plantas nao 

hospedeiras incluem sorgo, soja, aveia silvestre, e vcirias ervas daninhas comuns 

(FERNANDEZ, 1991). Uma rotaγao milho-soja aparentemente apresenta menos doenγas 

que uma monocultura de milho (LIPPS & DEEP, 1991). Νο entanto, alta densidade de 

ervas daninhas aumenta a presenγa deFusarίum (ΊΈΙCΗ & NELSON, 1984). 

Numa severa epidemia de podήdao das espigas de milhos hίbήdos ocorήda nas 

saftas de 86-87 em Ontcirio, Canadci, veήficou-se que as temperaturas do mes de julho 

foram 7% mais quentes e que as chuvas foram 25% maiores que a media dos 30 anos 

anteriores. Em 1986, houve 100% mais chuva do que ο normal nos meses de agosto e 

setembro, e em 1987, as chuvas foram 38% maiores que ο normal (HOUGH, 1991). 

Epidemias severas portanto, parecem requerer maior quantidade de chuvas e temperaturas 

acima do normal. 

Pouco se sabe sobre os fatores que contήbuem para a produγao de fumonisinas no 

campo. ΚΙΝG & SCOTT (1981) demonstraram que os genόtipos de milho diferem 

significativamente quanto ao percentual de graos aparentemente saudaveis que estao 

contaminados com F. monίliforme, e opinaram que essas diferenς:as podem estar sob 

controle genetico. SHELBY et αlίί (1994) trabalharam com 15 hίbridos de milho 

disponiveis comercialmente, os quais foram plantados em 17 locais, em 1990, nos EUA. Α 

media de produγao de fumonisinas em todos os hibridos, nos diversos locais, variou de 0,5 

a 48,5 μg/g. Foram observados efeitos e interaγδes significativas no que se refere aos 

fatores locais χ hibήdo. Baseando-se na produς:ao de fumonisinas por hibridos comerciais, 

ο autor sugeήu a seleγao de hibridos resistentes para areas onde a fumonisina e um 

problema. 

Α maioήa dos fungos que contaminam as plantas, antes da colheita, e capaz de 

crescer dentro de limites amplos de pH, pressao osmόtica, conteudo de umidade, bem 

como, de se desenvolver em temperaturas entre Ο a 30°C. Entretanto, alguns podem crescer 

a 35°C e outros, prόximo a temperatura de congelamento. As especies de Fusarίum que 

geralmente infectam ο milho sao influenciadas pela geografia, clima e ano (LACEY, 1989). 
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As fumonisinas, especialmente as Β ι e Β 2 sao facilmente produzidas quando 

linhagens toxigenicas de F. monίliforme sao cultivadas em milho a temperatura de 25°C 

durante 21 dias. Outras especies do genero Fusarίum tambem produzem altas 

concentraιyδes de FΒι e FB2, nas mesmas condiγδes (ΊΉΙΕL et αlίί, 1991). ALBERTS et 

alίi (1990) estudando a cinetica da produγao de FB1 pela linhagem de F moniliforme MRC 

826, em varias faixas de temperatura e diferentes tempos de incubaγao , concluiram que ο 

maximo de crescimento do fungo, ocorria a 25°C, durante 4 a 6 semanas e a produγao de 

toxinas se iniciava na segunda semana, aumentando durante a fase estacionaria, caindo apόs 

a 13a semana. ROSS et αlίί , em estudo realizado em 1992, concluίram que as condiγδes de 

cultivo possuem um papel importante na via biossintetica para a produγao de fumonisinas. 

LE BARS et αlίί (1994) estudando os efeitos dos pήncipais fatores abiόticos e 

biόticos na produγao de FB1, confirmaram que 20°C e a melhor temperatura para produγao 

desta toxina por culturas de F. monίliforme em milho. Α FΒι nao foi detectada a 5, 35 ou 

40°C. Α FΒι nao foi tambem detectada em culturas desenvolvidas em ftascos 

hermeticamente fe.chados mantidos por 10 semanas, indicando que a FB1 nao deve ser 

produzida em atmosferas modificadas (silos com atmosferas enήquecidas com Ν2 ou C02) 

ou em anaerobiose. Α produγao maxima de FΒ ι foi obtida em culturas com 32% de 

umidade. Quantidades significativas de FB1 (> 200 μg/g) foram produzidas no peήodo de 

12 dias, em condiγδes de umidade superior a 27. 

NELSON et αlίί (1991) estudaram a toxigenicidade de 95 linhagens de F. 

moniliforme provenientes de diversas areas geogrcificas em diferentes substratos e 

obtiveram resultados que demonstraram que ο potencial toxigenico parece depender mais 

da area de oήgem do que do substrato. Diferentes linhagens provenientes da .Afuca, Asia e 

Arneήca do Norte produziram quantidades significativas de FB1, mas, outras linhagens, 

pήncipalmente da Afnca e Australia, produziram baixos niveis ou nao produziram FB1. 

LESLIE et α/ίί (1992) utilizaram a formaγao do estcigio sexual para distinγao das especies. 

Em Gibberel/afujίkuroί (Sawada) reconhecem 6 tipos diferentes de populaγδes, designadas 

pelas letras Α a F. Os isolados de G.fujίkuroί com membros nos grupos Α e F sao os ύnicos 

dentro do complexo que sao sinδnimos de F monίliforme. Os membros dos grupos Β e Ε 
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sao classificados como F. subglutίnans e os membros do grupo D sao classificados como F. 

proliferatum. Baseando-se nessa classifica9ao, os autores concluίram que a quantidade de 

fumonisina Βι produzida depende mais do grupo da popula9ao a que pertence a linhagem 

do fungo do que da planta hospedeira ou oήgem geognifica da linhagem. 

CAHAGNIER et αlίί (1995), avaliaram ο efeito da atividade de cigua na biossίntese 

da fumonisina e no crescimento de F. monίliforme. Neste trabalho, os autores veήficaram 

que a maior produ9ao da toxina (3000 μg/g) ocorreu em valores de atividade de cigua 

prόximos a 1, Ο. Observaram ainda que, os nίveis de fumonisinas diminuίram tres vezes 

quando a atividade de agua foi diminuίda em 5%, mas ο desenvolvimento do fungo nao 

mudou. Uma redu9ao de 10% na atividade de agua (de 1,0 para 0,90) resultou em uma 

diminuiγao de 20 vezes no crescimento do fungo, e a produγao de fumonisina foi reduzida 

em 300 vezes. Νο limiar de 0,85-0,86 de atividade de agua, ο F. monίliforme atinge um 

nίvel de atividade metabόlica nao detectavel e cessa a produγao de fumonisina. 

MARJN et αlίί (1995), estudando tres linhagens de F. proliferatum e uma de F. 

monίliforme, isoladas de graos de milho provenientes da Espanha, constataram que ocorreu 

maior produγao de fumonisinas Βι e Β2 em atividade de agua 0,956 e 0,968. 

Demonstraram, ainda, que baixas concentraγoes das toxinas eram produzidas em atividade 

de agua 0,925. 

Cinquenta e um genόtipos plantados na Argentina, em 1994, foram analisados por 

CHULZE et αlίί (1994; 1996), e com exceγao de dois hίbridos com endosperma do tipo 

dentado, todos os genόtipos testados eram do tipo duro, e ο ciclo vegetativo, expresso em 

termos de dias para atingir a matuήdade relativa, vaήou de 104 a 132. Nenhuma coπela9ao 

foi encontrada entre ciclo vegetativo e a concentraγao de fumonisinas, embora uma ligeira 

tendencia negativa tenha sido observada. As concentr~oes mίnima e maxima foram de 

0,23 e 37,0 μg/g, respectivamente. Α media e a mediana foram 3,04 e 1,65 μg/g, 

respectivamente. Mais de 60% das amostras continham nίveis de fumonisinas maiores que 

1,0 μg/g, e 5 amostras tinham mais de 5,0 μg/g, que e ο limite maximo recomendado pelo 

"Mycotoxin Committee of the American Association of Veteήnary Diagnostician" para 

raγao de eqίiinos (Rll.EY et αlίί, 1993). Resultados excepcionais foram encontrados com os 
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dois hibήdos dentados, ο pήmeiro mostrou ο maior nίvel de contaminaγao (37,0 μg/g) e ο 

segundo teve mais FB2 (2,99 μg/g) do que FB1 (1,23 μg/g). Α especie predominante de 

Fusarίum da seγao Liseola foi medida aos 45, 60, 75, 90, e 105 dias apόs ο florescimento. 

Α incidencia de F subglutinans foi maior durante ο pήmeiro estagio (ate 60 dias apόs ο 

florescimento) e depois decresceu, neste peήodo foram encontrados baixos nίveis de 

fumonisinas. F. monίliforme aumentou consistentemente ate ο final da colheita (105 dias 

apόs ο florescimento), entretanto F proliferatum alcanγou um pico de 75 a 90 dias apόs ο 

florescimento. Concordancia foi encontrada entre a ocorrencia das especies produtoras de 

fumonisinas (F. proliferatum e F monίliforme) e a contaminaγao de fumonisinas nos 

diferentes estagios de maturidade. Fumonisina Β 1 pδde ser detectada 45 dias apόs ο 

florescimento, entretanto fumonisinas Β 2 e Β 3 puderam ser detectadas somente apόs a 

segunda amostragem (60 dias apόs ο florescimento). Nesta fase, os niveis de FB1, em 

media, apresentaram-se acima de 1,0 μg/g. Α amostragem dos 75 dias de florescimento 

mostrou maiores concentraγδes de fumonisinas (variando de 0,5 a 16,7 μ g/g), e incluindo 

uma subamostragem com uma concentraγao extremamente alta de FB2 (11,3 μg/g), ate 

mesmo maior que FΒι (4,97 μg/g). Α proporγao de FB2 para FΒι maior que 1 e incomum 

em milho naturalmente contaminado, bem como em culturas de Fusarίum. Neste estudo 

este fenδmeno aconteceu somente em 2 amostras. Este comportamento foi citado tambem 

em outro trabalho (PLATΓNER, 1995) que encontrou algumas linhagens atίpicas de 

Fusarίum, que tem sido isoladas com uma fteqίiencia significativa na Argentina, 

particularmente linhagens de F proliferatum. 

Em um estudo abrangendo hίbridos de diversas partes do mundo, PLATΊNER 

(1995) analisaram um total de 54 amostras na Croacia, representando 40 hίbήdos, 14 destes 

foram plantados em dois anos consecutivos (1992 e 1993). Α maioήa dos hibήdos tinha 

endosperma do tipo dentado. Dos 19 hibridos testados em 1992, 11 foram positivos para 

fumonisinas, mas os nίveis de contaminaγao foram menores que 70 ng/g. Os 14 hibridos 

replantados no ano de 1993 confirmaram os nίveis baixos de contaminayao ocorήdos em 

1992 (35% estavam positivos com menos de 0,1 μg/g). Dos outros 21 hibήdos testados em 

1993, somente 5 amostras (24%) estavam positivas para fumonisinas, com nίveis entre 0,1 
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e 1,0 μg/g. Uma coπelaς:ao linear entre os niveis de ocoπencia natural de fumonisinas e de 

podridao da espiga causada pela inoculaς:ao artificial de F. moniliforme, em 14 hibήdos 

plantados em 1993, nao pδde ser estabelecida por causa da baixa variaς:ao dos dados para 

ambos os parametros. Estes resultados claramente indicam a necessidade de se encontrar 

hίbήdos com menor tendencia para acumular fumonisinas. 

Ο mesmo pesquisador examinou ainda amostras de milho de 26 vaήedades obtidas 

nas saftas de 1989 (6), 1990 (19) e 1991 (Ι) na ItaJ.ia. Com exceς:ao de duas das variedades 

com endosperma do tipo semidentado, todos as outras amostras eram do tipo dentado. 

Todas as amostras testadas estavam contaminadas com nίveis de fumonisinas (FB1+FB2) 

que vaήaram de 0,01 a 2,85 μg/g. Em particular, uma amostra da safta de 1991 e tres da 

saffa de 1992 continham mais que 1,0 μg/g de fumonisinas. Os valores da media e da 

mediana foram 0,45 e 0,07 μg/g, respectivamente. Nenhuma coπelaς:ao foi encontrada 

entre ciclo vegetativo e ο conteύdo de fumonisinas neste grupo. Em nove amostras 

provenientes de Portugal, todas foram encontradas contaminadas com FB 1 e FB2 em nίveis 

que vaήaram de 0,09 a 4,45 μg/g, e os valores da media e da mediana foram de 1,93 e 1,67 

μg/g. Α maioήa dos hίbήdos cultivados neste paίs continham mais de 1,0 μg/g de 

fumonisinas. Os seis hίbήdos da Romenia eram de endosperma dos tipos dentado, semiduro 

ou duro. Α metade das amostras mostraram-se positivas as fumonisinas, e os niveis de 

contaminaς:ao foram menores que 0,03 μg/g. 

Amostras de 20 hίbήdos de milho plantados em Zambia, Africa, por tres estaς:δes 

consecutivas foram tambem estudadas. Em 1992, todas as amostras foram contaminadas 

com fumonisinas em niveis que variaram de 0,02 a 1, 71 μg/g, com media e mediana de 

0,61 e 0,13 μg/g, respectivamente. Em 1993, os niveis de contaminaς:ao dos mesmos 

hίbήdos foram consideravelmente maiores, mostrando ainda maior dispersao dos dados. 

Tres amostras estavam livres de fumonisinas, 12 amostras tinham mais que 1,0 μg/g, e uma 

amostra tinha 13,05 μg/g. Α media e a mediana foram 2,4 e 1,63 μg/g, respectivamente. Ο 

terceiro ano do experimento (1994) mostrou niveis muito menores de fumonisinas (< 0,2 

μg/g) em nove amostras com resultados positivos. Nenhuma coπelaς:ao foi encontrada 

entre hibήdos e estaς:ao, nem entre hίbήdos e conteύdo de fumonisinas. Considerando todos 

35 



os dados obtidos durante os tres anos de expeήmento, a media e a mediana foram 890 e 90 

nglg, respectivamente. Nove das 11 amostras obtidas em Benin, Amca, estavam positivas 

para fumonisinas, com apenas uma excedendo a 1,0 μglg. Os niveis medios das amostras 

positivas e a mediana foram de 0,7 μglg e 0,19 μglg (FB1+FB2), respectivamente 

(PLATΓNER, 1995). 

Os resultados da analise de sete hίbήdos da Polδnia mostraram apenas duas 

amostras contaminadas com nίveis menores que 0,03 μglg. As amostras da safra de 1992 

eram de endosperma dos tipos duro e semiduro. Tres hibήdos ήcos em lisina se mostraram 

livres de fumonisinas, ο que contraήa os resultados apresentados por W ARREN (1978) que 

diz ser este um possίvel fator de susceptibilidade ao crescimento do Fusarίum. Os mesmos 

hibήdos, apόs inoculaς:ao artificial com F. monίliforme sob condiς:δes de campo, mostraram 

diferentes graus de podήdao da espiga com nίveis maiores de fumonisinas ( de 28 a 261 

μglg) em graos danificados (CHELKOWSΚI et αlίί, 1994). 

VISCONTI (1996) coletou dados de pesquisas realizadas sobre a ocoπencia natural 

de fumonisinas Β 1 e Β2 em 224 genόtipos de milho cultivados em oito paίses da Europa, 

.Amca e Ameήca do Sul. Alguns hίbήdos foram testados por dois ou mais anos 

consecutivos. Dos paίses considerados na pesquisa, a Argentina teve a maίor incidencia e 

os maiores nίveis de contaminaς:ao por fumonisinas, seguida por Portugal, Zambia (safta 

1993) e It8.lia (principalmente safras 1990 e 1991). Baseados nas areas geograticas e/ou nos 

nίve i s de contaminaς:ao por fumonisinas, quatro grupos de paίses podem ser identificados: 

Europa Oήental (Po lδnia, Romenia e Croacia), a Uniao Europeia (It8.lia e Portugal), Afuca 

(Benin e Zambia) e Ameήca do Sul (Argentina). Somente genόtipos de milho cultivados no 

pήmeiro grupo de paίses (Europa Oήental) mostraram pouca ou nenhuma contaminaς:ao. 

Um grau intermediaήo de contaminayao foi encontrado nos paίses da Afri.ca, com cerca de 

20% das amostras contaminadas com mais de 1,0 μglg . Em Benin, 82% das amostras foram 

positivas e em Zambia, 100, 70 e 45% foram positivas nas saftas de 1992, 1993 e 1994, 

respectivamente. Nos outros dois grupos de paίses (Uniao Europeia e Argentina), a 

incidencia de amostras positivas para fumonisinas foi 100%, e os nίveis de contaminaς:ao 

foram maiores. Em particular os nίveis de contaminaς:ao na Argentina foram 
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significativamente maiores (p < 0,001) do que os outros paίses ou grupos de paίses, no 

entanto nao foi observada nenhuma interaγao entre hibήdo e ciclo vegetativo, nem entre 

hibήdo e caracteήsticas de endosperma. 

5. METODOS DE ANALISE 

Os problemas pήncipais associados com a determinaγao de micotoxinas sao: 

primeiro, a diversidade nas estruturas quimicas das micotoxinas e suas propήedades fisico­

quίmicas, onde metodos individuais devem ser desenvolvidos para cada grupo de 

micotoxinas. Segundo, a detecγao e a separaγao de estruturas homόlogas com ο grupo das 

micotoxinas e tambem uma tarefa dificil. Quantidades traγos de toxinas estao presentes 

numa matήz complexa, como os alimentos, e e necessario a remoγao de grandes 

quantidades de interferentes antes da analise ser feita. Alem disso, os tipos de interferentes 

podem vaήar consideravelmente nas diferentes amostras, sendo necessarios diferentes 

metodos de limpeza para diferentes alimentos. Finalmente, micotoxinas estao distήbuίdas 

de maneira nao homogenea nos produtos agrίcolas, sendo necessario analisar um grande 

numero de amostras para analise de um produto (CHU,1984). 

Um bom metodo deve ser especίfico, sensίvel e relativamente simples de ser 

executado (DA VIS et αlίί, 1980). Os metodos analiticos para micotoxinas podem tambem 

ser divididos em (a) quantitativos e de tήagem, (b) para detectar as micotoxinas 

individualmente e metodos multi-toxinas, ( c) fisico-quimicos, bioensaios e imunoensaios e 

ainda, (d) tecnicas de confirmayao e tecnicas cujos resultados sao presuntivos (SCOTT, 

1991). 

Metodos analίticos para detecγao e quantificaγao de fumonisinas sao disponίveis, 

mas sao necessarios alguns refinamentos para que estes se tomem menos caros, menos 

demorados, e mais simples. As fumonisinas nao tem absoryao no ultra-violeta e nem 

fluorescem, e sua detecγao nao e direta (GELDERBLOM et αlίί, 1988). 
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5.1. Extra~ao e limpeza 

Segundo RΠ.,ΕΥ et α/ίί (1993) os metodos de extraς;ao maιs usados para 

fumonisinas em alimentos envolvem solventes polares como metanol:agua (3: 1) ou 

acetonitήla:agua (1:1) seguido de limpeza com coluna de troca iδnica forte (SAX) ou 

coluna de fase reversa (Cιs). 

ΒΕΝΝΕΤΤ & RICHARD (1994) investigaram diferentes proporς;δes de metanol ou 

acetonitrila com agua na extraς;ao de culturas de laboratόήo, raς;δes e mi1ho, e veήficaram 

que a eficiencia de extraς;ao mAxima foi obtida com acetonitrila:agua (1:1). SCOΠ & 

LAWRENCE (1994) alertaram para ο fato de que FΒι e FBz nao sao completamente 

extraidas, em farelo de milho, quando ο solvente de extraς;ao utilizado e metanol:agua (3: 1) 

e concluiram que cada produto deve ser estudado para obtenς;ao de extraς;iio maxima. 

Ο uso de um pH de 3,5 no solvente empregado aumenta a extraς;ao da fumonisina 

em certos produtos. Α influencia do pH parece ser mais pronunciada no caso da FΒι . Isso 

podeήa ser atribuίdo ao fato de serem FBz e FB3 menos polares que FΒι (ALBERTS et αlίί , 

1992). 

SANCHIS et αlίί ( 1994) utilizaram uma etapa de desengorduramente com acetato 

de etila, antes da extraς;ao das fumonisinas com metanol:agua (3: 1 ). 

Α recuperaς;ao de fumonisinas em amostras artificialmente contaminadas e 

geralmente > 80%. Νο entanto, nao esta definido ο quao eficientes sao os metodos de 

extraς;ao para todas as fumonisinas, a partir da contaminaς;ao direta da matήz (ΒΟτΗΑSΤ 

et αlίί, 1992). CAWOOD et αlίί (1991) veήficaram que metanol aquoso recupera bem FΒι 

(81,3%), concordando com os resultados obtidos por ALBERTS et αlίί (1990). 

Observaram, porem, que esse sistema de solvente nao e bom para a extraς;ao de FBz 

(59,8%). 

Os procedimentos de limpeza para extratos contendo fumonisinas, em sua maioήa, 

tem uti1izado dois tipos de adsorveιιtes na forma de colunas de extraς;ao em fase sόlida: 

colunas de troca aniδnica forte (SAX) constituίdas de aminas quatemaήas , como por 

exemplo, tήmetilaminopropil (SYDENHAM et αlίί , 1992b) e colunas de fase reversa Cιs 

38 



(RICE et αlίί, 1995). Ο uso do metodo com Cι& e relatado como mais rapido que ο metodo 

com SAX; entretanto, ο SAX e considerado como capaz de produzir :&aς:δes mais limpas e 

com limite de detecς:ao mais baixo. Colunas cromatograticas abertas de sίlica gel 60 (70-

230 mesh) tambem foram empregadas para puήficaς:ao de extratos metanόlicos contendo 

fumonisinas (SYDENHAM et αlίί, 1990a). 

5.2. Cromatografia em camada delgada (CCD) 

As fumonisinas podem ser separadas por CCD em placas de fase reversa com 

sistemas solvente compostos por metanol:agua (3:1) ou acetonitήla:agua (1:1). Elas podem 

ser visualizadas quando as placas sao pulveήzadas com 0,5% de p-anisaldeίdo e aquecidas 

a 120°C. Α leitura e feita quando aparecem pontos vermelho-purpura, conseqίiencia da 

reaς:ao do p-anisaldeίdo com ο grupo amino da fumonisina. Esse metodo possui nivel de 

detecς:ao de 10-40 μg/g e encontra uso no caso de tήagem de amostras para fumonisinas 

(GELDERBLOM et αlίί, 1988). Tambem e empregado em placa de fase normal, de alta 

eficiencia ou nao, em culturas de fungos produtores dessas toxinas sob determinado 

substrato (NELSON et αlίί, 1991). Foi utilizado tambem para tήagem de raς:δes associadas 

a doenς:as animais (ROSS et αlίί, 199la,b) em placas de alta eficiencia ou nao, de fase 

normal, utilizando como solvente de desenvolvimento clorofόrmio:metanol:acido acetico 

(6:3:1). Ο uso de desenvolvimento em duas etapas na mesma direς:ao simplifica ο 

procedimento de extraς:ao e permite quantificar ο deήvado de p-anisa ldeίdo pelo uso de 

densitometria (LE BARS et αlίί, 1994). Ο limite de detecς:ao desse metodo e de 50 μg/g. 

Placas de fase reversa tem sido empregadas utilizando revelaς:ao com 

fluorescamina/tampao borato de sόdio pH 8-9 (SHELBY et αlίί, 1994). Por esse metodo os 

niveis de detecς:ao podem atingir Ο, 1 μg/g, dependendo da Iimpeza previa dos extratos. Α 

detecς:ao de fumonisina pelo uso de fluorescamina foi obtida a nivel de 50 ng/g em um teste 

de campo rapido conhecido como imobilizaς:ao e detecς:ao quimica seletiva (CSID) em 

coluna, que e constituida de uma interface sό lida de sίlica gel empacotada com outros 

adsorventes (PHILLIPS et aliί , 1992). 
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Ο uso de cromatografia em camada delgada de alta eficiencia em fase reversa e 

revela~o com solu~o de vanilina 0,5% em H2S04 97%:etanol (4:1) aquecido a 120°C/10 

min, pode atingir limite de detec~o de 250 ng de FB1/g de alimentos a base de milho 

(ΡΙΠΕΤ et αlίί, 1992). 

Α Tabela 2 apresenta os solventes mais usados em cromatografia em camada 

delgada para determinaγao de fumonisinas. 

Τ ABELA 2. Sistemas solventes para desenvolvimento em camada delgada de sίlica gel e 

C18 para deteπninaγao de fumonisinas. 

SISτEMA SOL VΕΝΊΈ 

Metanol: 4% KCI aquoso (3 :2) 

Acetato de etila: acido acetico glacial: agua 
(60:30:10) 

Clorofόπnio: metanol: agua: acido acetico glacial 
(55 :36:8:1) 

Clorofόπnio : metanol: acido acetico glacial (6:3:1) 

Acetonitrila: agua (85: 15) 

Metanol: a a 75:25 

REFERENCIAS 

ROTTINGHAUS et α/ίί. (1992) 

TSENG et α/ίί. (1995) 

DUPUY et α/ίί. (1993) 

PLATτNER et α/ίί. (1990 e 1992) 

PLATYNER et α/ίί. (1992) 

VESONDER et αlίί. 1990 

5.3. Cromatografia lίqϋida de alta eficiencia (CLAE) 

Um metodo de grande popularidade para ana.Iise de micotoxinas bem como para 

outros compostos de baixo peso molecular e a cromatografia liqίiida de alta eficiencia -

CLAE (GREGORY & MANLEY, 1981). 

Em geral, ο metodo CLAE combinado com fluorescencia e sistemas de detec~o 

ultra-violeta tem mostrado boa sensibilidade e excelente reprodutibilidade. Entretanto, este 

metodo apresenta algumas limitaγδes: a) devido a alta sensibilidade, as amostras devem ser 

submetidas a um extensivo tratamento de limpeza antes da separa~o pelo CLAE; b) um 

grande nύmero de amostras nao pode ser analisado em pouco tempo; c) manuten~o cara 
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dos instrumentos e solventes e, necessidade de pessoal treinado especialmente para as 

analises (CHU, 1984). 

Α pήmeira abordagem para detenninayao das fumonisinas por CLAE foi a 

formaγao de um deήvado maleil que absorve a 250 nm (GELDERBLOM et αlίί, 1988), 

usado anteήormente por SΠ...ER & GΠ...CHRIST (1982) para analise de uma estrutura 

semelhante, a toxina AAL. Os deήvados maleil das fumonisinas eluem de uma coluna C18 

de fase reversa com metanol:tampao fosfato de potassio Ο, 1 Μ, pH 3,8 (7:3). Este metodo e 

satisfatόήo para analise de milho contaminado naturalmente com F. monίliforme, que 

geralmente produz altos nίveis (ppm) de fumonisinas. Α sensibilidade na deteπninaγao das 

fumonisinas por CLAE foi acentuada pela formaγao de deήvados fluorescentes com 

fluorescamina (WILSON et αlίί, 1990) ou com o-ftaldialdeίdo (SHEPHARD et αlίί, 1990). 

Ο limite de detecγao, em media, usando estes reagentes de deήvaγao e 50-100 ppb. Estes 

metodos sao tambem usados para detenninaγao do conteudo de fumonisinas em milho 

contaminado naturalmente (NORRED, 1993). 

Segundo ROSS et αlίί (1991a) a fluorescamina e um dos varios reagentes 

empregados para deήvaγao pre-coluna do grupo amino pήmaήo das fumonisinas para sua 

detenninaγao por cromatografia Iίqίlida de fase reversa com detecγao por fluorescencia. 

Essa deήvaγao tem uma desvantagem, a de oήginar dois picos (resultando da formaγao de 

uma mistura em equilίbrio de acido/alcool e deήvados lactona). 

SHEPHARD et αlίί (1990) desenvolveram um metodo por CLAE para a 

determinaγao quantitativa de FB1 e FB2. Esse metodo utiliza como reagente de deήvaγao 

pre-coluna ο o-ftaldialdeίdo (ΟΡΑ). Ο deήvado formado e separado isocraticamente, 

usando metanol:tampao fosfato, em pH suficientemente acido de forma a suprimir a 

ionizaγao da porγao acida tήcarbalίlica. Α detecγao da-se por fluorescencia. Os autores 

aplicaram ο metodo para ancilise de milho naturalmente contaminado, tanto de raς:δes 

destinadas a alimentaγao de eqίlinos como tambem de culturas de fungos produtores de 

fumonisinas. Os limites de detecγao alcanγados sao de 0,05 μg/g para FΒι e Ο, 1 μg/g para 

FB2. Ο metodo e reprodutίve l e pode atingir recuperaγδes de 99,5% e 85,9%) para FΒι e 

FB2, respectivamente. Esse metodo foi selecionado, apesar do deήvado fumonisina-OP Α 
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ser instavel, como metodo de escolha pela Food Chemistry Commission ofthe Intemational 

Union of Pure and Applied Chemistry (IUP AC) para ser avaliado em um estudo 

colaborativo interlaboratoήal , a fim de estabelecer um metodo de analise dessas toxinas que 

fosse intemacionalmente aceitavel (ΠΠΕL et αlίί, 1993). Ο estudo colaborativo foi 

realizado com sucesso (SYDENHAM et αlίί , 1996) e esse metodo de analise de FB1, FB2 e 

FB3 foi adotado pela AOAC International e pela IUPAC (AOAC, 1996). 

Ο metodo desenvolvido por SHEPHARD et αlίί (1990) tem sido utilizado por viιήo s 

pesquisadores com pequenas variaγoes (THIEL et αlίί, 1993), incluindo a detecγao de FB3 

(SYDENHAM et αlίί , 1992a). Α et.apa de deήvaγao pode ser automatizada 

(CHAMBERLAIN et αlίί , 1992). Analises reprodutίveis , sensίveis e exatas foram 

desenvolvidas para determinaγao de FΒι em plasma e uήna (SHEPHARD et αlίί , 1992), e 

fezes (SHEPHARD et αlίί , 1994a,b ). 

ο problema de ser ο deήvado fumonisina-o-ftaldialdeίdo instavel, dificulta a analise 

de grande nύmero de amostras, pois nao permite ο uso de ίnjetor automatico. Essa situaγa o 

cήa a necessidade de busca de outros compostos de deήvaγao de fumonisinas para detecγao 

por ultravioleta e, mais comumente, para detecγao por fluorescencia. 

Outros compostos de deήvaγao para analise de fumonisinas por CLAE tem sido 

utilizados. Os deήvados NDA-naftaleno-2,3-dicarboxaldeido (ΒΕΝΝΕΤΤ & RICHARD, 

1994), NBD-F-4-fluoro-7-nitrobenzofurazona (MILLER et αlίί, 1993) e AccQ.Fluor-6-

aminoquinolil N-hidroxi succinimidilcarbamato (VELASQUEZ et αlίί , 1995) sao mais 

estaveis que os deήvados de ΟΡ Α. Α sensibilidade alcanγada com FΠC -5 - isotiocianato 

fluoresceina e menor do que a alcanγada com deήvados NDA (MARAGOS, 1995). Ο 

deήvado FMOC-9-fluorenilmetil cloroformato (HOLCO:MB et αlίί, 1993), por sua vez, e 

estavel por 72 horas e ο limite de detecyao em raγδes atinge 0,2 μglg, ο que nao e adequado 

na analise de alimentos de consu.mo humano. Ο deήvado DBD-F-4-(N,N-dimetil 

aminosulfonil)-7-fluor-2,1,3-benzoxadiazole e estavel mas requer longo tempo de reaγao (6 

h) e alta temperatura (60°C). Ο sistema de deήvayao pόs-coluna com ΟΡΑ e N-acetil-L­

cisteίna e sugeήdo como metodo rapido para tήagem. 
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5.4. Cromatografia gasosa e espectrometήa de massas (CG/EM) 

Α confirmaς:ao da presenς:a de fumonisinas, bem como sua quantificaς:ao, em uma 

amostra de milho ou alimento pode ser feita pelo uso do metodo de CG/EM. Neste metodo, 

um extrato da amostra e hidrolisado em hidrόxido de potassio Ι Ν a 60°C/I hora e 

subseqίientemente esteήficado com isobutanol, seguido de acetilaς:ao com anidήdo 

heptafluorobutίήco e detecς:ao em ionizaς:ao de chama (SYDENHAM et αlί ί, 1990a). 

Apesar da menor seletividade, ο detector de ionizaς:ao de chama e ο mais usado para 

determinaς:ao de fumonisina Βι em milho. Embora numerosos outros picos possam estar 

presentes no cromatograma, a resoluς:ao da coluna e a sensibilidade do detector sao 

suficientes para quantificar menos que 500 ppb de FB1 em milho (SYDENHAM et alii, 

1990a). 

Analises mais especificas foram conseguidas pela determinaς:ao do aminopiliol, 

resultante da hidrόlise da fumonisina, puήficaς:ao em XAD-2, e derΞYaςao ccm trimctilsilil 

(YMS) ou tήfluoroacetato (TF Α) ou N-metil-N-(tήmetilsilil) tήfluoroacetamida (MSTF Α). 

Os deήvados de aminopentol e aminotetraol oήginados de FΒι e FB2, respectivamente, sao 

separados por CG e detectados por ionizaς:ao de chama ou espectrometήa de massas 

(SYDENHAM et αlίί, 1990a). 

Ο metodo tem boa sensibilidade e e seletivo, mas requer equipamento relativamente 

caro (PLATτNER et αlίί, 1990). Α vantagem do metodo CG/EM e que combina 

confirmaς:ao estrutural com quantificaς:ao (RILEY et αlίί, 1993). 

5.5. Bioensaios e imunoensaios 

Os bioensaios sao raramente uti).izados em alimentos. Tem sido empregados para 

veήficar a toxidez de alimentos ou raς:δes implicados em mortes de animais, para uma 

identificaς:ao inicial de qual seήa ο substrato contaminado e, neste, qual a ftaς:ao. 

Investigaς:δes tem sido realizadas para ο desenvolvimento de metodos simples e 

altamente sensiveis para detecς:ao de micotoxinas. Como conseqίiencia, tem sido 
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desenvolvidas tecnicas de imunoensaio, envolvendo a interaς;ao de micotoxinas com um 

anticorpo especifico, tais como radioimunoensaio (RIA) e ο "enzyme linked 

immunosorbent assay" (ELISA) (CHU, 1984), que sao usados para analise de substancias 

biolόgicas de baixo peso molecular. Ο RIA e ο ELISA sao usados para analise de 

micotoxinas, mas a conjugaς;ao de uma micotoxina a uma proteίna caπeadora e complicada 

pelos grupos funcionais presentes (W ALLACE et αlίί, 1977). Mais recentemente, tem sido 

desenvolvidas colunas cromatograticas de imunoafinidade para determinaς;ao de 

micotoxinas em alimentos, raς;ao animal e fluidos biolόgicos como leite e uήna 

(CANDLISH & STIMSON, 1993). 

Estas tecnicas de imunoafinidade apresentam boa sensibilidade, com niveis de 

detecς;ao em ppb; sao altamente especίficas devido a natureza da interaς;ao entre anticorpo e 

antigeno~ necessitam pouca preparaς;ao da amostra antes dos testes~ uma grande variedade 

de amostras podem ser testadas~ e de facil manipulaς;ao~ os resultados podem ser obtidos 

em pouco temρo, ~er ::~l mente menos de uma hora (CANDLISH & STIMSON, 1993). 

Ο RIA tem a vantagem de ser muito especίfico e e ο metodo de escolha dos 

laboratόήos clίnicos. Entretanto, ο RIA tem as desvantagens de requerer reagentes 

radioativos, equipamentos caros para monitoraς;ao da radioatividade e ο descarte de 

resίduos radioativos. Em geral, RIA pode detectar 0,25 a 0,50 ppb para amostras de 

alimentos e aproximadamente de 2 a 5 ppm para amostras que nao sofreram um tratamento 

de limpeza previo (UENO & CHU, 1978). Esta tecnica nao e muito bem aceita para 

detecς;ao de micotoxinas, embora alguns pesquisadores a usem. Αο contraήo, ο ELISA e 

amplamente aceito e usado para determinaς;ao de micotoxinas. As pήncipais vantagens 

desta tecnica e a simplicidade, facilidade de uso e capacidade de analisar inύmeras amostras 

no mesmo dia. Α pήncipal desvantagem e que ο metodo e semi-quantitativo e para obter-se 

resultados quantitativos mais apurados e necess<iria a construς;ao de curvas dose-resposta 

(CANDLISH & STIMSON, 1993). 

Uma tecnica que vem aumentando de popularidade na determinaς;ao de micotoxinas 

e a coluna de extrayao em fase sόlida de imunoafinidade. Este metodo e simples, robusto e 

pode ser usado como um metodo semi-quantitativo para triagem de micotoxinas ou pode 
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ser acoplado com equipamentos fisico-quίmicos como CLAE para uma quantificaς;ao das 

micotoxinas (CANDLISH & STIMSON, 1993). 

Estes ensaios tem sido desenνolvidos para a detecς:ao de diferentes micotoxinas 

como aflatoxinas, esteήgmatocistina, fumonisinas, ocratoxina Α, rubratoxina, tήcotecenos 

e zearalenona. Α detecς:ao tem sido efetuada com sucesso, em substratos artificial e 

naturalmente contaminados como milho, milho de pipoca, tήgo , cafe, ceνada, sementes de 

algodao, amendoim, pasta de amendoim, leite, iogurte, queUo, estendendo-se tambem a 

mateήal biolόgico como tecido animal, soro e uήna e tambem raς:ao animal (AZER & 

COOPER, 1991). 
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AV ΑLΙΑςΑΟ DE METODOS PARA DΕτΕRΜΙΝΑςΑΟ DE FUMONISINAS Βι Ε 

ΒzΕΜΜΠ..ΗΟ 

RESUMO 

Sistemas de extraγao e limpeza foram avaliados para determinaγao de fumonisίnas 

em milho. Ο metodo descήto por SYDENHAM et αlίί (1992) apresentou a melhor lίmpeza. 

Α recuperaς;ao encontrada, no entanto, estava abaixo de 50% para fumonisίnas Β ι e Β 2 (FB1 

e FB2). Ο metodo foi modificado e a extraς;ao com metanol/agua (3+1) fοί mantida, os 

volumes de solvente no condicionamento e lavagem da coluna de troca aniδnica forte foram 

aumentados para 1 Ο mL e ο volume e composiγao do solvente de eluiγao alterado para 20 

mL metanol/acido acetico (95+5). Apόs estas modificaγoes a recuperaγao elevou-se para a 

faixa de 93 a 96% para FΒι e 69 a 85% para FB2. Ο solvente de eluiγao por CLAE com 

detecγao por fluorescencia foi modificado para acetonitrilaHιgua/acido acetίco glacίal 

(50+50+0,5) durante os pήmeίros 15 minutos com troca para acetonitήla pura ate ο final da 

coπida. As condiγoes de deήvaγao das FB1 e FB2 com ο o-ftaldialdeίdo (ΟΡΑ) foram 

tambem otimizadas empregando 100 μL de extrato com 200 μL do reagente ΟΡ Α entre 5-

150C por 60 segundos. As novas condiγoes melhoraram os limites de detecγao para 0,02 e 

0,04 μg/g para FB1 e FB2, respectivamente, e ο desvio padrao relativo entre duplicatas para 

0,6% para FΒι e 2,2% para FB2. 

ABSΊ'RACT 

Extraction and clean up systems were evaluated for the determination of fumonisins 

in corn. The best clean up was the one descήbed by SYDENHAM et αlίί (1992). Recovery, 
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nonetheless, was found to be bellow 50% for fumonisins Βι and Β2 (FΒι and FB2). The 

method was modified and methanol/water (3+ 1) was kept as the extraction solvent, the 

volumes of the anionic exchange column conditioning and washing solvents were increased 

to 1 Ο mL and both the volume and the composition of the eluting solvent were altered to 20 

mL methanollacetic acid (95+5). After these modifications were introduced the method 

recoveήes were 95 to 96% for FΒι and 69 to 72% for FB2. The elution solvent for the 

HPLC with fluorescence detection step was also modified to acetonitήle/water/acetic acid 

(50+50+0,5) duήn g the first 15 minutes followed by pure acetonitrile for the rest ofthe run. 

The conditions employed duήng the deή vatiza tion reaction of fumonsins with o­

phtaldialdehyde (ΟΡΑ) were also optίmized to utilize 100 μL sample extract and 200 μL 

ΟΡ Α solution at 5 l5°C duήng 60 seconds. The new conditions irnproved the detection 

limits to 0.02 and 0.04 μg/g for FΒι and FB2, respectively, and to an average standard 

deviation between duplicates of0,6% for FB1 and 2,2% for FB2. 

UNIΊΈRMS: Mycotoxins, fumonisins, corn, high performance liquid chromatography. 

INτRODUςAo 

As fumonisinas sao toxinas capazes de causar leucoencefalomalacia eqίi ina (LEME) 

22 edema pulmonar e hidrotόrax em suίnos 10
, cancer hepatico em ratos 

12 
e 

leucoencefalomalacia e hemoπagia cerebral em coelhos 6
. Os altos nίveis de fumonisina Β 1 

em milho utilizado na dieta humana em algumas localidades da Africa do Sul e no norte da 

China, tem sido apontado como a possίvel causa da alta incidencia de cancer de esδfago nas 

populaγδes envolvidas 9'
36

'
38

. 

Esta familia de toxiιιas foi pnmeιro relatada em 1988 1
2,

13 por um grupo de 

pesquisadores da .Afuca do Sul. Sao produzidas por cepas de Fusarίwn monίliforme 
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Sheldon 
39

, F. proliferatum Seγao Liseola 
17 

e F. nygamaί 8
. Ο milho tem sido ο cereal mais 

implicado em contaminaγao por fumonisinas, tanto em fteqίiencia como em nίveis. 

Realmente, ο F. monίliforme e ο F. proliferatum sao invasores fteqίientes do milho em todo 

ο mundo 
7

. 

Oήginalmente, BEZUIDENHOuτ et αlίί 
5 descreveram e caracteήzaram 

quimicamente quatro metabόlitos, as fumonisinas Α 1 (FA1), Α 2 (FA2), Β 1 (FB1) e Β 2 (FB2). 

Α chamada seήe ''Α" contem amidas acetiladas no C-2, enquanto a seήe "Β" apresenta uma 

amina primiιria livre. Mais recentemente duas outras fumonisinas, Β 3 (FB3) e Β4 (FB4), 

foram isoladas a partir de cultivos de F. monίliforme :MR.C 826 19
. Α FB1 e a mais 

importante do grupo, constituindo fteqίientemente ate 70% do total das fumonisinas, 

produzidas tanto em meios de cultura, quanto em milho naturalmente contaminado. 

Ο milho e ο cereal mais produzido no Brasil 15 e ο nosso paίs constitui-se no seu 

terceiro produtor mundial. Apesar disto a produγao nacional nao satisfaz as necessidades 

internas. Algumas especies de Fusarίum ja. foram isoladas de milho, tήgo, aπoz e raγδes, 

procedentes de vaήos Estados brasileiros, em proporγδes vaήadas, com predominancia de 

F. monίliforme e F. gramίnearum 25
. Segundo WΕΝΓΖ et αlίί 

45
, 90% das amostras de 

milho e de raγδes, para suίnos e aves, por eles examinadas no Estado de Santa Cataήna, 

estavam contaminadas com Fusarίum spp. ASEVEDO 
3 

trabalhando com 90 amostras de 

milho procedentes de vaήas regiδes do Brasil, encontrou Fusarίum spp em 62,2% das 

amostras. CORREA et αlίί 11
, veήficaram uma ffeqίiencia de 85,1% de F. moniliforme em 

milho pόs-colheita. 

Embora as informaγδes sobre a incidencia de fumonisinas em milho e produtos a 

base de milho no Brasil sejam escassas, elas mostram a importancia do problema para ο 

nosso paίs. Em um trabalho realizado por SYDENHAM et αlίί 
32

, foram analisadas 21 

amostras de raγao associadas a casos de rnicotoxicoses na regiao de Londήna, Parana. Os 

resultados revelaram que 95,2% continham FB1 e 85,7% continham FB2. Ja ΙΠRΟΟΚΑ et 

αlίί 14 investigaram 48 amostras de milho provenientes do Parana, Mato Grosso do Sul e 
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Goias, das safras de 1990-1991. Das amostras analisadas, 97,4% apresentavam-se positivas 

para FB1 e 94,8% para FB2. Um total de 4 amostras excederam a 10 μg/g, valor considerado 

cήtico para ο desencadeamento da LEME. 

Devido ao amplo potencial de contaminaς:ao do milho e deήvados com fumonisinas 

18•29
•
38

•
41·46

, metodos analiticos que monitorem os nίveis de fumonisinas nos produtos 

agήco la s sao de grande interesse. Este fato e reforς:ado pelas necessidades de fiscalizaς:ao do 

cereal e seus produtos oήginados intema ou extemamente. :έ tambem possίvel que as 

poucas informaς:δes sobre a incidencia de fumonisinas no Brasil advenha exatamente das 

dificuldades encontradas no paίs com a metodologia analitica. Diante deste quadro os 

objetivos do presente trabalho foram: (1) avaliar um conjunto de tecnicas ja existentes 

relatadas na literatura e julgadas promissoras para determinaς:ao de fumonisinas Β1 e Β2 em 

milho; (2) uma vez escolhido ο metodo analίtico, proceder a sua otimizaς:ao e adequaς:ao 

para as condiς:δes de trabalho encontradas em laboratόήos brasileiros. 

MATERIAL Ε METODOS 

1. Amostras: amostras de milho foram adquiήdas em estabelecimentos comerciais 

de Campinas, Sao Paulo. As amostras foram tήturadas em moinho ate passarem por uma 

peneira de 20 mesh e acondicionadas em sacos plastίcos impermeaveis a agua. F oram 

mantidas a -18°C ate ο momento da analise. 

2. Padrδes de fumonisinas Β1 e B;z: soluς:δes estoques individuais de fumonisinas 

Β 1 e Β 2 (Sigma Chemical Company, St. Louis, ΜΟ) foram preparadas pesando-se 1 mg e 

dissolvendo-os em 10 mL de acetonitήla-agua (1+1) segundo VISCONΓI et αlίί 43
, 

obtendo-se uma concentraς:ao de Ι 00 μg/mL. Soluς:δes de trabalho foram preparadas em 

concentraς:δes de 50 μg/mL de FB1 e de FB2, respectivamente. Todas as soluγδes padrδes 

foram armazenadas em ftascos ambar vedados, a -18°C. 
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3. Solventes e reagentes: acetonitήla grau cromatognifico, metanol, acido acetico 

glacial, orto - ftaldialdeίdo (ΟΡ Α), 2-mercaptoetanol, tetraborato de sόdio, acido cloήdήco, 

hidrόxido de sόdio, cloreto de potassio, sulfato de amδnio, acetato de chumbo, fosfato de 

sόdio, acetato de sόdio . Todos os solventes e reagentes usados para extraς;ao e limpeza 

foram de grau analίtico. 

4. Fase mόvel: as fases mόveis testadas foram :filtradas atraves de uma membrana 

HVLP 01300 de 0,45 μm de diametro (Millipore Corporation, Milford, ΜΑ) e 

degaseificadas em banho de ultra-som. Α vazao da fase mόvel foi de 1 mL/min. 

5. Reagente de deήva~ao: 40 mg de o-ftaldialdeίdo foram dissolvidos em 1 mL de 

metanol e diluίdos com 5 mL de tampao borato de sόdio Ο, 1 Μ (3,8 g de tetraborato de 

sόdio foram dissolvidos em 100 mL de agua deionizada e corήgido ο pH para 10,4 com 

hidrόxido de sόdio Ο , 1 Μ), foram adicionados 50 μL de 2-mercaptoetanol e misturados. Ο 

reagente de deήva~o foi estocado em Πasco ambar vedado com papel alumίnio sob 

temperatura de 5 a 15°C. Permaneceu estavel por uma semana. 

6. Equipamentos: 

Cromatόgrafo a lίquido: bomba (Waters Associates, Milford, ΜΑ) com alς:a de 

injeς:ao de 20 μL e um injetor tipo Rlιeodyne Inc. Μ-7125 (Cotati, CA). Detector de 

fluorescencia ΗΡ 1046 Α (Hewlett Packard, Avondale, ΡΑ) com comprimentos de onda de 

excitaς:ao e emissao de 335 e 440 run e fenda espectral de 17 e 50 nm, respectivamente. 

Integrador ΗΡ 3393 Α (Hewlett Packard, Avondale, ΡΑ). Coluna de fase reversa (250 mm χ 

4,6 mm da Vaήan (Walnut Creek, CA) empacotada com Microsorb-MV 5 μm ODS). 

Coluna de guarda da Vaήan (Walnut Creek, CA) empacotada com Cιs ODS (Alltech 

Associates Inc., Deerfield, IL). Pre-coluna da Vaήan (Walnut Creek, CA) empacotada com 

silica Sil-X-1 (Perkin-Elmer, Norwalk, CT). 

Liqίiidίficador: comum, de uso domestico ou equivalente. 

Colunas de extra~o em fase sόlida: cartuchos Bond-Elut LRC SAX, com 

capacidade de 1 Ο mL contendo 500 mg de trimetilaminopropil (V aήan, Harbor City, CA 
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90710), cartuchos Sep Pak accell plus QMA (Waters Associates, Milford, ΜΑ) e cartuchos 

Sep Pak Cιs (Millipore Corporation, Milford, ΜΑ). 

Suporte mιiltiplo para colunas de extra~io em fase sόlida: Supelco- Visiprep DL 

(Bellefonte, ΡΑ 16823) ou equivalente. 

Centήfuga: centήfugador Excelsa Baby Π modelo 206 R (Fanem) ou equivalente. 

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

Banho ultra-som: Microssonic SX 20 ou equivalente. 

Puήficador de agua: a agua foi filtrada e desionizada atraves de um sistema de 

ultra-puήficayao de agua Millipore Milli-Q plus (Millipore, Milford, ΜΑ). 

Pipetas automaticas: Firmpipette Digital de 40-200 μL e de 200-1000 μL 

(Labsystems) ou equivalentes. 

Seringa: Microliter 710 de 100 μL (Hamilton Co, Reno, ΝΑ). 

7. Otίmiza~io da separa~io cromatografica das fumonisinas Βι e Bz: fases 

mόveis com diferentes composiς:δes foram avaliadas atraves da resoluς:ao das toxinas, com 

pad . rδes e posteήormen te com amostras artificial.mente contaminadas com 2 μg/g de cada 

toxina (FΒι e FB2). 

8. Otimiza~io da deήva~io da fumonisina Βι com o-ftaldialdeίdo: a formaς:ao 

do deήvado FB1-0PA foi estudada de duas maneiras: (1) vaήando-se ο tempo e temperatura 

durante a reaς:ao de deή va ς:ao ; (2) veήficando-se a relaς:ao όtima entre a concentraς:ao dos 

padrδes e ο volume do reagente de deήvaς:a o. Foi realizada ana.J.ise de vaήancia dos dados 

obtidos. 

9. Avalίa~io de sistemas de extra~io e limpeza: quatro sίstemas de extraς:ao e 

limpeza foram avaliados quanto a sua eficiencia usando-se amostras de milho artificialmente 

contaminadas. Foram avaliados os metodos de SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA 
30

, 

PRADO et αlίί 20, ZOLLER et αlίί 46 e SYDENHAM et αlίί 35. Ο pήmeiro sistema de 

extraς:ao e limpeza foi preconizado para aflatoxinas, zearalenona, ocratoxina Α e 

esteήgmatocistina e ο segundo para aflatoxinas. Foram escolhidos para avaliaς:ao devido a 
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caracteήsticas de praticabilidade e facilidade de emprego em laboratόήos nacionais. Α 

concentraγao de FΒι e FB2 nas amostras enriquecidas de milho foi de 2 μg/g de cada. 

10. Avaliaςao de colunas de extraςao em fase sόlida: as colunas de troca aniδnica 

forte de 500 mg, Sep Pak QMA (Waters Associates, Milford, ΜΑ) e SAX (Vaήan, Harbor 

City, CA 90710) e a coluna de fase reversa Sep Pak Cιs (Millipore Corporation, Milford, 

ΜΑ) foram avaliadas quanto a eficiencia de limpeza e quanto a recuperaγao de FB1 e FB2 

em amostras de milho artificialmente contaminadas. 

11. Recuperaςao, repetibilidade e limites de detecςao: vaήos aspectos com 

relaγao a tecnica analitica foram avaliados, incluindo a recuperayao de cada fumonisina 

individualmente, a lineaήdade da curva padrao, ο limite de detecγao do metodo e a 

repetibilidade da tecnica. Para a recuperaγao, 50 g da amostra de milho, livre de 

furnonisinas, foram contaminadas com 2 μ g/g dos padrδes de FΒι e FB2. Α lineaήdade da 

curva padrao foi determinada pela ana.J.ise cromatogrcifica de padrδes diluidos em 

concentraγδes decrescentes e submetidos a reaγao com ο o-ftaldialdeίdo. Ο limite de 

detecγao do metodo foi definido para nossas condiγδes de trabalho, como a concentraς:ao 

das fumonisinas Β 1 e Β 2 presente na amostra que oήginou um pico com uma area de 1 χ 10
5 

m V. Esta area foi escolhida por ser a menor que pemύtia visualizaς:ao inequίvoca do pico. Α 

repetibilidade do metodo foi avaliada calculando-se ο desvio padrao relativo (RSD) do 

resultado da ana.J.ise de 4 amostras de milho contaminadas artificialmente com 2 μg/g de FΒι 

eFB2. 

12. Descont . am inaςao do mateήal: todo ο mateήal utilizado foi descontaminado 

com uma soluyao concentrada de hipocloή to de sόdio comercial, por 24 horas. Apόs a 

descontaminaγao ο mateήal foi lavado normalmente, enxaguado com agua destilada e seco 

em estufa. 
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RESULTADOS Ε DISCUSSAO 

1. Otimiza~o das condi~δes de elui~io no cromatόgrafo a lίquido: dentre as 

vaήas fases mόveis estudadas para separar os deήvados de fumonisinas-OP Α das impurezas 

result.antes da deήvaγao ou de interferentes provenientes do extrato da amostra em 

cromatόgrafo a liquido, a melhor resoluγao para ο pico de FΒι foi conseguida com 

acetonitήla/agua/acido acetico glacial (50+50+0,5). Com a fase mόvel escolhida, ο tempo de 

retenγao da FΒι foi de 10,1 e ο da FB2 de 42,6 minutos. Ο tempo de retenιyao 

excessivamente longo para FB2 recomenda a utilizaιyao de uma coluna mais curta, 

possivelmente com 15 cm de compήmento . Para obter um tempo de retenγao menor para a 

FB2, na coluna de 25 cm em uso neste estudo, ο sistema solvente foi mudado para 

acetonitήla pura apόs 15 minutos da injeιyao da amostra. Com esta modificaγao , ο tempo de 

retenγao da FB2 foi reduzido para 26 minutos. Antes da injeγao da nova amostra, um tempo 

para re-equilibrar a coluna de 30 rninutos com acetonitήla/agua/acido acetico glacial 

(50+50+0,5), tornou-se necessaήo. Α demora na saida da FB2 tem sido resolvida em alguns 

laboratόήo s com ο uso de gradientes 16
'
23

'
46 

. Α Tabela 3 apresenta as fases mόveis avaliadas, 

algumas citadas na literatura. 
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TABELA 3.Tempo de retenι;ao em cromatogra:fia liqίiida de alta eficiencia para fumonisina 

Βι em diferentes fases mόveis. 

FaseMόve1 Tempo de Retencao para FB1 Referencias 

Acetonitrila/agua/acido acetico glacial (50:50:0,5) 10,13 

Acetonitήla/agua/acido acetico glacial (50:50: 1) 8,30 STACK & EPPLEY 31 

Acetonitrila/agua/acido acetico glacial (51 :49:0,5) 10,50 

Acetonitrila/agua/acido acetico glacial (51:49:0,1) 2,90 

Acetonitrila/agua/acido acetico glacial (51 :49:0,3) 8,72 

Acetonitrila/agualacido acetico glacial (52:48: 1) 10,02 

Acetonitrila/agualacido acetico glacial (53:47:1) 8,22 

Acetonitrila/agualacido acetico _glacial (54:46:1) 12,71 

Acetonitrila/agua/acido acetico glacial 
6,08 

(54,5:45,5: 1) 

Acetonitrila/agua/acido acetico glacial (55:45:1) 6,30 

Acetonitrila/agua/acido acetico glacial (56:44:1) 6,78 

Acetonitή 1a/agua/acido acetico glacial (57:43:1) 8,22 

Acetonitrila/agua/acido acetico glacial (60:40:1) 4,88 

Acetonitήla/agua/acido acetico glacial (70:30:0,5) 4,39 

Acetonitrila/tampao fosfato 0,05 Μ pH 3,35 
3,18 

(30:70) 

Acetonitή1a/tampao fosfato 0,1 Μ pH 3,35 (40:60) 2,87 RICE & ROSS 21 

Acetonitή1a/tampao fosfato 0,1 Μ pH 3,35 (50:50) 2,1 1 

Acetonitήla/metanol/tampao fosfato 0,1 Μ pH 3,35 
2,92 

(35:35:30) 

Acetonitήla/metanol/tampao fosfato 0,1 Μ pH 3,35 
3,12 

(30:40:30) 

Metanol/tam~o fosfato 0,1 Μ pH 3,35 (77:23) 3,40 SYDENHAM et alii 34 

Metanol/tampao acetato 0,1 ΜρΗ 3,5 (50:50) 4,80 ZOLLER et αlίί 46 

Metanol/tampao acetato 0,1 Μ pH 3,5 (80:20) 2,75 

Metanol/tamρao acetato 0,1 Μ pH 3,5 (65:35) 3 23 

Metanol/agua/acido acetico glacial (77:23:1) 7,55 

Tamρao acetato 0,1 Μ pH 3,5/metanol/acetonitrila/ 
2,36 

agua (50:25:20:5) 

Os cromatogramas das soluι;δes padrao de 50 μg/mL de FΒι e FB2 e do extrato de 

milho naturalmente contaminado estao apresentados nas Figuras 2 e 3. 
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FB2 

Figura 2. Cromatograrna das fumonisinas Βι e Β2. Condi~δes cromatograficas: coluna (250 

mm χ 4,6 mm) Vaήan (Walnut Creek, CA) empacotada com Microsorb-MV 5 

μm ODS de fase reversa; fase mόvel composta por acetonitrila:agua:acido acetico 

glacial (50+50+0,5) ate 15 minutos, seguida por acetonitrila pura; comprimentos 

de onda de excita~ao e emissao forarn 335 nm e 440 nm; vazao de 1,0 mL/min. 

FB1 (4,9 μg/g) 

FB2 (1,8 μg/g) 

Figura 3. Cromatograrna de amostra de milho naturalmente contaminada com FΒι e FB2. 
Condiγδes cromatograficas: coluna (250 mm χ 4,6 mm) Vaήan (Walnut Creek, 

CA) empacotada com Microsorb-MV 5 μm ODS de fase reversa; fase mόvel 

composta por acetonitrila:agua:acido acetico glacial (50+50+0,5) ate 15 minutos, 

seguida por acetonitrila pura; compήmentos de onda de excitaς;ao e emissao 

forarn 335 nm e 440 nm; vazao de 1,0 mL/min. 
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2. Forma~ao do deήvado FΒι-ΟΡΑ: as fumonisinas nao apresentam fluorescencia 

e absorvem pobremente no ultravioleta/visίvel (UV!VIS). Assim sendo uma reaγao de 

deήvaγao e necessaria para possibilitar a sua determinayao por CLAE com detector de 

fluorescencia ou de absorvancia no UVIVIS. Α reayao com marcador fluorescente tem sido 

favorecida por permitir limites de detecγao (LD) mais baixos. Os reagentes propostos ate 

agora tem sido fluorescamina (LD < 1 Ο mglkg), o-ftaldialdeίdo (ΟΡ Α, LD ~ 50 ng/g), 

naftaleno-2-3-dicarboxaldeίdo (NDA, LD ~ 5 ng/mL, usado em leite), 4-fluoro-7-

nitrobenzofurazano (NBD-F, LD ~ 100 ng/g) e fluorenilmetil cloroformato (FMOC, LD ~ 

200 ng/g) 
33

. Ο ΟΡΑ oferece como vantagens um custo muito infeήor aos demais exceto a 

fluorescamina, ser facilmente disponivel e um melhor limite de detecγao . Α reaγao com ο 

ΟΡΑ da-se com grupos funcionais do tipo amina (Figura 4). 

α
CΗΟ 

CHO 
o-ftaldialdeido (ΟΡΑ) 

ι +RNH2, - 1!20 

α
CH=N -R 

CHO 

+ RSH 

RNH2 , RSH 

SR 

I 

α
CH -NHR 

CHO 

ώ-R 
N-subsιituido 1-cianobenz(f)isoindol 

- Η201 

cx>-R 
ΟΗ 

Figura 4. Reaγao da amina pήmaήa da fumonisina com ο o-ftaldialdeίdo (ΟΡ Α) na presenγa 

de 2-mercaptoetanol para formar um deήvado N-substituίdo 1-

cianobenz(f)isoindol 
24

• 

Como ο deήvado fumonisina-OP Α nao e estavel, ο efeito do tempo de reaγao na 

deήvayao das fumonisinas foi estudado. Para veήficar qual seήa ο melhor tempo de reayao, 
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manteve-se ο tempo de agitaγao inicial em 30 segundos e vaήou-se ο tempo para injeγao no 

cromatόgrafo a liqίiido em 30, 45, 60, 90 e 120 segundos apό s ο inίcio da reaγao. Os 

resultados estao representados na Figura 5, a qual indica que ο tempo de reaγao de 60 

segundos antes da injeγao da amostra apresenta intensidade m3xima de fluorescencia. Νο 

mesmo tempo de reaγao a repetibilidade dos resultados e melhor ( coeficiente de variaγao -

23,6%). Nos outros tempos de reaγao analisados houve uma maior vaήaγao e um 

decrescimo na intensidade de fluorescencia. 

3,5 

• 3 

• 
..-.. 2,5 
"' ο -χ 
'-' 2 
8 ·s.. 
ο 1,5 
"Ο 

C':Z 
u ... 

·< 1 

0,5 

ο 

ο 20 40 60 80 100 120 140 

Tempo (seg) 

Figura 5. Efeito do tempo de reaγao na deήvaγao da fumonisina Β 1 com ΟΡΑ, a temperatura 

ambiente. Cada ponto representa a media de determinaγδes em tήplicata . 

Visando conseguir um maior rendimento na fonnaγao do deήvado fumonisinas-OP Α, 

foram estudadas diferentes temperaturas de reaγao (5 a 30°C). Pode-se observar na Figura 6 

que a faixa de temperatura entre 5-l 5°C da oήgem a picos com areas maiores, 

possivelmente por melhorar a estabilidade do deήvado evitando que se degrade rapidamente, 
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peπnitindo assim uma melhor resposta pelo detector de fluorescencia. Este resultado 

contraria os apresentados por ΊΉΑΚUR & SΜΙΊΉ 
37 que veήficaram nao haver diferenγa 

significativa na estabilidade da fluorescencia do deήvado em temperaturas entre 4 a 25°C. 
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~ 4,7 
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-< 
4,5 

4,4 

• 
4,3 +------+-----+-----! 

5 15 25 

temperatura (°C) 

35 

Figura 6. Efeito da temperatura de reaγao na deήvaγao da fumonisina Β 1 com ΟΡ Α. Cada 

ponto representa a media de detennin aγδ es em tήpl icat a. 

Para veήficar a melhor relaγao entre a concentraγao e ο volume da soluγao de 

fumonisinas, por um lado, e ο volume do reagente de deήvayao ΟΡ Α, por outro, foi 

utilizado um esquema fatoήal com ana.Iise de variancia. Foram analisados: concentraγao do 

padrao - 25 e 50 μg/mL ~ volume do padrao - 50, 100, 150 e 200 μL ~ e volume do reagente 

de deήvaγao - 150, 200 e 250 μL . Atraves do esquema fatoήal concluiu-se que a condiγao 

όtima de trabalho foi obtida quando a concentrayao do padrao de fumonisinas foi a de 25 

μg/mL , ο volume do padrao Ι 00 μL e ο volume do reagente ΟΡΑ de 200 μL . 

3. Α valia~ao de sistemas de extra~ao e limpeza: ο metodo preconizado por 

SOARES & RODRIGUES-AMA Υ Α 30 extrai a amostra por homogeneizaγao em 
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liqίiidificador durante 5 minutos com metanol!Κ.Cl 4% (9+ 1 ). Α limpeza do extrato filtrado e 

conseguida com sulfato de amδnio 30%, seguida por duas partiγδes sucessivas para 

clorofόrmio . Νο metodo de PRADO et αlίί 20
, a extraγao consiste de uma homogeneizaγao 

em liqίiidificador durante 3 minutos com metanol!Κ.Cl 4% (9+1). Α claήficaγao do extrato 

filtrado da-se com acetato de chumbo 20% e sulfato de amδnio 30%, seguida por 

desengorduramento com isoctano e partiγao para clorofόrmio. Νο metodo de ZOLLER et 

αlίί 
46 

a extraς:ao e obtida por homogeneizaγao em liqίiidificador durante 3 minutos com 

metanol/HCI 0,1 Μ (3+1). Por ύltimo, a extraγao segundo SYDENHAM et alίi 35 emprega 

homogeneizaγao em liqίiidificador durante 5 minutos com metanollagua (3+1). Nos dois 

ύltimos metodos a limpeza e realizada com colunas de extraγao em fase sόlida de troca 

aniδnica forte. Cabe aqui a observaγao que ο metodo oήginalmente descήto por 

SHEPHARD et αlίί 
28

, foi, com pequenas modificaγδes 34
, objeto de estudos colaborativos 

intemacionais 
35

'
40

, tendo sido adotado pela AOAC Intematίonal 2
. Os testes conduzidos no 

presente trabalho referem-se a forma final do metodo como foi descήto por SYDENHAM et 

αlίί 
34

. 

Os dois pήmeiros metodos 20
'
30 nao produziram uma limpeza adequada, 

apresentando uma grande quantidade de interferentes no cromatograma. Ο emprego de 

sulfato de amδnio, em ambos os metodos, da oήgem a um precipitado quando ο extrato e 

re-suspendido em acetonitήla/agua (1+1), para injeγao em cromatόgrafo a liquido. Ο uso de 

acetato de chumbo no metodo de PRADO et αlίί 20 pode, por sua vez, danificar a coluna 

analitίca pela introduγao de um metal pesado no sίstema. Ο desengorduramento com 

ίsooctano foi acrescentado para remover os compostos lipossolύveis . Α partiς:ao para 

clorofόrmio, uma outra etapa do processo de limpeza, mostrou melhor recuperaς:ao das 

fumonisinas quando empregada sozinha e nao quando precedida de desengorduramento com 

isooctano. Νο entanto, a recuperaς:ao das fumonisinas fοί inadequada e infeήor a 20% em 

todos estes casos e as etapas de uma maneira geral mostraram-se trabalhosas. 
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Tanto ο metodo de SYDENHAM et αlίί 35
, como ο de ZOLLER et αlίί 46

, 

apresentaram recuperaγδes infeήores a 50%. Α limpeza do metodo de SYDENHAM et αlίί 

35
, no entanto mostrou um menor nύmero de interferentes. Por este motivo foi considerado 

mais prornissor e modificaγδes foram introduzidas no sentido de otimiza-lo. 

4. Α valiaςao de colunas de extraςao em fase sόlida : colunas de extrayao em fase 

sόlida, dos tipos octadecilsilil, troca aniδnica forte e imunoafinidade, tem sido empregadas 

na limpeza de extratos de milho na determinaς:ao de fumonisinas 26
'
32

. Os extratos obtidos 

atraves do metodo de SYDENHAM et αlίί 
35 

foram ainda submetidos a uma etapa de 

limpeza com colunas de extrayao em fase sόlida. Foram testadas uma coluna de fase reversa 

tipo octadecilsilil (Cιs) e duas colunas de troca aniδnica forte (SAX). 

Α 1i.mpeza com coluna de fase reversa nao foi eficiente, apresentando ainda varios 

interferentes no cromatograma. Νο emprego de colunas de Cιs para limpeza de extratos de 

milho, alguns autores recomendam a elώς:ao com metanol/agua ou acetonitrilalagua 4
,2

1
. 

Outros ainda preconizam a adiγao de acido acetico ao solvente de e l uiς:ao 
44

. 

Durante a eluiς:ao das fumonisinas da coluna de C18, maiores recuperaγδes foram 

obtidas quando ο solvente de extraγao utilizado foi metanol/agua (3+ 1 ), mas ainda assim 

insatisfatόήas. Os sistemas solventes utilizados com a coluna de Cιs, no presente trabalho, 

estao descήtos na Tabela 4. 

TABELA 4. Solventes testados com coluna de fase reversa tipo octadecilsilil, para limpeza 

de extratos de milho na determinaγao de fumonisinas. 

Condicionamento 
Aplicaγao da Amostra Lavagem da Coluna Εlώγaο das Toxinas 

da Coluna 

6 mL metanol/agua + 
Metanol/agua (3+ 1) 

1 Ο mL metanol/agua 3 mLmetanol 
5 mL metanol 

(3+1) 1 ο mL metanol/agua Metanol/acido acetico 

(3+1) (99,5+0,5) 
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Α limpeza com as colunas de troca aniδnica forte apresentou melhores resultados do 

que com as colunas de octadecilsilil, mas ainda assim foi necessaήo introduzir modificaγδe s 

nos solventes de condicionamento e eluiγao com relaγao aos propostos no metodo de 

SYDENHAM et α/ίί 
35

. Α limpeza com coluna de troca aniδnica forte (500 mg) nao 

produziu bons resultados uma vez que retinha 60% de FΒι. Apesar da aparente 

simplicidade, a separayao por troca iδnica pode ser complexa. Α retenγao ou a eluiς:ao das 

fumonisinas pelas colunas de troca aniδnica forte utilizadas na etapa de limpeza podem ser 

afetadas por fatores como pH, forγa iδnica e vazao de eluiγao 34
'
40

• Ο pH do extrato deve 

ser sempre corrigido para 5,8-6,5 segundo todos os autores pois a recuperaγao 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 

carboxίlicos, presentes na molecula, alem deste pH possibilitar a co-extraς:ao de compostos 

interferentes polares. 

Ο condicionamento das colunas foi otirnizado alterando-se os seguintes parametros: 

volume das soluγδes de lavagem, forς:a iδnica, volume da soluγao e vazao de eluiγao. Ο 

aumento da forγa iδnica , ou seja, metanollacido acetico glacial (99+ 1) para (95+5) 

aumentou a recuperaς:ao das fumonisinas. Alem disso, ο uso de solvente com maior for γ a 

iδnica nao resultou na co - eluiγao de compostos intήnsecos do milho que interfeήήam com a 

deteτminaγao cromatogrcίfica das fumonisinas. Adicionalmente, com ο aumento da 

quantidade de eluente para 20 mL conseguiu-se recuperaγδes de 72 a 87% de FΒ ι e de 51 a 

78% de FB2 em coluna Sep Pak QMA e de 93 a 96% de FB1 e de 69 a 85% de FB2 em 

colunas SAX nas dua.s pήmeiras utilizaγδes. Ja foi relatado que a recuperaγao das 

fumonisinas e substancialmente menor quando a vazao de eluiγao nas colunas esta entre 2,5 

a 6, 7 mL/minuto, recomendando-se vazδes iguais ou menores que Ι mL/min 
34

. Α 

necessidade de manter estas condiγδes de eluiyao foram constatadas no presente trabalho. 

Α limpeza ec>m colunas de Cιs e m~s ηipida, entretanto, as colunas de troca aniδnica 

forte produzem ftaγδes mais limpas e ο limite de detecς:ao e menor. Numa intercomparaγao 
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de metodos realizada entre 31 laboratόήos europeus, aqueles que usaram limpeza com 

colunas de Cιs relataram tambem mais interferentes e limites de detecyao piores que aqueles 

que usaram colunas de troca aniδnica forte 42
. 

5. Recuperaςao, repetibilidade e limites de detecςao: a recuperaγao do metodo 

otίmizado foi de 93 a 96% para FΒι e de 69 a 85% para FB2. Νο estudo colaborativo do 

metodo de SYDENHAM et alίί 35 conduzido por AOAC - ΠJP AC, os 12 labo r atόήos 

envolvidos obtiveram recuperaγδes de 81 a 84% para FΒι e 76 a 82% para FB2. Ja os 

resultados com laboratόήos europeus, em estudo em que a metodologia era de livre escolha, 

as recuperaγδes medias foram 70% para FΒι e 69% para FB2 
42

. Segundo ALBERTS et alίi 

1 as recuperaγδes mais baixas obtidas para FB2 podem ser devido a diferenγa de polaήdade 

em relaγao a FB1 que resulta em uma perda de aproximadamente 20% durante a etapa de 

limpeza, em comparaγao com os 4% para FΒι. As curvas padrao para FΒι e FB2 foram 

lineares de 0,02 a 10 μglg e de 0,04 a 10 μglg, respectivamente, conforme apresentado nas 

Figura.s 7 e 8. 
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Figura 7. Curva padrao de FΒι de 0,02 a 10 μglg. 
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Figura 8. Curva padrao de FB2 de 0,04 a 10 μg/g. 

Os limites de detec~ao do metodo foram de 0,02 e 0,04 μg/g para FB1 e FB2, 

respectivamente. SHEPHARD 
27 

revendo a literatura sobre ο assunto da como usual um 

limite de detec~ao da ordem de 50 ng/g para FΒι e FB2. Α repetibilidade do metodo 

mostrou-se adequada com desvios padrao relativos (RSD) de 0,6% para FB1 e 2,2% para 

FB2 para primeira ou segunda utiliza~ao das colunas de SAX. Resultados estes que 

comparam bem com os encontrados η ο estudo colaborativo AOAC - ΠJΡ AC onde os RSD 

intemos dos laboratόήos vaήaram entre 5,8 a 13,2% para FΒι e entre 7,2 e 17,5% para FB2 

35
. Ν ο estudo europeu 

42
, os valores medios de RSD foram de 10% para FΒι e 11% para 

FB2. 
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CONCLUSOES 

Ο metodo escolhido para determina~ao de fumonisinas em milho na etapa de 

avalia~ao foi ο metodo de SYDENHAM et αlίί 35
. Modifica~δes foram necessarias para 

aumentar a recupera~ao das toxinas e melhorar ο limite de detec~ao. Ο metodo modificado 

esta descήto a seguir: 

Cinqίienta gramas da amostra foram homogeneizadas em liqίiidificador com 1 00 mL 

de metanoJ/agua (3+ 1) durante 5 minutos. Α mistura foi centrifugada durante 1 Ο minutos a 

2000 rpm e ο sobrenadante foi filtrado em papel de filtro. Ο filtrado teve ο pH corήgido, 

quando necessiιrio, para 5,8-6,5 com hidrόxido de sόdio 1 Μ (somente 2 a 3 gotas). 

Α limpeza do extrato filtrado foi conduzida em colunas SAX com 500 mg de 

recheio. Ο condicionamento da coluna foi feito atraves de lavagens com 10 mL de metanol, 

seguidos de 10 mL de metanoJ/agua (3+1). Foram aplicados 10 mL do extrato filtrado na 

coluna e lavados com 10 mL de metanoJ/agua (3+1), seguidos por 6 mL de metanol. As 

fumonisinas foram entao eluίdas com 20 mL de metanol:acido acetico glacial (95+5). Todos 

os solventes foram passados pela coluna com uma vazao miιx.ima de 1 mL/min a qual pode 

ser controlada com vacuo. Ο eluato foi evaporado a 60°C sob fluxo de nitrogenio. Ο resίduo 

concentrado foi lavado com 1 mL de metanol e novamente evaporado para garantir que 

todo ο acido acetico fosse evaporado. Ο resίduo seco foi mantido em fteezer a -18°C ate ο 

momento da analise. 

Os extratos das amostras de milho foram re-dissolvidos em 500 μL de 

acetonitrilalagua (1+1) e filtrados em filtros com poros de 0,45 μm de diametro. Foram 

transfeήdos 100 μL deste extrato para um :&asco e adicionados 200 μL do reagente ΟΡ Α 

Foi agitado em ultra-som, entre 5-15°C, durante 30 segundos e injetados 20 μL no 

cromatόgrafo apόs 60 segundos do inίcio da rea~o . 

As fumonisinas foram separadas e quantificadas em um cromatόgrafo a liquido de 

alta eficίencia usando uma fase mόvel composta por acetonitrilalagualacido acetico glacial 
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(50+50+0,5) durante 15 minutos e em seguida por acetonitήla pura. Ο tempo total de 

ancilise foi de 30 minutos. Apόs a corrida foram necessaήos 30 minutos para condicionar a 

coluna com a fase mόvel composta por acetonitήla/agua/acido acetico glacial (50+50+0,5), 

antes da prόxima injeς:ao. 
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FUMONISINAS ΕΜ CULΠVARES DE MILHO ΝΟ ESTADO DE SAO PAULO: 

INFLuENCIA DAS CARAC'fERίSΠCAS DO CULTIV AR Ε DAS CONDIςόES 

CLIMA TICAS ΝΑ SAFRA DE 94/95. 

RESUMO 

Cento e cinco amostras de milho recem-colhidos, representando 3 5 genόtipos de 

milho com diferentes tipos de cultivares, de endosperma e de ciclo vegetativo, foram 

avaliadas quanto ao teor de fumonisinas e a influencia das caracteήsticas e das condivδes 

c limiιticas na sua produvao em tres Estavoes Ex:peήmentais do Instituto Agronδmico 

(Capao Bonito, Ribeirao Preto e Votuporanga) em Sao Paulo, durante a safra de 94/95. 

Todos os cultivares analisados estavam contaminados com fumonisinas em nίveis que 

variaram de 0,13 μg/g a 6,58 μg/g para FΒι e de 0,06 μg/g a 2,15 μg/g para FB2. Mais de 

76% das amostras continham nίveis de fumonisinas acima de 1,0 μg/g. Nao foi observada 

c oπelavao entre concentravao de fumonisinas e tipos de cultivares, de endosperma, ou do 

ciclo vegetativo. Foi obserνada uma forte interavao entre a contaminavao por fumonisinas e 

ο Iocal de cultivo das amostras analisadas. Houve diferenva significativa entre as 

temperaturas minimas registradas nas Estaγδes Experimentais estudadas durante a safra de 

94/95. Nao foi obserνada correlaγao entre temperatura ambiente e contarninaγao por 

fumonisinas. Foi observada correlaγao negativa (r = -0,96) entre ίndice pluviometήco apόs 

ο florescimento feminino e concentraγao de fumonisinas. Embora todos os cultivares 

analisados apresentassem contaminaγao por fumonisinas Βι e Β2 , concluiu-se que as 

c ondiγδes ambientais especίficas de cada iιrea de cultivo representaram um ίmportante fator 

na formaγao das fumonisinas no milho. 
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INIRODU<;AO 

Ο milho, cereal mais produzido no Brasil (IBGE, 1996), constantemente exposto a 

contaminaγao por fungos tox.igenicos (W ALLER & BRA YFORD, 1990; BACON et αlίί , 

1992; ZUMMO & SCOTT, 1992), e cultiνado numa area de 13 milhδes de hectares, com 

uma produyao anual em tomo de 32 milhδes de toneladas (τSUNECIΠRO & ΟΚΑ W Α, 

1996). Os maiores produtores sao os Estados do Parana, Goias, Minas Gerais, Sao Paulo, 

Rio Grande do Sul e Santa Catarina (IBGE, 1996). Νο Estado de Sao Paulo, nos tres 

Ultimos anos agricolas, cultivou-se em tomo de 1,2 milhao de hectares de milho (DUARτE 

& ΡΑτΕRΝΙΑΝΙ, 1998). 

As fumonisinas sao um grupo de micotoxinas produzidas pήncipalmente por 

Fusarίum monίliforme, F. proliferatum alem de outras especies da Seγao Liseola. Ο milho 

e ο produto agricola mais freqίientemente infectado pelo F. monίliforme, uma especie 

cosmopolita, saprόfita, que produz infecγδes assintomaticas (HEADRICK & ΡΑΤΑΚΥ , 

1991). Α FΒι causa leucoencefalomalacia em eqίiinos- LEME (ROSS et αlίί, 1991), edema 

pulmonar e hidrotόrax (EPS) em suίnos (OSWEΠ...ER et αlίί, 1992), hemoπagia cerebra1 

em coelhos (BUCCI et αlίί , 1996) e cancer hepatico em ratos (GELDERBLOM et αlίί , 

1991). Α propήedade carcinogenica e atήbuida tambem, a outros componentes do grupo 

como FB2 e FB3 (GELDERBLOM et αlίί, 1992). 

Os poucos trabalhos sobre a incidencia de fumonisinas em cultivares de milho 

plantados no Brasil relataram a ex.istencia de surtos de LEME nos Estados do Rio Grande 

do Sul, Sao Pau1o, Santa Cataήna, Minas Gerais (MEIRELES et α/ίί , 1992), e Parana 

(YAMAGUSIΠ et αlίί, 1992; SYDENHAM et αlίί, 1992). Amostras de milho provenientes 

do Parana, Mato Grosso do Sul e Goias foram inνestigadas por ΙΠRΟΟΚΑ et αlίί (1996), 

apresentando-se positiνas para FΒι e FB2. 

Diferenγas entre genόti pos de milho com relaγao iι infecyao pelo F. monίliforme 

parecem estar sob controle genetico (ΚΙΝG & SCOTT, 1981). Α resistencia genetica iι 

infecγao pelos fungos ou a nao susceptibilidade iι formaγao de fumonisinas tem sido 

estudada (BOLING & GROGAN, 1965; LUNSFORD et αlίί, 1976; SCOΠ & ΚΙΝG , 

1984), e parece ser uma forma promissora de controle. SHELBY et αlίί (1994) mostraram 
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produς;ao diferenciada de fumonisinas em 15 hίbήdos de milho disponίveis comercialmente 

e plantados em 17 locais nos Estados Unidos. Este estudo sugeήu a possibilidade da 

seleγao de cultivares de milho resistentes e ο seu cultivo em areas onde as fumonisinas sao 

um problema. Estudos com cultivares de milho com vistas a uma possίvel seleγao de 

genόtipos resistentes ao F. monίliforme foram realizados tambem na Europa e na A.fuca 

(RHEEDER et αlίί, 1990 a, b; DOKO et αlίί 1995). Foram encontradas diferenς;as na 

ocorrencia natural de fumonisinas em varios genόtipos estudados, sugeήndo a possibilidade 

de seleς;ao de cultiνares mais resistentes. 

Α cultura do milho encontra condiς;όes edafoclimaticas satisfatόήas para a 

exploraγao agrίcola em todo ο terήtόήo nacional. Contudo, as oscilaς;δes meteorolόgicas ao 

longo do ciclo vegetativo e as νariaγδes interanuais podem reduzir drasticamente a 

produς;ao ou mesmo inibir ο desenvolvimento da planta (BRUNINI et αlίί, 1997). Ο Estado 
. .......... _.,,. ... --

de Sao Paulo possui em media condiς;δes termicas e · hίdricas (avoraveis para ο 

desenvolvimento da cultura do milho (CAMARGO et αlίί, 1974). 

Α temperatura constitui-se um dos elementos do clima mais decisivo para ο bom 

desenvolvimento do milho, embora a agua e demais componentes climaticos exerς;am 

diretamente sua influencia no processo (FANCELLI & DOURADO-NETO, 1997). Α 

recomendaγao para ο plantio do milho vai das regiδes compreendidas entre 58° de latitude 

norte ate 40° de latitude sul, passando por diversas altitudes, desde localizadas abaixo do 

nίvel do mar, ate a regiao dos Andes. lnclusive, a temperatura e um elemento 

preponderante na duraγao do ciclo da cultura, especialmente do subperίodo de 

desenvolvimento emergencia ao florescimento masculino. Α duraς;ao dos subperίodos apόs 

ο florescimento e mais homogeneo, embora a perda de umidade dos graos apresente 

variaγao entre os cultivares (GERAGE, 1991). Sendo a planta de milho termosensίvel, 

necessita determinada quantidade de calor para completar cada fase de seu ciclo de 

desenvolvimento. 

Ο presente trabalho teve como objetivo estudar a produγao de fumonisinas Βι e Β2 

em diferentes genόtipos de milho recem-colhidos plantados no Estado de Sao Paulo e a 

influencia das caracteήsticas do cultivar e das condiγδes climaticas com relaς;ao a produς;ao 

de fumonisinas. 
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MAτERIAL Ε METODOS 

1. Amostras: Cento e cinco amostras de graos de milho recem-colhidos 

coπespondendo a 3 5 genόtipos, foram coletadas em tres Esta~δes Expeήmentais do 

Instituto Agronδmico (Capao Bonito, Ribeirao Preto e Votuporanga). Os cultivares foram 

semeados e colhidos respectivamente, em 01/11/1994 e 23/03/1995 em Capao Bonito (143 

dias do plantio a colheita); 23/11/1994 e 17/05/1995 em Ribeirao Preto (176 dias do plantio 

a colheita); e em 24/11/1994 e 25/04/1995 em Votuporanga (153 dias do plantio a colheita). 

Α aduba~ao de plantio e de cobertura foi feita em fun~o da analise quίmica do solo, 

utilizando a Tabela de Aduba~ao de Milho do IAC (Van RAIJ et alίi , 1996). Todas as 

amostras foram acondicionad~ em sacos plasticos impermeaveis a agua e armazenadas a -

18°C ate ο momento da analise. 

Na Tabela 5 estao relacionados os cultivares que foram avaliados nos testes 

regionais de 94/95 nas Esta~δes Experimentais do Instituto Agronδmico , compreendendo 

32 cultivares comerciais e 3 hίbridos experimentais do IAC. 
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Τ ABELA 5. Rela~ao e caracteήsticas dos cultivares de milho avaliados nas Esta~δes 

Experimentais do Instituto Agronδmico em Capao Bonito, Ribeirao Preto e 
Votuporanga, Estado de Sao Paulo, na safta de 94/95. 

Produtores e/ou 
Genόtipos 

Tipo de Cor dos Graoslτipo 
Ciclo<2

) 
Cήadores Cultivar<I) de Endospenna 

Agroceres AG 122 HD Amarelo Semidentado Ρ 

Agroceres AG510 Hrm Laraoja Semiduro Ρ 

Agroceres AG 1043 HD Amarelo Semidentado Ν 

Agroceres AG 5012 Hr Laraoja Semidentado Ρ 

Agromen AGN2003 HD Amarelo Semidentado Ν 

Agromen AGN2012 HD Amarelo Semidentado SP 

DS:MM/CAη AL25 ν Amarelo Semidentado Ρ 

DS:MM/CAη AL34 ν Amarelo Semidentado Ν 

EMBRAPA BR201 HD Laraoja Semidentado Ρ 

EMBRAPA BR205 HD Amarelo Semidentado Ρ 

Cargill C701 HD ~ranja Semiduro Ρ 

Cargill C805 Hr Amarelo &:.u.ιiduro I SP 
Cargill C855 ΗΓ Amarelo Semίdentado ~""' ;;,r 

Cargill c 901 HS Amarelo Semidentado SP 

Colorado C032 ΗΓ Laranja Semiduro Ρ 

Colorado C042 HD Laranja Semiduro Ρ 

Novartis Densus ΗΓ Amarelo Semiduro SP 

Dinamilho-Carol DINA556 HSm Laranja Semidentado Ρ 

Dinamilho-Carol DINA 766 HSm Laranja Semiduro SP 

Dinami1ho-Carol DINA887 HSm Laranja Semiduro SP 

Novartis G550 ΗΓ Laranja Semiduro Ν 

Novartis G600 HD Amarelo Semidentado Ρ 

IAC IAC Taiuba ν Amarelo Semidentado Ρ 

IAC IAC 3651 Ε HS Laranja Semiduro Ρ 

IAC IAC4243E HS Laranja Semiduro Ρ 

lAC IAC 9643 Ε HS Laranja Semiduro Ν 

Pioneer Ρ 3041 ΗΓ Laranja Semiduro Ρ 

Pioneer Ρ 3051 Ητ Laranja Duro SP 

Pioneer Ρ 3071 ΗΓ Laranja Semiduro Ρ 

Braskalb XL370 ΗΓ Amarelo Semidentado Ρ 

Braskalb XL380 ΗΓ Amarelo Semidentado Ρ 

Braskalb XL660 HD Amarelo Semidentado Ρ 

.zeneca ΖΕΝ8392 HS Laranja Semiduro SP 

.zeneca ΖΕΝ8452 HS Laranja Semidentado Ρ 

.zeneca ΖΕΝ8501 ΗΓ Amarelo Semidentado Ν 

{1) - = - -HD - hι'bndo duplo, Ητm hι'bndo tnplo modificado, ΗΓ hibndo tnp1o, ν vanedade, HS = 

hι'bήdo simples; HSm = hι'bήdo simples modificado; ΗΕ = hι'b ή do expeήmental. 

<2> Ρ= precoce; Ν c: nonnal; SP = super precoce. 

2. Avalia~o das caracteήsticas agronδmicas: as caracteήsticas dos cultivares 

foram avaliadas nos laboratόήos do Instituto Agronδmico de Campinas, cujos resultados se 
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encontram no Documento Tecnico n° 99 da Coordenadoήa de Assistencia Tecnica Integral 

- CΑτΙ (MEREGE et αlίί, 1996). Os dados diaήos de temperaturas maximas e minimas, e 

as precipita~δes pluνiais foram fomecidos pelo Centro de Ecofisiologia e Biofisica do 

Instituto Agronδrnico de Campinas. 

3. Padrδes de fumonisinas Βι e ~: solu~δes estoques indiνiduais de fumonisinas 

Βι e Β2 (Sigma Chemical Company, St. Louis, ΜΟ) foram preparadas pesando-se 1 mg e 

dissolνendo-se em 10 mL de acetonitήla:agua (1+1) segundo VISCON'fl et αlίί (1994), 

obtendo-se uma concentrayao de 100 μglmL. Solu~δes de trabalho foram preparadas com 

concentraς:δes de 50 μglmL de FΒι e de FB2, respectiνamente . Todas as solu~ δes p aα r a o 

foram armazenadas em frascos ambar νedados, a -18°C. 

4. Analise das fumonisinas: para a analise das fumonisinas foi utilizada a 

metodologia descrita por SHEPHARΌ -::t alίz (1990) com algumas modifica~δes, segundo 

(' _ Δ_~ ~ " Γ _. ' \'"' .;ι α l ί ι ~ 1999 ). As amostras de rnilho foram tήturadas em moinho ate 

atingirem um tamanho de 20 mesh. Cinqίienta gramas da amostra foram homogeneizadas 

em liqϋidificador com 100 mL de metanol:agua (3+1, ν/ν) durante 5 minutos. Α mistura foi 

centήfugada durante 1 Ο rninutos a 2000 rpm e ο sobrenadante foi filtrado em papel de 

filtro. Ο filtrado teνe ο pH corήgido, quando necessario, para um pH entre 5,8-6,5 com 

hidrόxido de sόdio 1 Μ (somente 2 a 3 gotas). Α limpeza do extrato filtrado foi feita em 

coluna de extra~ao em fase sόlida (SPE) por troca aniδnica forte (SAX) apόs 

condicionamento da coluna. Ο condicionamento da coluna foi feito atraνes de laνagens 

com 10 mL de metanol seguidos por 10 mL de metanol:agua (3+1, ν/ν). Foram aplicados 

10 mL do extrato filtrado na coluna e, laνados com 10 mL de metanol:agua (3+1, ν/ ν ) 

seguidos por 6 mL de metanol. As fumonisinas Βι e Β2 foram eluίdas com 20 mL de 

metanol:acido acetico glacial (95+5, ν/ν). Durante a limpeza ο fluxo dos solνentes foi 

controlado a νacuo para que nao excedesse a 1 mL/minuto. Ο eluato foi eνaporado a 60°C 

sob atmosfera de nitrogenio. Ο resίduo concentrado foi laνado com 1 mL de metanol e 

noνamente eνaporado para garantir que todo ο acido acetico fosse eνaporado. Ο resίduo 

seco foi mantido em freezer ate ο momento da analise. Α regenera~ao das colunas de troca 

aniδnica forte foi realizada com 5 mL de HCI Ο, 1 Μ seguidos por 8 mL de agua destilada, 

segundo SYDENHAM et αlίί (1996). As duplicatas foram feitas nas colunas regeneradas. 
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Para a preparaγao dos padrδes deήvados foram transfeήdos 100 μL das soluγδes de 

trabalho das fumonisinas Βι e Β 2 (50+50 μg!mL) para um fi-asco e adicionados 200 μL do 

reagente ΟΡΑ (foram dissolvidos 40 mg de ΟΡΑ em 1 mL de metanol, diluidos com 5 mL 

de tampao tetraborato de sόdio Ο, 1 Μ e adicionados 50 μL de 2-mercaptoetanol), segundo 

SHEPHARD et αlίί (1990). Foi agitado em ultra-som a 5-15°C durante 30 segundos, e 

injetados 20 μL apόs 60 segundos de reaγao. Ο reagente ΟΡ Α foi acondicionado em fi-asco 

ambar, coberto com papel aluminio e conservado por ate 1 semana em temperatura de 

refugeraγao. 

Os extratos das amostras de milho foram redissolvidos em 500 μL de 

acetonitή l a:agua (1+1) e filtrados em filtros de 0,45 μm. Foram transfeήdos 100 μL deste 

extrato para um fi-asco, e adicionados 200 μL do reagente ΟΡΑ Foi agitado em ώtra-som a 

5-15°C durante 30 segundos, e injetados 20 μL apόs 60 segundos de reayao. As 

fumonisinas foram analisadas por um sistema de cromatografia lίqίiida de alta eficiencia, 

consistindo de uma bomba Μ-510 (Waters Associates, Milford, ΜΑ) com alγa de injeγao 

de 20 μ L e um injetor tipo Rheodyne Inc Μ - 7125 (Cotati, CA) conectado a um detector de 

fluorescencia ΗΡ1046Α e um integrador ΗΡ33 93Α (Hewlwtt Packard, Avondale, ΡΑ) . As 

separaγδes foram feitas em coluna (250 mm χ 4,6 mm) Vaήan (Walnut Creek, CA) 

empacotada com Microsorb-MV 5 μm ODS de fase reversa, usando uma fase mόvel 

compost.a por acetonitή l a:agua: acido acetico glacial (50+50+0,5) ate 15 minutos, seguida 

por acetonitrila pura. Ο tempo total de analise foi de 30 minutos. Apόs a corrida foram 

necessaήos 30 minutos para condicionar a coluna com a fase mόvel inicial, antes da 

prόxima injeγao. Os compήmentos de onda de excitayao e emissao foram 335 nm e 440 

nm, respectivamente. Α vazao foi de 1,0 mL/minuto. 

Α identificaγao dos compostos analisados foi realizada atraves da comparayao dos 

tempos de retenγao estabelecidos com as amostras e os padrδes . Α quantificayao dos 

compostos foi ο da padronizayao extema, utilizando-se as areas dos picos. Os limites de 

detecγao do metodo foram definidos para nossas condiγδes de trabalho, como a 

concentraγao das fumonisinas Β 1 e Β 2 presente na amostra que oήginou a menor area que 

permitia visualizaγ ao inequί voc a do pico. 

5. Controle de qualidade analίtico : as amostras foram analisadas em 3 seήes de 1 Ο 

e uma seήe de 5, sendo que cada seήe incluiu um teste de recuperaγao onde uma amostra 
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controle, nao contaminada naturalmente, foi fortificada ao nίvel de 2 μg/g para fumonisinas 

Β ι e Β2. Os teores de fumonisinas encontrados nas amostras analisadas foram corrigidos de 

acordo com a recuperaγao encontrada na amostra controle artificialmente contaminada, 

pertencente a mesma seήe. Duplicatas de uma mesma amostra foram analisadas em dias 

diferentes, seguindo ο mesmo esquema ja descήto. Foram aceitos coeficientes de vaήaγao 

entre duplicatas de ate 30%. 

6. Descontaminaς:ao do material: todo ο mateήal utilizado foi descontaminado 

com uma soluγao concentrada de hipocloήto de sόdio comercial, por 24 horas. Apόs a 

desconta mi naγao ο mateήal foi lavado normalmente, enxaguado com agua destilada e seco 

em estufa. 

7. Analise estatίstica: nas Estayδes Expeήmentais ο delineamento utilizado no 

campo foi ο de blocos casualizados com tres repetiγδes, com 35 tratamentos. As parcelas 

foram constituίdas de quatro linhas de 5,0 m de compήmento, empregando-se as duas 

centrais para as avaliaγδes . Ο espaγamento foi de 0,9 m entre linhas e ο nύmero de plantas 

por metro quadrado igual a 5, coπespondendo a populaγao de 55.555 plantas por hectare. 

Foram colhidas todas as espigas das duas linhas centrais, da primeira repetiyao, e 

debulhadas. Os graos foram homogeneizados e uma amostra representativa de 500 g do lote 

foi retirada para a analise de fumonisinas. Α analise de variancia dos dados de 

contaminaγao com fumonisinas seguiu ο esquema de blocos inteiramente casualizados, e, 

para comparaγao de medias, utilizou-se ο teste de Tukey a 5%, obtidos em 

microcomputadores utilizando-se ο programa de analise estatίstica - SANEST (ΖΟΝΊ' Α et 

a/ίί, 1987). 

RESUL Τ ADOS Ε DISCUSSAO 

1. Controle de qualidade analίtico: as curvas padrao para FΒι e FB2 foram 

lineares de 0,02 a 10 μg/g e de 0,04 a 10 μg/g, respectivamente. Os limites de detecyao do 

metodo foram 0,02 μg/g · e 0,04 μg/g para FΒι e FB2, respectivamente. Α recuperayao do 

metodo modificado vaήou de 93 a 97% (media de 95%) para FΒι e de 70 a 85% (media de 

78%) para FB2 (τabe l a 6). 
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Τ ABELA 6. Recuperaγao de amostras de milho enriquecidas com fumonisinas Β 1 e Β 2 
como controle nas analises das amostras de milho cultivados nas Estaς:δes 

Experimentais do Instituto Agronδmico em Capao Bonito, Ribeirao Preto e 

Votuporanga durante a sa&a de 94/95. 

Colunas empregadas Recuperaγao (%) 

na limpeza do extrato FΒι FB2 
97 70 

Colunas de troca iδnica 96 70 

novas 94 84 
93 84 

Media 95 77 

96 84 

Colunas de troca iδnica 
96 70 

regeneradas 
94 85 

94 70 

93 84 

Media 95 79 

Α repetibilidade do metodo mostrou-se adequada com desvios padrao relativos 

(RSD) de 0,6% para FΒι e 2,2% para FB2. Todas as analises foram realizadas em duplicata. 

ο desvio padrao entre duplicatas variou de 0,00 a 2,13 (ο desvio padrao medio foi de 0,24). 

Α repetibilidade das analises apresentou desvios padrao relativos (RSD) de 0,00 a 106,15% 

(ο RSD medio foi de 21,81% ). Α quantificaς:ao foi executada comparando-se as areas dos 

picos com as areas dos padrδes. 

2. Incidencia de fumonisinas: a incidencia de fumonisinas Βι e Β2 vanou 

signifιcativamente (p<O,OOl) entre locais e cultivares, sendo tambem sig nifιcati va a 

interaγao cultivares χ locais (p<O,OOI ). Todos os cultivares analisados continham 

fumonisina Βι (FΒι) em nίveis que variaram de 0,13 μg/g a 6,58 μg/g (concentraγao media 

de 2,34 μg/g) e fumonisina Β 2 (FB2) em nίveis que variaram de 0,06 μ g/g a 2,15 μg/g 

( concentraγao media de 0,59 μg/g). Α concentraγao total de fumonisinas variou de 0,31 

μg/g a 8,69 μg/g com valor medio de 2,92 μg/g. Α proporς:ao FΒ~Βι variou de 0,06 a 

0,93, excluindo os valores atίpicos de 1,38 e 1,47 encontrados nas amostras dos cultivares 

χι 370 e G 600 de Votuporanga. As maiores medias de contarninaι;:ao foram encontradas 

nas amostras de Capao Bonito, tanto para FΒ ι como para FB2. Ο cultivar Densus 
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apresentou os maiores nίveis de contaminaγao em Capao Bonito e Ribeirao Preto, sendo 

mais sensίvel a produγao de fumonisinas Βι e Β2 , portanto, nao se indica ο seu plantio 

nestes locais. 

Cerca de 24,0% das amostras continham nίvei s de fumonisina Βι ate 1,0 μ g/g, e 

7,6% das amostras estavam contaminadas com nίveis superiores a 5,0 μg/g (Figura 9), que 

e um nίvel de contaminaγao preocupante, de acordo com as recomendaγδes dadas pelo 

"Mycotoxin Committee of Arnerican Association of Veterinary Diagnostician" (RILEY et 

alίi, 1993). Sao indicados nίveίs menores que 5,0 μg/g em raγao para eqϋinos , e para raγ ao 

de suίnos , nίveis menores que 10,0 μg/g (RILEY et alii, 1993). Segundo ROSS et alii 

(1992), uma concentraγao de FΒ ι maior que 10,0 μg/g em raγao pode causar 

leucoencefalomalacia (LEME) em eqϋίno s. Entretanto, concentraγδes menores de FB1, 7,7 

μg/g , foram associados a LEME (τΗΙΕL et alii, 1991). 
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FIGURA 9. Distήbuiγao de fi-eqϋencίa da contamίnaς:ao por fumonisinas Β ι e Β 2 das 

amostras de 35 cultivares de milho obtidos em Capao Bonito, Ribeirao Preto e 

Votuporanga, na safi-a de 94/95. 

Os resultados observados para incidencίa de fumonisinas no presente trabalho (0, 13-

6,58 μg/g para FB1 e de 0,06-2,15 μg/g para FB2) sao maiores que os encontrados no milho 
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da Republica da China (0,19-2,96 μg/g para FΒι e de 0,30-0,55 μglg para FB2), segundo 

YOSIΠZAWA et αlίί (1994) onde foi observada uma coπelaγao entre contaminaγao por 

fumonisinas e incidencia de cancer de esδfago na populaς;ao humana e, maiores do que os 

niveis detectados na Espanha por SANCIΠS et alίi (1994), onde a contaminaγao variou de 

0,05 a 0,2 μglg e tambem em diferentes genόtipos analisados em varios paises da Europa e 

da Africa (VISCONΊ'I, 1996). Ν ο entanto, sao menores do que os detectados em genόtipos 

da Argentina (0,18-27,05 μglg para FΒι e de 0,04 a 9,96 μglg para FB2), segundo 

RAMIREZ et aliί (1996), e do que os detectados no Estado do Parana (0,6 a 12,55 μglg 

para FΒι e 1,2 a 10,24 μglg para FB2), segundo ΙΠRΟΟΚΑ et alii (1996). Pode-se concluir 

entao, que e necessario uma investigaς;ao maior, quanto a contaminaς;ao por fumonisinas, 

nos produtos de milho destinados ao consumo humano no Brasil. 

Em Capao Bonito, os cultivares Densus, IAC Taiuba, AG 1043, AGN 2003 e C 805, 

apresentaram maior incidencia de FΒι com nίveis acima de 5,0 μg/g. Para FB2, os maiores 

niveis foram observados nos cultivares C 701 e Densus, com valores acima de 2,0 μg/g. Em 

Ribeirao Preto, os cultivares C 805, Densus e G 550, apresentaram valores acima de 5,0 

μglg de FB1, enquanto que todos os cultivares apresentaram valores abaixo de 1,0 μg/g para 

FB2. Apesar da media de FΒι em Votuporanga ter sido a metade da observada em Capao 

Bonito, os cultivares AG 1043 e C 901 apresentaram valores elevados de contaminaς;ao. 

Para FB2, os cultivares AG 1043, AGN 2012, C 805, C901, G 550, Ρ 3051 e ΖΕΝ 8392 

apresentaram valores acima de 1,0 μg/g. 

Os resultados da incidencia de fumonisinas Β ι e Β2 nos genόtipos de milho 

analisados por local estao apresentados na Tabela 7. 
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Τ ABELA 7. Incidencia de fumonisinas Β ι e Β2 em 35 cultivares de milho plantados nas 

Estaγδes Experimentais do Instituto Agronδmico em Capao Bonito, Ribeirao 

Preto e Votuporanga, na safta de 94/95. 

Genόtipos 
Capao Bonito Ribeirao Preto Votuporanga 

FΒ ι (μg/lζ) FB2 (μg/g) FΒι (μg/g) FB2 (μg/g) FΒι (μg/g) 

AG 122 3,54 0,83 ο ~ 
' 

~ )' 1,00 

AG510 4,04 1,00 3,67 0,50 132 

AG 1043 5,06 1,13 2,10 0,29 rf,§D 
AG5012 4,34 1,19 2,05 0,39 1,55 

AGN2003 6,05 1,59 2,29 0,32 1,11 

AGN2012 2,21 0,55 3,12 0,64 3,43 

AL25 4,31 1,20 3,88 0,33 1,04 

AL34 2,39 0,55 2,27 0,17 2,22 

BR201 

~ &lB 
2,74 0,29 1,04 

BR205 9 1,49 0,15 1,37 

C 701 , 5 4,04 0,49 0,21 

C805 5,07 1,08 5,77 0,60 2,03 

c 855 0,87 0,29 0,90 0,16 2,79 

c 901 1,92 0,51 1,43 0,15 4,03 

C032 1,70 0,53 2,89 0,23 0,66 

C042 2,57 0,35 2 76 ο 28 0,73 

Densus (6, ~ 2, 11 (!Ρ o:W 0,98 

DINA 556 4,3 1,89 2,47 0,28 0,89 

DINA 766 2,25 0,72 3,29 0,30 0,74 

DINA 887 4,28 1,47 0,88 0,07 0,54 

G550 0,80 0,22 5,07 0,48 2,88 

G600 3,26 1,19 0,33 0,11 0,65 

IAC Taiuba 6,30 1,51 1,37 0,25 1,96 

IAC 3651 Ε 3,06 1,02 1,55 0,25 1,52 

IAC4243 Ε 1,26 0,63 2,34 0,21 0,82 

IAC 9643 Ε 3,44 0,84 2,46 0,27 2,70 

Ρ 3041 3,04 0,80 1,47 0,17 0,36 

Ρ 3051 2,99 0,90 4,58 0,64 2,66 

Ρ3071 3,95 0,99 3,25 0,28 ο 30 

XL370 0,78 0,32 2,68 0,36 ~ XL380 1,71 0,32 1,95 0,21 
' 

XL660 2,69 0,79 1,94 0,11 0,62 

ΖΕΝ 8392 1,68 0,38 2,48 0,36 3,24 

ΖΕΝ8452 1,68 0,13 0,54 0,05 0,69 

ΖΕΝ 8501 2,33 0,24 1,97 0,25 0,40 

Media 3,00 0,86 2,53 0,30 1,49 

Desvio Padrao 0,24 0,12 0,41 0,09 0,42 

C. V. (%) * 21,6 28,6 21,6 28,6 21,6 

Dms* 
1,99 0,67 1,99 0,67 1,99 

(Thkey a 5%) 
. . 

Os resultados representam a med.ia de duplιcatas e foram comgιdos para a recuperaγao . 
Limites de det~o : FB1 = 0,02 μg/g e FB2 = 0,04 μglg . 

* Dados obtidos da arullise de variancia conjunta dos tres 1ocais. 
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0,24 

0,46 
1,15 

0,50 

0,18 

1,47 

0,44 

0,62 

0,36 
0,65 

0,10 

1,04 

0,96 

~ 
ο 53 

~ 
0,23 

0,83 

0,23 

0,37 

1,62 

0,96 

0,34 

0,44 

0,31 

0,75 

0,25 

1,49 

0,17 

0,18 

0,22 

0,28 

1,26 

0,27 

0,36 

0,60 

0,14 

28,6 

0,67 
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3. Influencia das caracteήsticas agronδmicas na produςao de fumonisinas: a 

analise estatίstica dos dados mostrou haver uma forte interaγao entre contaminaγao por 

fumonisinas e ο local de plantio dos cultivares. Nao houve coπelaγao entre contaminaγao 

por fumonisinas e tipo de cultivar, no entanto hίbήdos duplos apresentaram niveis de 

c ont a minaγao abaixo da media nos tres Iocais estudados. As vaήedades estavam mais 

contaminadas em Capao Bonito, e os hίbήdos tήplos foram mais contaminados em 

Ribeirao Preto, nao havendo diferenγa significativa entre os tipos de cultivares em 

Votuporanga (Figura 10). 
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FIGURA 10. Fumonisinas totais nos diferentes tipos de cultivares de milho em Capao 

Bonito (CB), Ribeirao Preto (RP) e Votuporanga (VO), da safta 94/95. (HS 
= hίbήdo simples; HSm = hίbήdo simples modificado; ΗΤ = hίbήdo tήplo e 

HTm = hίbήdo tήplo modificado ). 

Quando se analisa a contaminaγao de fumonisinas em relaγao ao tipo de 

endosperma, observa-se uma maior contaminaγao dos cultivares de graos duro em Ribeirao 

Preto e Votuporanga, no entanto, em Capao Bonito nao ha diferenγa significativa (Figura 

11). Dois cultivares com endosperma semidentado apresentaram maior contaminaγao de 

FB2 do que de FB1 (G 600 e XL 370). Os niveis de contaminaγao foram de 0,96 μg/g para 

FB2 e de 0,65 μ g/ g de FB1 no G 600 e de 0,18 μg/g para FB2 e de 0,13 μg/g para FΒ ι no 
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XL 370. Nao foi observada correlaγao entre contaminaγao por fumonisinas e tipo de 

endosperma, no entanto os cultivares semίdentados apresentaram contaminaγao abaixo da 

media nos tres Iocais estudados. 
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FIGURA 11. Fumonisίnas totais em cultivares de milho agrupados conforme ο tipo de 

endosperma, em amostras de Capao Bonito (CB), Ribeirao Preto (RP) e 

Votuporanga (VO), da safra de 94/95. 

Em estudo realizado por VISCONτi (1996) nao foi observada nenhuma interaγao 

entre hibrido e caracterίsticas de endosperma. 

Quando se analίsa a influencίa da dura~o do ciclo ate ο florescimento, na 

incidencia de fumonisinas, pode-se observar que houve diferenγa significatίva somente em 

Votuporanga, onde os cultivares super precoces estavam mais contamίnados . Νο entanto, 

em Capao Bonito e Ribeirao Preto nao houve diferenγa significativa (Figura 12). Nao 

houve coπelaγao entre ciclo e contaminaγao por fumonisinas, no entanto os cultivares com 

ciclo precoce apresentaram nίveis de contaminaγao abaixo da media nos tres locais 

estudados. Os hίbridos G 600 e XL 370, ambos de cίclo precoce, apresentaram maiores 

nίveis de FB2 do que FΒι . Isto pode ter ocoπido devido a presenya de cepas atipicas de F 

monίlifonne e/ou F. proliferatuιn que produzam mais FB2 que FB1• Cepas com este 

comportamento foram encontradas em um estudo realizado na Argentina (CHULZE et α/ίί, 
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1996). Em um outro trabalho realizado com milho e deήvados na Asia, tambem foram 

observados maiores nίveis de FB2 do que FB1, em alguns casos (SYDENHAM et alii, 

1990). 
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FIGURA 12. Fumonίsinas totais em cultivares de milho agrupados de acordo com ο ciclo, 

em amostras de Capao Bonito (CB), Ribeirao Preto (RP) e Votuporanga 

(VO), na safra de 94/95. 

Α classificaγao por Nύmero de Dias de Calend<irio (NDC) sugeήda pela 

EMBRAP Α (1996) considera como super precoces, cultivares que apresentam 

florescimento masculino abaixo de 60 dias, as precoces em tomo de 65 dias e normais em 

torno de 70 dias. Α epoca de semeadura afeta, pήncipalmente, ο ciclo da cultura e a 

produγao dos graos, ο que toma ο ciclo do cultivar de milbo uma vaήavel que merece 

atenγao especial. Ο genόtipo IAC 9643 Ε foi ο que apresentou ciclo mais longo, 

apresentando contaminaγao por fumonisinas acima da em Capao Bonito e Votuporanga. 

Em Capao Bonito, foram 143 dias do plantio a colheita, sendo que ο milho foi 

colhido por volta de 80 dias apόs ο florescimento feminino. Em Ribeirao Preto, foram 176 

dias de cultura e ο milho foi colhido em torno de 115 dias apόs ο florescimento. Ε, em 

Votuporanga foram 153 dias do plantio a colheita, com a mesma acontecendo cerca de 90 

dias apόs ο florescimento. Apesar do milho em Capao Bonito ter permanecido menos 

tempo no campo, observou-se neste local os maiores nίveis de contaminaγao. Estes 

resultados foram semelhantes aos obtidos por CHULZE et αlίί (1994), que observaram 
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maior produγao de fumonisinas aos 75 dias apόs ο florescimento feminino, devido a maior 

presenγa de F usω·ium proliferatum e F moniliforme neste perίodo e portanto uma maior ou 

menor permanencia no campo nao influenciarίa no teor da toxina nos graos. VISCONYI 

(1996) por sua vez observou uma Iigeira correlaγao negativa entre a maior duraγao do ciclo 

vegetativo do cultivar e contaminaγao por fumonisinas. CHULZE et alii (1996) observaram 

baixos nίveis de fumonisinas nos primeiros estagios de desenvolvimento. Nas amostras 

coletadas apόs a maturidade fisiolόgica, os nίveis medios de FB1, apresentaram-se acima de 

1,0 μg/g. 

Ο milho e atacado por varios patόgenos que causam podridao dos graos das espigas, 

com ocorrencia em todas as regiδes onde se cultiva, causada por Fusarίum monίlifoΓme e F. 

monίlifoΓme var. subglιιtinans (EMBRAP Α, 1997). 

Atualmente tem sido dado enfase a comparaγao da qualidade de graos entre os 

cultivares comerciais para orientar a escolha das sementes. Os cultίvares maίs danificados 

por lagartas foram AGN 2003, IAC Taiύba , AG 1043 e G 600, demonstrando alta 

susceptibilidade a praga. Os cultivares que apresentaram maior porcentagem de graos 

doentes foram IAC Taiύba } G 600, AGN 2003, C 701, AG 1043 e AG 510, indicando haver 

correlaγao positiva entre ataque de SpodopteΓa fnιgίpeΓda e incidencia de FusaΓίlιm spp 

(MEREGE et alii, 1996), ο que contradiz os resultados obtidos por DUARTE et αlίί (1997) 

que compararam diferentes cultivares de milho "safrinha" e verificaram que a ocorrencia de 

danos por Iagartas ou de mal empalhamento nao indica necessariamente elevada 

porcentagem de espigas com sintomas de F1ιsaΓi11m spp e Dίplodia spp. 

Em Votuporanga foram encontrados os menores nίveis de contaminaγao por 

fumonisinas Βι e Β 2 , (0,13 a 4,67 μg/g e 0,06 a 1,86 μg/g, respectivamente). ALMEIDA 

(1996) realizou um estudo da microbiota fungica em 78 amostras de graos de milho de tres 

hίbridos cultivados em diferentes regiδes no Estado de Sao Paulo, na saffa 94/95. Dentro do 

genero Fusaι-ίum, a especie F. monίliforme foi a mais freqϋente nas regiδe s estudadas: 

Capao Bonito (50,0%), Ribeirao Preto (66,7%) e Votuporanga (16,7%). Α menor 

contaminaγao com fumonisinas observada em Votuporanga podeήa ser explicada pela 

menor freqϋencia de F moniliforme encontrada por ALMEIDA (1996) em alguns hίbridos 

analisados nesta mesma saffa. Νο Brasil, outros autores tambem referem a alta ffeqϋencia 

de F moniliforme (MEIRELLES et αlίί, 1994; ΡΟΖΖΙ et aliί, 1995 e ORSI, 1995). 
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Em condiγδes de campo houve alto ίndice de plantas acamadas + quebradas com 

porcentagem elevada de espigas tocando ο solo. As maiores medias foram atingidas pelos 

cultivares BR 201, BR 205, IAC 4243 Ε e IAC 9643 Ε que sao os menos indicados para 

colheit.a mecanica (MEREGE et αlίί, 1996). Ο cultivar IAC 9643 Ε apresentou nίveis de 

con t aminaγao por fumonisinas acima da media, dentre aqueles com alto ίndice de 

acamamento. 

4. Influencia dos fatores climaticos na produςao de fumonisinas: os cultivares 

em Capao Bonito apresentaram maior contaminaγao, tanto de FB1 (0,29 a 6,58 μglg) 

quanto de FB2 (0, 11 a 2,15 μglg) , em relaγao aos outros locais estudados. Neste Iocal, a 

temperatura variou de 15,9 a 29,0°C, com temperatura media de 22,9°C, ο que e favoriιvel 

ao crescimento do Fusarium, conforme NELSON et αlίί (1983). Pode-se observar tambem, 

que a partir de 60 dias de plantio, quando comeγa ο florescimento feminino, houve uma 

diminuiγao nas temperaturas. 

Os dados relativos as condiς:δes ambientais nas Estaς:δes Experimentais do Instituto 

Agr onδmico em Capao Bonito, Ribeirao Preto e Votuporanga, na saffa de 94/95 estao 

apresentados na Tabela 8. 

Τ ABELA 8. Condiγδes ambientais nas Estaγδes Experimentais do lnstίtuto Agronδmίco de 

Capao Bonito, Ribeirao Preto e Votuporanga, durante ο crescίmento do mίlho 

na safra de 94/95. 

Es taγδes Fatores Mes/Ano 

Experimentais Ambientais Νον/94 Dez/94 Jan/95 Fev/95 Mar/95 Abr/95 Mai/95 

TMa (°C) 27,8 28,7 29,0 27,0 27,4 

Capao Bonito TMi (°C) 15,9 17,9 19,2 18,7 17,1 

ΙΡ (mm) 2,7 7,5 8,6 5,8 0,9 

TMa (°C) 28,6 30,9 30,7 29,0 30,4 28,5 27,6 

Ribeirao Preto 
TMi (°C) 17,8 19,8 20,6 20,3 19,2 17,2 16,7 

ΙΡ (mm) 7,3 7,3 6,5 14,6 3,4 3,5 3,3 

UR(%) 74,4 79,2 79,2 83,2 75,2 73,8 76,9 

TMa(°C) 29,6 31,5 32,2 29,3 31,2 29, 1 

Votuporanga TMi (°C) 17,6 21 ,0 21 ,0 21,0 19,6 16,5 

ΙΡ (mm) 6,5 6,5 5,3 21,6 3,6 3,4 
. 

Dados obttdos no Centro de E cofisιolog ι a e Bιofιsιca do Instttuto Agronomιco de Campιnas. 
TMa = temperatura mAx.ίma ; τΜi = temperatura ιninima ; ΙΡ = ίndice pluviometήco; UR = uιnidade relatiνa. 
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Pelas Figuras 13 e 14, onde esHίo representadas graficamente as medias das 

temperatura maximas e rninimas nos locais estudados, veήficamos que em Capao Bonito 

ocoπeram as menores temperaturas maximas e mί ni mas desde ο plantio ate a colheita do 

milho. Nao houve diferen~a significativa entre temperaturas maximas observadas nos locais 

de plantio. Houve diferenva significativa entre as temperaturas mίnimas observadas nos 

locais de plantio apό$ ο florescimento feminino. Nao foi observada coπelavao entre 

temperaturas no local de plantio e contamina~ao por fumonisinas. 
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FIGURA 13. Temperaturas maximas (medias mensais) do plantio a colheita nas Esta~δes 

Experimentais do Instituto Agronδmico em Capao Bonito (CB), Ribeirao 

Preto (RP) e Votuporanga (VO), na saffa de 94/95. 

105 



G' 
(f) 

:::! 

30 

~ 20 
9 
ro .... 
:::! 

"§ 
Q) 10 
a. 
Ε 
Q) 

1-

0+----τ----τ- ---τ----τ----r----r---~ 

Νον Dez Jan Feν Mar Abr Mai 

Meses 

FIGURA 14. Temperaturas mίnimas (medias mensais) do plantio a colheita nas Esta~oes 

Experimentais do Instituto Agronδmico em Capao Bonito (CB), Ribeirao 

Preto (RP) e Votuporanga (VO), na saffa de 94/95. 

Obserνou-se q u ~ a quantidade de chuvas ocorήdas durante a safra de 94/95 nas tres 

Esta~ e s Experimentais determinou um perfil pluviome tήco diferente entre elas. Houve 

diferen~a significativa entre ίndice pluviometήco nos locais de plantio ap όs ο florescimento 

feminino. Foi obserνada coπela~ao negativa (r = -0,96) entre indice pluviometήco apό s ο 

florescimento feminino e contamina~ao por fumonisinas. Em Capao Bonito houve uma 

redu~ao drastica na quantidade de chuvas a partir do mes de janeiro, coincidindo com a 

epoca do florescimento feminino. Nos outros locais, foi a partir daί que aumentou a 

quantidade de chuvas (Figura 15). Α Esta~ao Experimental de Capao Bonito apresentou 

chuvas reduzidas durante ο florescimento feminino acompanhadas de temperaturas amenas 

ο que, segundo MILLER (1994) favorece ο crescimento de F. moniliforme. 
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FIGURA 15. Indice pluviometrico (media diaria) do plantio a colheita nas Esta~δes 
Experimentais do lnstituto Agronδmico em Capao Bonito (CB), Ribeirao 

Preto (RP) e Votuporanga (VO), na safra de 94/95. 

Segundo MEREGE et αlίί (1996) as amostras utilizadas no presente trabalho foram 

colhidas com umidade dos graos variando de 18,0 a 23,8%. Ο cultivar que apresentou a 

maior umidade nos graos na epoca da colheita foi ο AG 1043, que tambem apresentou a 

maior contamina~ao por fumonisinas Βι e Β2 em Votuporanga, e contaminaγδes acima da 

media em Capao Bonito. Νο entanto, nao houve coπelaγao entre a contaminaγao por 

fumonisinas e a umidade dos graos logo apόs a colheita. 

Os dados de umidade relativa do ar foram coletados apenas na Estaγao 

Experiment.al do lnstituto Agronδmico em Ribeirao Preto, e os valores variaram de 74,4 a 

83,2%. Nao foi possίvel verificar se ha coπelaι;:ao entre contamina~ao por fumonisinas e 

umidade relativa do ar, porque as Esta~δes Expeήmentais de Capao Bonito e Votuporanga 

nao fazem a coleta destes dados. 
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CONCLUSOES 

Os teores de fumoηisinas encontrados em 35 genόtipos de milho plantados em tres 

diferentes regiδes do Estado de Sao Paulo na safta de 94/95 revelaram que 76,2% estao 

com contaminayao acima de 1,0 μg/g, nίvel considerado suficientemente alto para causar 

preocupayδes para a saύde humana, e 7,6% estavam acima de 5,0 μg/g , portanto acima do 

recomendado pelo "Mycotoxin Committee of Arneήcan Association of Veteήnary 

Diagnostician" para raγao de eqίiinos . Os resultados colocam ο milho plantado no Estado 

de Sao Paulo dentre os mais contaminados do mundo. 

Embora todos os cultivares analisados apresentassem contaminaγao por fumonisinas 

Β1 e Β2, pode-se concluir que as condiγδes ambientais (ίndice pluviometήco) especificas de 

cada area de cultivo representaram um importante fator na foι;maγao das fumonisinas no 

milho. As diferenγas nos nίveis de fumoηisinas encontradas em alguns cultivares em 

diferentes locais, sugerem a possibilidade da seleγao de cultivares menos sensίveis ao 

Fusarίum e ao acumulo de fumonisinas adaptados para cada local em particular. Νο entanto 

nenhum dos cultivares apresentou imunidade a produγao de fumoηisinas. 

Nao foi observada nenhuma correlaγao entre contaminaγao por fumonisinas e tipo 

de cultivar, tipo de endosperma e ciclo veget.ativo. 

Apesar da diferenγa significativa entre as temperaturas mίnimas observadas nas 

Estaγδes Expeήmentais analisadas durante a safta 94/95, nao foi observada nenhuma 

correlaγao entre temperatura ambiente e contaminaγao por fumonisinas. 

Foi obserνada correlayao negativa (r = -0,96) entre ίndice pluviometήco apόs ο 

florescimento feminino e contaminaγao por fumonisinas. Chuvas reduzidas apόs ο 

florescimento feminino apresentaram-se como um fator possivelmente importante para a 

produγao de fumonisinas nos cultiνares. 
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FUMONISINAS ΕΜ CULΠV ARES DE MILHO ΝΟ ESTADO DE SAO PAULO: 

INFLuENCIA DAS CARACτERISΠCAS DO CULΠV AR Ε DAS CONDI<;όES 

CLlMAΠCAS DA SAFRA DE 97/98. 

RESUMO 

Cento e dez amostras, representando 52 genόtipos de milho com diferentes tipos de 

cultivar, de endosperma e ciclo vegetativo, foram avaliadas quanto ao teor de fumonisinas e 

da influencia de caracteήsticas e das condiγ5es climaticas na produγao destas tox.inas em 

tres Estayδes Expeήmentais do Instituto Agronδmico (Capao Bonito, Ribeirao Preto e 

Votuporanga) em Sao Paulo, durante a safta de 97/98. Todos os cultivares analisados 

estavam contaminados com fumonisinas em nίveis que variaram de 1,15 μg/g a 43,80 μglg 

de FΒι e de 0,08 μg/g a 11,65 μg/g de FB2. Mais de 67% das amostras continham nίveis de 

fumonisinas acima de 1,0 μg/g . Nao foi observada coπelaγao entre concentraγao de 

fumonisinas e tipos de cultivar, de endosperma e do ciclo. Foi observada uma forte 

interaγao entre a contaminaγao por fumonisinas e ο local de cultivo das amostras 

analisadas. Houve diferenς:a significativa entre as temperaturas minimas observadas nas 

Estayδes Expeήmentais estudadas durante a safta de 97/98. Nao foi observada coπelaς:ao 

entre temperaturas no local de plantio e contaminaς:ao por fumonisinas. Foi observada 

coπelaς:ao negativa (r = -0,99) entre ίndice pluviometήco apόs ο florescimento feminino e 

contaminaς:ao por fumonisinas. Embora todos os cultivares analisados apresentassem 

contaminaς:ao por fumonisinas Β ι e Β2, concluiu-se que as condiς:oes ambientais especίficas 

de cada iιrea de cultivo representaram um import.ante fator na formayao das fumonisinas no 

milho. 

INΓRODUζ:AO 

Ο milho se destaca entre as granίferas por ser ο pήmeiro em iιrea cultivada e volume 

de produς:ao no paίs e pela participayao preponderante das empresas pήvadas na pesquisa, 
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produγao e comercializaγao das sementes melhoradas. Embora tenha pequena participaγao 

no mercado de sementes de milho e nao seja responsavel pela recomendaγao dos cultivares 

lanγados (principalmente depois da extinγao das Comissδes de Recomendayao de 

Cultivares ), ο Estado pode contribuir fornecendo informaγδes para oήentar tecnicos e 

agricultores na escolha das sementes (DUAR'ΓE & ΡΑ'ΓΕRΝΙΑΝΙ, 1998). 

Em Sao Paulo, ο Instituto Agronδmico de Campinas (IAC) e a Coordenadoήa de 

Assistencia Tecnica Integral (CATI), όrgaos da Secretaria de Agricultura e Abastecimento, 

e as Empresas de Pesquisa e Produγao de Sementes estabeleceram parceήa para a avaliaγao 

de cultivares de milho. Esse trabalho e inovador por utilizar apenas cultivares comerciais, 

estudar sua resistencia as doenγas, estratificar os ambientes visando a regionalizaγao dos 

cultivares, proceder a analises de estabilidade e adaptabilidade e divulgar amplamente os 

resultados. 

Ο milho, e constantemente exposto ao ήsco do desenvolvimento de fungos 

micotoxigenicos (ZUMMO & SCOTT, 1992). Inύmeras especies de fungos associadas ao 

milho, pήncipalmente dos generos Fusarίum, Aspergillus e Penίcillίum, tem sido relatadas 

como produtoras de micotoxinas e como causadoras de micotoxicoses em animais 

domesticos e em humanos (MARASAS, 1988). 

As fumonisinas sao um grupo de micotoxinas produzidas principalmente por 

Fusarίum monίliforme, F. proliferatum e outras especies da seγao Liseola, sendo ο milho ο 

produto agricola mais ffeqίientemente infectado. Ο F moniliforme e uma especie 

cosmopolita e saprόfita, podendo produzir infecς:δes assintomaticas (HEADRICK & 

ΡΑΤΑΚΥ, 1991). Α FΒι causa leucoencefalomalacia em eqίiinos- LEME (ROSS et αlίί, 

1991), edema pulmonar e hidrotόrax (EPS) em suίnos (OSWEILER et αlίί, 1992), 

hemorragia cerebral em coelhos (BUCCI et alii, 1996) e cancer hepatico em ratos 

(GELDERBLOM et aliί, 1991). FBz e FB3 tambem ja foram associadas a cancer 

(GELDERBLOM et αlίί, 1992). 

Poucas sao as informaγδes sobre os fatores que favorecem a produγao de 

fumonisinas em milho (ALBERTS et αlίί, 1990; 'ΓΗΙΕL et αlίί, 1991; LE BARS et αlίί, 

1994; SHELBY et alίi, 1994). Νο Brasil, alguns trabalhos relataram a existencia de surtos 

de LEME nos Estados do Rio Grande do Sul, Sao Paulo, Santa Catarina, Minas Gerais 

(MEIRELES et αlίί, 1992), e Parana (Υ AMAGUSIΠ et αlίί, 1992; SYDENHAM et αlίί, 
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1992). Milho proveniente do Paran{ι, Mato Gτosso do Sώ e Goias apresentou-se 

contaminado com FΒι e FΒ2ΙΠR.ΟΟΚΑ et αlίί (1996). 

Um dos enfoques possίveis na prevenγao da contaminaγao por fumonisinas no 

milho e encontrar genόtipos que sejam resistentes a infecγao pelo F. monίliforme ou F. 

proliferatum, ou que nao sejam susceptίveis a formaγao de fumonisinas. ΚΙΝG & SCOTT 

(1981) demonstraram diferenγas varietais no milho em relaγao a infecγao por F. 

monίliforme e mostraram pelo cruzamento entre variedades que a resistencia e de heranγa 

genetica. Produγao diferenciada de fumonisinas foi constatada em 15 hίbήdos de milho 

plantados em diferentes localizaγδes nos Estados Unidos (SHELBY et α/ίί, 1994), na Amca 

do Sul (RHEEDER et α/ίί, 1990), e em 98 amostras de genόtipos de milho cultivados em 

vaήos paίses da Europa e da Amca (DOKO et α/ίί, 1995). Apesar de nao encontrarem 

cultivares isentos de fumonisinas, todos os autores concluίram que e importante selecionar 

cultivares de milho menos sensίveis a produγao destas toxinas. Um outro aspecto que 

precisa ser entendido e a influencia dos fatores climaticos na produγao das fumonisinas. 

NELSON et α/ίί (1991) estudaram a toxigenicidade de 95 linhagens de F. 

monίliforme provenientes de diversas areas geogπificas em diferentes substratos e 

obtiveram resultados que demonstraram que ο potencial toxigenico parece depender mais 

da area de oήgem do que do substrato. Νο entanto, LESLIE et α/ίί (1992) concluiram que a 

quantidade de fumonisina Βι produzida depende mais do grupo da popώaγao a que 

pertence a linhagem do fungo do que da planta hospedeira ou oήgem geognίfica da 

linhagem. 

Uma avaliaγao da produγao de fumonisinas em cultivares de milho plantados no 

Estado de Sao Paulo foi realizada na safra de 94/95. Observou-se entao que 100% das 

amostras analisadas estavam contaminadas com fumonisinas, nao havendo coπelaγao com 

tipo de cultivar, endosperma ou ciclo vegetativo (CAMARGOS et α/ίί, 2000). 

Ο presente trabalho teve como objetivo estudar ο comportamento de cώtivares de 

milho plantados no Estado de Sao Paulo quanto a produγao de fumonisinas, em uma 

segunda safra para veήficar se as tendencias observadas na safra de 94/95 eram mantidas. 

Α avaliaγao dos teores de fumonisinas em milho recem-colhido em duas safras diferentes 

podeήa vir a possibilitar uma melhor observaγao da influencia dos fatores climaticos sobre 
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a produ~ao destas toxinas. Foi ainda avaliada a influencia das caracteήsticas agronδmicas 

dos cultivares. 

MA'fERIAL Ε METODOS 

1. Amostras: cento e dez amostras de milho coπespondendo a 52 genόtipos, foram 

coletadas nas Estayδes Expeήmentais do Instituto Agronδmico, de Capao Bonito, Ribeirao 

Preto e Votuporanga. Todos os ensaios que deram oήgem as amostras foram desenνolνidos 

em condi~o de sequeiro, semeados em Capao Bonito no dia 16 de outubro de 1997 e 

colhidos no dia 16 de marγo de 1998 (151 dias do plantio a colheita); semeados em 

Ribeirao Preto no dia 02 de dezembro de 1997 e colhidos no dia 13 de abril de 1998 (133 

dias do plantio a colheita ); e semeados em V otuporanga no dia 17 de novembro de 1997 e 

colhidos no dia 26 de mar~o de 1998 (130 dias do plantio a colheita). Α aduba~ao de 

plantio e de cobertura foi feita em fun~ao da analise quίmica do solo, utilizando a Tabela de 

Adubaγao de Milho do IAC (Van RAU et αlίί, 1996). Todas as amostras foram 

acondicionadas em sacos plasticos impermeaveis a agua e armazenadas a -18°C ate ο 

momento da analise. Α localiza~o das Estayδes Expeήmentais no Estado de Sao Paulo 

pode ser observada na Figura 16. 

FIGURA 16. Esta~δes Expeήmentais utilizadas em 1997/98 no Estado de Sao Ρaώο: (1) 

Capao Bonito, (2) Ribeirao Preto e (3) Votuporanga. 
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Nas Tabelas 9 e 10, estao relacionados os cultivares que foram avaliados nos testes 

regionais de 97/98 nos ensaios das Estaγδes Expeήmentais do Instituto Agronδmico, onde 

entraram 29 cultivares comuns nas tres Estaγδes, sendo os demais avaliados apenas em um a 

regiao . 

TABELA 9. Relaγao e caracteήsticas dos cultivares de milho avaliados nas Es t aγδes 

Expeήmentais do Instituto Agronδmico em Capao Bonito, Ribeirao Preto e 

V otuporanga, Estado de Sao Paulo, na safi-a de 97/98. 

Produtores 
Genόtipos 

Tipo de Cor dos Graos/Ίipo 
Ciclo<2

) 
e/ou Cήadores Cultivar<1

) de E ndosperma 

Agromen AGN2012 HD Arnarelo Semidentado SP 
C ΑΠ AL30 ν Larnnja Semidentado Ν 
C ΑΠ AL34 ν Arnarelo Semidentado Ν 

Agroeste AS 3466 ΗΓ ν eπne lh o Duro Ρ 

Novartis Avant HS Laranja Semiduro Ρ 
Unimilho BR3123 ΗΓ Laranja Semiduro Ρ 

Cargill C333 Β HSm Amarelo Semiduro Ν 

Cargill C435 HD Arnarelo Semiduro Ρ 

Cargill C444 HD Amarelo Semiduro Ρ 

Cargill c 505 ΗΓ Arnarelo Semidentado Ρ 

Cargill c 806 ΗΓ Amarelo Semiduro SP 
Cargill c 909 HS Amarelo Semiduro SP 

Colorado Colorado 32 ΗΓ Laranja Serniduro Ρ 

Colorado Colorado 42 HD Laranja Semiduro Ρ 

Colorado Colorado 9560 HS Larnnja Semidentado Ρ 

Dinamilho Dina 766 HSm Laranja Semiduro SP 
Dinamilho Dina 1000 HSm Laranja Semiduro Ρ 

Novartis Exceler ΗΓ Laranja Semidentado Ρ 

Novartis Master ΗΓ Amarelo Dentado Ν 

Ribeiral MR2601 HS Amarelo Duro Ρ 

Pioneer Ρ 3041 ΗΓ Laranja Duro Ρ 

Novartis Savana ΙΠ Amarelo Semiduro Ν 

Braskalb XL251 HS Laranja Semiduro Ρ 

Braskalb XL345 ΗΓ Laranja Semiduro Ρ 

Braskalb XL360 ΗΓ Amarelo Duro Ρ 

Zeneca Zeneca· 8392 HS Laranja Semiduro SP 

Zeneca Zeneca 8440 ΗΓ Amarelo Semiduro Ρ 

Zeneca Zeneca 8474 HS Laranja Semidure Ρ 

Zeneca Zeneca 8501 ΗΓ Amarelo Semidentado Ρ 
\I) = - - hίή si Ies modifi HD lu'bndo duplo, ΙΠ lu'bndo tnplo, HS lu'bndo sιmples, HSm ίb do mp cado 

e ν = v aήedade . 

<
2
> SP = super precoce; Ρ = precoce e Ν= normal. 
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TABELA 10. Re l aγao e caracteήsticas dos cultivares de milho avaliados em apenas uma 

das Estaγδes Ex p eήmenta i s do Instituto Agronδmico (Capao Bonito, 

Ribeirao Preto ou Votuporanga) na safra de 97/98. 

Estayao Produtores 
Genόtipos 

Tipo de Cor dos Graosi'Γipo 
Ciclo<2> 

Expeήmental e/ou Cήadores Cultivar<1> de Endosperma 

Agroceres AG 1043 HD Arnarelo Semidentado Ν 

Agroceres AG 1051 HD Arnarelo Dentado Ν 

Agroceres AG 5011 Ι-Π Arnarelo Semidentado Ρ 

Capao Bonito Embrapa BR2121 HD Arnarelo Semiduro Ν 

FΓ/Balu FΓ 9043 Ι-Π Laranja Semiduro Ρ 

Pioneer Ρ 3071 Ι-Π Laranja Duro Ρ 

Braskalb XL269 HS Laranja Duro Ρ 

Agroceres AG 1051 HD Arnarelo Dentado Ν 

Agroceres AG4051 HD Arnarelo Dentado Ν 

Ff/Balu FΓ9043 Ι-Π Laranja Semiduro Ρ 

Ribeirao Preto IAC IAC Taiuba ν Arnarelo Semidentado Ρ 

Pioneer Ρ 3021 Ι-Π Laranja Semiduro Ν 

Braskalb XL660 HD Arnarelo Semidentado Ρ 

Zeneca Zeneca 8452 HS Laranja Semidentado Ρ 

Agroceres AG 106 HD Arnarelo Semidentado Ν 

Agroceres AG405 HD Laranja Semiduro Ρ 

Agroceres AG519 HD Arnarelo Semidentado Ν 

Agroceres AG 1043 HD Arnarelo Duro SP 
Votuporanga Agroceres AG 3010 HD Arnarelo Semidentado Ρ 

Embrapa BR201 HD Laranja Semidentado Ρ 

Dinamilho Dina 657 HSm Laranja Semiduro Ρ 

Novartis G500 Ητ Arnarelo Semidentado Ρ 

Braskalb XL660 HD Arnarelo Semidentado Ρ 

(I) - - - -HD hίbn d o duplo, ΗΓ hibndo tnplo, HS hι'bndo sιrnples e HSm hfundo sιmples rnodificado. 
<2> Ν = norrnal; Ρ = precoce e SP = super precoce. 

2. Avalia~o das caracteήsticas agronomicas: as caracteήsticas agronδmicas 

foram avaliadas nos laboratόήos do lnstituto Agronδmico em Campinas. Os dados diarios 

de temperatura mcix.ima, minima e media, e as precip i tayδes pluviais foram coletados no 

Centro de Ecofisiologia e Biofisica do lnstituto Agronδmico de Campinas. Os resultados 

das ancilises das caracteήsticas dos genόtipos de milho nas Estaγδes Expeήmentais do 

lnstituto Agronδmico em Capao Bonito, Ribeirao Preto e Votuporanga, na safta de 97/98 

encontram-se no Documento IAC n° 62 (DUARΊΈ & ΡΑΊΈRΝΙΑΝΙ, 1998). 
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3. Padrδes de fumonisinas Βι e Bz: soluς:δes estoque individuais de fumonisinas Β ι 

e Β2 (Sigma Chemical Company, St. Louis, ΜΟ) forarn preparadas pesando-se 1 mg e 

dissolvendo-se em 10 mL de acetonitήla:agua (1+1) segundo VISCONΊΊ et alii (1994), 

obtendo-se uma concentraς:ao de 100 μglmL. Soluς:δes de trabalho foram preparadas com 

concentraς:δes de 50 μglmL de FΒι e de FB2, respectivarnente. Todas as soluς:δes padrao 

foram armazenadas em frascos ambar vedados, a -18°C. 

4. Analise das fumonisinas: para a analise das fumonisinas foi utilizada a 

metodologia descrita por SHEPHARD et αlίί (1990) com algumas modificaς:δes, segundo 

CAMARGOS et αlίί (no prelo). Α-5 arnostras de milho foram trituradas em moinho ate 

atingirem um tamanho de 20 mesh. Cinqίienta gramas da amostra foram homogeneizadas 

em liqίiidificador com 100 mL de metanol:agua (3+ 1, v/v) durante 5 minutos. Α mistura foi 

centήfugada durante 1 Ο minutos a 2000 rpm e ο sobrenadante foi filtrado em papel de 

filtro. Ο filtrado teve ο pH corrigido, quando necesscirio, para um pH entre 5,8-6,5 com 

hidrόxido de sόdio 1 Μ (somente 2 a 3 gotas). Α limpeza do extrato filtrado foi feita em 

coluna de extraς:ao em fase sόlida (SPE) por troca aniδnica forte (SAX) apόs 

condicίonamento da coluna. Ο condicionamento da coluna foi feito atraves de lavagens 

com 10 mL de metanol seguidos por 10 mL de metanol:agua (3+ 1, v/v). Forarn 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. Α-5 fumonisinas Βι e Β2 foram eluίdas com 20 mL de 

metanol:acido acetico glacial (95+5, v/v). Durante a limpeza ο fluxo dos solventes foi 

controlado a vacuo para que nao excedesse a 1 mL/minuto. Ο eluato foi evaporado a 60°C 

sob atmosfera de nitrogenio. Ο resίduo concentrado foi lavado com 1 mL de metanol e 

novamente evaporado para garantir que todo ο acίdo acetico fosse evaporado. Ο resίduo 

seco foi mantido em freezer ate ο momento da analise. Α regeneraς:ao das colunas de troca 

aniδnica forte foi realizada com 5 mL de HCl Ο, 1 Μ seguidos por 8 mL de iιgua destilada, 

segundo SYDENHAM et alii (1996). Α-5 duplicatas foram feitas em colunas regeneradas. 

Para a preparayao dos padrδes derivados foram transfeήdos 100 μL das soluς:δes de 

trabalho das fumonisίnas Β 1 e Bz (50+50 μglmL) para um frasco e adicionados 200 μL do 

reagente ΟΡ Α ( dissolver 40 mg de ΟΡ Α em 1 mL de metanol, diluir com 5 mL de tampao 

tetraborato de sόdio Ο, 1 Μ e adicionar 50 μL de 2-mercaptoetanol), segundo SHEPHARD 

et αlίί (1990). Foi agίtado em ultra-som a 5-l5°C durante 30 segundos, e injetados 20 μL 
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apόs 60 segundos de reaγao. Ο reagente ΟΡΑ foi acondicionado em ftasco ambar, coberto 

com papel a lumίnio e conservado por ate 1 semana em temperatura de refiigeraγao. 

Os extratos das amostras de milho foram redissolvidos em 500 μL de 

acetonitrila:agua (1+1) e filtrados em filtros de 0,45 μm . Foram transfeήdos 100 μL deste 

extrato para um ftasco, e adicionados 200 μL do reagente ΟΡΑ. Foi agitado em ultra-som a 

5-1 5°C durante 30 segundos, e injetados 20 μL apόs 60 segundos de reaγao. As 

fumonisinas foram analisad.as por um sistema de cromatografia lίqίiida de alta eficiencia, 

consistίndo de uma bomba Μ - 510 (Waters Associates, Milford, ΜΑ) com alγa de injeγao 

de 20 μL e um injetor tipo Rheodyne Inc Μ-7125 (Cotati, CA) conectado a um detector de 

fluorescencia ΗΡ1046Α e um integrador ΗΡ3393Α (Hewlett Packard, Avondale, ΡΑ). As 

separaγδes foram feitas em coluna (250 mm χ 4,6 mm) Vaήan (Walnut Creek, CA) 

empacotada com Microsorb-MV 5 μm ODS de fase reversa, usando uma fase mόvel 

composta por acetonitrila:agua:acido acetico glacial (50+50+0,5) ate 15 minutos, seguida 

por acetonitήla pura. Ο tempo total de analise foi de 30 minutos. Apόs a coπida foram 

necessaήos 30 minutos para condicionar a coluna com a fase mόvel inicial, antes da 

prόxima injeς:ao. Os compήmentos de onda de excitaς:ao e emissao foram 335 nm e 440 

nm, respectivamente. Α vazao foi de 1,0 mL/minuto. 

Α identificaς:ao dos compostos analisados foi realizada atraves da comparayao dos 

tempos de retenγao estabelecidos com as amostras e os padrδes. Α quantificaγao dos 

compostos foi ο da padronizaγao extema, utilizando-se as areas dos picos. Os limites de 

detecς:ao do metodo foram definidos para nossas condiς:δes de trabalho, como a 

concentrayao das fumonisinas Βι e Β2 presente na amostra que oήginou a menor area que 

permitia visualizaς:ao inequίvoca do pico. 

5. Controle de qualidade analίtico: as amostras foram analisadas em 3 seήes de 10 

e uma seήe de 8, sendo que cada seήe incluiu um teste de recuperaς:ao onde uma amostra 

controle, nao contaminada naturalmente, foi fortificada ao nίvel de 2 μg/g para fumonisinas 

Β ι e Β 2 . Os teores de fumonisinas encontrados nas amostras analisadas foram coπigidos de 

acordo com a recuperaς:ao encontrada na amostra controle artificialmente contaminada, 

pertencente a mesma seήe. Duplicatas de uma mesma amostra foram analisadas em dias 

diferentes, seguindo ο mesmo esquema ja descήto. Foram aceitos coeficientes de vaήayao 

entre duplicatas de ate 30%. 
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6. Descontamίnaςio do mateήal : todo ο mateήal utilizado foi descontaminado 

com uma soluγao concentrada de hipocloήto de sόdio comercial, por 24 horas. Apόs a 

descontaminaγao ο mateήal foi lavado normalmente, enxaguado com agua destilada e seco 

em estufa. 

7. Analίse estatίstica: nas Estaγδes Experimentais, ο delineamento utilizado foi ο 

de latice quadrado, com 36 tratamentos e tres repetiγδes em todas as regiδes . As parcelas 

foram constituίdas de quatro linhas de 5,0 m de compήmento , empregando-se as duas 

centrais para as avaliayδes. Ο espaγamento foi de 0,9 m entre linhas e ο nύmero de plantas 

por metro igual a 5, coπespondendo a populaγao de 55.555 plantas por hectare. Foram 

colhidas todas as espigas das duas linhas centrais, da pήmeira repetiyao, e debulhadas. Os 

graos foram homogeneizados e uma amostra representativa de 500 g do lote foi retirada 

para analise das fumonisinas. Para analise de variancia dos dados de fumonisinas utilizou­

se ο modelo inteiramente casualizado e para comparaγao de medias, utilizou-se ο teste de 

Tukey a 5%, sendo os dados processados em microcomputadores utilizando ο programa de 

ancilise estatίstica- SANEST (ΖΟΝΊΑ et alii, 1987). 

RESUL Τ ADOS Ε DISCUSSAO 

1. Controle de qualidade analίtico : as curvas padrao para FΒι e FB2 foram 

lineares de 0,02 a 10 μg/g e de 0,04 a 10 μg/g , respectivamente. Os limites de detecγao do 

metodo foram 0,02 μg/g e 0,04 μg/g para FΒι e FB2, respectivamente. Α recuperaγao do 

metodo modificado foi de 84 a 97% (media de 92%) para FΒι e de 56 a 84% (media de 

72%) para FB2, conforme Tabela 11. 
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Τ ABELA 11. Recuperaγao de amostras de milho enriquecidas com fumonisinas Β ι e Β2 

como controle nas ana.Iises das amostras de milho cultivados nas Estaγδes 
Experimentais do Instituto Agronδmico durante a safta de 97/98. 

Colunas empregadas Recuperaς;ao (%) 

na Iimpeza do extrato FΒι FB2 
97 71 

Colunas de troca iδnica 96 70 
novas 94 84 

80 59 
Media 92 71 

97 56 

Colunas de troca iδnica 
96 70 

regeneradas 
94 84 
87 78 
84 84 

Media 92 74 

Α repetibilidade do metodo mostrou-se adequada com desvios padrao relativos 

(RSD) de 0,6% para FΒι e 2,2% para FB2. Todas as analises foram feitas em duplicatas. Ο 

desvio padrao entre duplicatas variou de 0,00 a 25,13 (ο desvio padrao medio foi de 1,25). 

Α repetibilidade das ana.Iises apresentou desvios padrao relativos (RSD) de Ο, 11 a 99,18% 

(ο RSD medio foi de 27,34%). Α quantificaγao foi executada comparando-se as areas dos 

picos com as areas dos padrδes. 

2. Incίdencίa de fumonisίnas: os niveis de fumonisinas Βι e Β2, variaram 

significativamente (p< 0,001) entre locais e cultivares, sendo tambem significativa a 

interaγao cultivares χ locais. Todos os cultivares analisados continham fumonisina Β ι (FΒι) 

em nίveis que variaram de 1,15 μg/g a 43,80 μg/g (concentraς;ao media de 6,79 μg/g) e 

fumonisina Β2 (FB2) em nίveis que variaram de 0,08 μg/g a 11,65 μg/g (concentrayao 

media de 2,00 μg/g). Α concentraγao total de fumonisinas variou de 1,27 μg/g a 52,53 μg/g 

(concentraς;ao media de 8,79 μg/g). Α proporς;ao de FB:z/FB1 variou de 0,04 a 0,57. As 

maiores medias de contaminayao foram encontradas em Ribeirao Preto, tanto para FB ι 

como para FB2. Os niveis de contaminaγao observados nos cultivares analisados na safta de 

97/98 sao maiores que os encontrados naqueles analisados na safra de 94/95 (CAMARGOS 

124 



e/. a/ii, 2000), cujos valores variaram de Ο, 13 μ g/g a 6,58 μ g/g ( concentraι;:ao media de 2,34 

μg/g) para FΒι e de 0,06 μg/g a 2,15 μg/g (concentraι;:ao media de 0,59 μg/g) para FB2 . 

Mais de 67% das amostras continham niveis de fumonisina Β ι acima de 1,0 μg/g, 

mas 42,7% estavam contaminadas com nί v ei s superiores a 5,0 μg/g (Figura 17) que, 

segundo as recomendaι;:δes dadas pelo "Mycotoxin Committee of American Association of 

Veterinary Diagnostician" e um nivel de contaminaγao preocupante. Segundo RILEY et 

α/ίί (1993), sao recomendados nίveis menores que 5,0 μ g/g em raι;:ao para cavalos e outras 

especies de eq ίlino s, 10,0 μ g/g para raι;:ao de suίnos, e para gado de corte e trango de corte, 

50,0 μg/g na raγao. Uma concentraι;:ao de FΒι maior que 10,0 μg/g em r aγao pode causar 

leucoencefalomalacia (LEME) em eqίiino s ROSS et alii (1992). Entretanto, concentraι;:δes 

menores de FB1, 7, 7 μg/g , foram associadas a LEME (τΗΙΕL et alii, 1991 ). 
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FIGURA 17. Distribuiγao de fteqίiencia da contaminaι;:ao por fumonisinas Β ι e Β2 em 52 

cultivares de milho nas Estaγδe s Experimentais do Instituto Agronδmico em 

Capao Bonito, Ribeirao Preto e Votuporanga, na safta de 97/98. 

Os resultados observados para incidencia de fumonisinas ηο presente trabalho (1, 15-

43,80 μg/g para FB1 e de 0,08-11,65 μg/g para FB2) sao maiores que os encontrados no 
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milho da regiao de Transkei, na Africa do Sul (0,45-18,90 μglg para FΒι e de 0,15-6,75 

μglg para FBz), por SYDENHAM et alii (1990). Os resultados sao ainda, maiores que os 

encontrados por ΗΙRΟΟΚΑ et αlίί (1996) no norte do Parana (0,60-12,55 μglg para FΒι e 

de 1,20-10,24 μglg para FB2). Os nίveis de fumonisinas encontrados nas amostras de milho 

analisadas no Estado de Sao Paulo nas safras de 94/95 (CAMARGOS et alii, 2000) e de 

97/98 sao bastante elevados. Pode-se concluir entao, que e necessario uma investigaι;:ao 

maior, quanto a contaminaι;:ao por fumonisinas, nos produtos destinados ao consumo 

humano no Brasil. 

Em Capao Bonito e Ribeirao Preto a contaminaι;:ao por fumonisinas foi bastante 

elevada, 50% e 69,4% das amostras apresentaram mais de 5,00 μglg de FB1, 

respectivamente, sendo que em Ribeirao Preto, 22,2% das amostras tambem apresentaram 

mais de 5,00 μglg para FB2. Em Votuporanga, os genόtipos AL 30, AL 34, C 806 e XL 

345, representando 10,5% das amostras continham nίveis superiores a 5,00 μglg para FΒι , 

sendo que 52,6% continham FB2 acima de 1,00 μglg. 

Os resultados da incidencia de fumonisinas Β 1 e Bz nos genόtipos de milho 

analisados neste trabalho estao apresentados nas Tabelas 12 e 13. 
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TABELA 120 Medias de fumonisinas Β 1 e Β2 em cultivares de milho avaliados nas 

Estaς:Oes Expeήmentais do Instituto Agronδmico em Capao Bonito, 
Ribeirao Preto e Votuporanga, na safta de 97/980 

Genόtip o s 
Capao Bonito Ribeirao Preto 

FΒι (μg/g) FB2 ( μg/g) FΒι ( μ.ι!}g} FB2 (μg/g) 
AGN2012 4,06 0,96 12,27 3,60 

AL30 6,20 2,02 24,35 8,79 
AL34 3,96 1,44 3,00 1,20 

AS 3466 3,27 0,50 36,41 10,79 
Avant 6,03 1,04 20,68 5,56 

BR3123 4,50 0,53 

~ !~ C 333 Β 7,64 1,34 !,44 0,44) 
C435 6,29 1,49 20,61 5,83 
C444 5,45 1,17 5,16 1,21 
c 505 2,08 1,16 5,30 0,89 
c 806 4,51 1,21 3,60 0,74 
c 909 2,33 Oh§ 8,67 2,85 

Co1orado 32 1-,9.1 ο , ο8 - 1,50 0,46 
Co1orado 42 2_2.,2()) '"4"83"" 

~~ 
1,03 

' Colorado 9560 1 W 0,42 8,72 
' Dina 766 11,33 3,05 5,61 1,12 

Dina 1000 3,49 0,65 4,95 1,10 
Exce1er 2,69 0,65 18,58 4,3 1 
Master 10,38 3,73 6,64 1,56 

:MR2601 4,47 0,75 5,58 2,34 
Ρ 3041 8,60 2,98 5,11 2,00 
Savana 12,15 2,43 9,41 2,31 ~ 
XL25 1 2,09 0,58 22,51 0 1:65' 
X.L345 7,31 2,81 30,14 7,67 
XL360 9,43 2,44 11,91 2,09 

Zeneca 8392 7,52 1,99 2,38 0,73 
Zeneca 8440 6,01 1,37 6,75 2,88 
Zeneca 8474 8,42 2,78 3,69 1,67 

Zeneca 8501 2,92 0,63 4,35 1,01 

Media 6,15 1,58· 11,54 3,31 

Desvio Padriio 1,92 0,34 3,43 1.06 

Co V. (%)* 59,6 53,9 59,6 53,9 

dms * 
16,32 4,24 16,32 4,24 

('Γukev a 5%) 
• ο ο ο -Os resultados representam a media de duplicatas comgιdos para a recuperayaoo 

Limites de detecς:§o: FΒι = 0,02 μg/g e ~ = 0,04 μg/go 
* Dados obtidos da anaiise de varifu.ιcia conjunta dos tres locaiso 
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ν otuporanga 

FΒι (μg/g) ~(μg/g) 

3,82 1,47 

~ 
2, 18 

' @ 
3-,64 0,91 
4,08 0,94 
2,20 1,09 

rHiJ ο 60 

' 
(Q,t η 

3,16 0,94 
1,48 0,28 
5,49 1,44 

3,41 1,04 

1,80 0,24 

4,35 1,52 
1,94 0,51 

2,24 0,86 

3,69 1,13 
2,66 0,61 
2,49 0,45 

1,77 0,38 
4,29 1,90 

4,59 2,63 

3,13 1,35 

6,98 2,28 

4,89 1,99 

3,74 0,97 

4,48 1,30 
3,55 1,32 

3,56 1,16 

3,63 1,23 

1,20 0,30 

59,6 53,9 

16,32 4,24 



TABELA 13. Medias de fumonisinas Β ι e Β2 em cultivares de milho avaliados nas 
Estaς:δes Expeήmentais do Instituto Agronδmico , na safra de 97/98. 

Esta~o 
Genόtipos 

Fumonisinas (μg/g) 

Expeήm ental Β Ι 

AG 1043 9,49 

AG 1051 6,82 

AG5011 3,33 

BR2121 1,78 

Capao Bonito FΓ 9043 1,63 

Ρ 3071 4,48 

XL269 7,96 

Media 5,08 

Desvio Padrao 0,80 

AG 1051 12,25 

AG4051 7,18 

FΓ 9043 2,57 
,~ IAC Taiuba 25,69 

Ribeirao Preto Ρ 3021 8,33 
χι 660 5,28 

Zeneca 8452 2,76 

Media 9,15 

Desvio Padrao 1,71 

AG 106 2,40 

AG405 4,13 

AG519 4,82 

AG 1043 4,58 

" 
AG 3010 3,83 

Votuporanga BR201 2,31 

Dina 657 1,86 

G500 2,85 
χι 660 2,60 

Media 3,26 

Desvio Padrao 0,79 .. 
Os resultados representam a media de duplicata comgιdos para a recuperayao. 

Limites de dete~o: FB1 = 0,02 μg/g e FB2 = 0,04 μglg. 

Β2 

2,76 

2,50 

0,65 

0,38 

0,45 

1,17 

2,73 

1,52 

0,30 

3,69 

2,09 

1,01 

8,60 

2,88 

2,00 
1,02 

3,04 

0,86 

0,89 

1,62 

1,90 

1,37 

1,89 

0,56 

0,82 

0,69 

1,08 

1,20 

0,31 

ROSS et αlίί (1991) relataram a ocoπencia de surtos de edema pulmonar em suίno s 

quando a raγao estava contaminada com 10 μg/g de FΒι . SYDENHAM et alίi (1992) no 

entanto, relataram suspeit.as de micotoxicose em suίnos, aves e coelhos apό s a ingestao de 

raγao contaminada com 7 μg/g de FB1. Ja ΒΑΝΕ et αlίί (1992) encontraram nίveis muito 

maiores de FB1+FB2 associadas a doenγas em suίnos , >3 1 μg/g. De qualquer maneira, os 
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nίveis de contaminaγao encontrados no presente trabalho sao muito altos e preocupantes, 

podendo causar surtos de micotoxicose nos animais que consumirem raγδ es formuladas 

com este milho. 

Os niveis medios de contaminaγao nos genόtipos de milho analisados nas Estaγδes 

Experimentais do lnstituto Agronδmico na saffa de 97/98 esHίo representados na Figura 18. 
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FIGURA 18. Nίv eis medios de contaminaγao por fumonisinas Βι e Β2 nos cultivares de 

miιho analisados nas Estaγδes Experimentais do Instituto Agronδmico em 

Capao Bonito (CB), Ribeirao Preto (RP) e Votuporanga (VO), na saffa de 

97/98. 

3. Influencia das caracteristicas agronδmicas na produςao de fumonisinas: a 

analise estatistica dos dados mostrou haver uma forte interaγao entre contaminaγao por 

fumonisinas e ο local de plantio dos cultivares. Nao houve coπelaγao entre contaminaγao 

por fumonisinas e tipo de cultivar nos genόtipos analisados, hίbridos triplos apresentaram 

niveis de contaminaγao abaixo da media nos tres locais estudados. Na satra de 94/95 os 

hibridos duplos apresentaram niveis de contaminaγao abaixo da media, ressaltando mais 

uma vez em nao coπelaγao entre contaminaγao por fumonisinas e tipo de cultivar 

(CAMARGOS et αlίί , 2000). Pela Figura 19, pode-se observar que as variedades estavam 

mais contaminadas por fumonisinas em Ribeirao Preto e Votuporanga, enquanto em Capao 

Bonito, os hίbridos duplos estavam mais contaminados. 
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FIGURA 19. Nίveis medios de fumonisinas totais nos tipos de cultivares de milho nas 

Estaγδes Expeήmentais do lnstituto Agronδmico em Capao Bonito (CB), 

Ribeirao Preto (RP) e Votuporanga (VO), na satra de 97/98. (HS = hίbήdo 

simples e HSm = hίbrido simples modificado ). 

Em geral, existiram efeitos e interaγoes significativas no que se refere aos fatores 

Iocalizaγao χ hίbrido , ο que tambem foi observado por SHELBY et aliί (1994). ΚΙΝG & 
. . 

SCOTT (1981) demonstraram que os genόtipos de milho diferem significativamente quanto 

ao percentual de graos aparentemente saudaveis que estao contaminados com F. 

moniliforme, e opinaram que essas diferenγas podem estar sob controle genetico. 

Quando se analisa a contaminaγao por fumonisinas em relaγao ao tipo de 

endosperma, observa-se que em Capao Bonito os cultivares com endosperma dentado 

estavam mais contaminados, sendo que em Ribeirao Preto e Votuporanga, os cultivares 

com graos do tipo duro apresentaram contaminaγao acima da media. Estes resultados 

confirmam aqueles encontrados na satfa de 94/95 (CAMARGOS et alίi , 2000), onde os 

cultivares com endosperma duro estavam tambem, mais contaminados nestes dois locais. 

Nao foi observada coπelaγao entre tipo de endosperma e contaminaγao por fumonisinas 

(Figura 20). 
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FIGURA 20. Nίveis medios de fumonisinas totais em cultivares de milho com diferentes 

tίpos de endosperma nas Estaγδes Expeήmentaίs do Instίtuto Agronδmico 

em Capao Bonito (CB), Ribeirao Preto (RP) e Votuporanga (VO), na saffa 
de 97/98. 

Nao houve coπelaγao entre ciclo vegetativo e contaminaγao por fumonisinas, no 

entanto, os cultivares de ciclo super precoce apresentaram nίveis de contarninaγao abaixo 

da media nos tres locais estudados, ao contriιήo do ocoπido na safra de 94/95 

(CAMARGOS et αlίί, 2000), onde os cultivares com ciclo super precoce estavam mais 

contaminados (Figura 21). 

Os cultivarares de ciclo precoce, AS 3466, CO 9560 e XL 345 apresentaram 

maiores niveis de contaminaγao por fumonisinas na media dos locais. Em Ribeirao Preto ο 

grupo dos precoces diferenciou dos demais com maior nίvel de fumonisinas. 
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FIGURA 21. Nίveis medios de fumonisinas totais em cultivares de milho agrupados de 

acordo com ο ciclo vegetativo nas Estaγδes Experimentais do Instituto 

Agronδmico em Capao Bonito (CB), Rjbeirao Preto (RP) e Votuporanga 

(VO), na satra de 97/98. 

Os resultados da avaliaγao dos caracteres agronδmico s de DUARTE & 

Ρ ATERNIANI (1998), mostraram que Capao Bonito apresentou as maiores medias de 

produtividade e maior ciclo ate ο florescimento masculino. Observaram-se ainda, elevados 

ίnd i ces de acamamento e quebra de plantas, principalmente nos cultivares AL 30, AL 34, 

BR 2121, C 505, Dina 1000 e FT 9043, no entanto, somente os cultivares AL 30 e AL 34, 

ambos com cultivar do tipo variedade, apresentaram contaminaγao elevada por fumonisinas 

(8,22 μg/g para FBι+FB2 e 5,40 μg/g para FBι +F B2, respectivamente). Em Ribeirao Preto, 

os cultivares AL 30, Avant, XL 251 , XL 360 e Zeneca 8392 apresentaram os maiores 

ίndices de plantas acamadas + quebradas. Com exceγao do Zeneca 8392, todos os outros 

apresentaram niveis de contaminaγao por fumonisinas extremamente elevados. Em 

Votuporanga, os cultivares AL 34, C 505 e G 500 revelaram as maiores porcentagens de 

plantas acamadas + quebradas, no entanto somente ο cultiva.r AL 34 apresentou elevado 

nίvel de contamina γao por fumonisinas (11 ,75 μg/g de FBι + FB2) . Ο cultivar AL 34 nao e 

recomendado para colheita mecanica em nenhuma das E staγδes Experimentais estudadas. 

Os maiores ίndices de acamamento em alguns cultivares pode ser devido a presenγa de 

fungos apodrecedores do colmo em determinados locais. 
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PEREIR.A (1995) relatou que ο aumento da doenγa na cultura do milho esta 

relacionado tambem com ο surgimento de novas doenγas, a implantaγao de uma cultura 

mais tecnificada, erosao de resistencia, epoca de plantio e surgimento de novas ra~s de 

patόgenos. Considerando-se que as doenς:as foliares, entre outras, sao uma das causas de 

baixa produtividade e ma qualidade dos graos, toma-se imprescindίvel observar ο mateήal 

disponίvel para ο cultivo, em condiς:δes edafoclimaticas variadas. 

Na safra de 97/98, DUARΊE & PATERNIANI (1998) relataram a ocoπencia do 

complexo enfezamento/mosaico, ferrugem comum, ο carvao e a podridao de Fusarίum spp 

em espigas nos ensaios regionais. Em Votuporanga, apenas cinco cultivares mostraram um 

numero maior que 1 0% de plantas com sintomas de enfezamento ( doenγa causada por 

insetos): Avant, C 806, C 909, Dina 657 e Dina 766. Desses, Avant e C 806 apresentaram 

contaminaγao elevada por fumonisinas. Ο complexo enfezamento/mosaico foi constatado 

em Votuporanga, variando de baixa a alta incidencia. Νο cώtivar AL 34, a incidencia de 

espigas com sintomas de doenγas foi de 24%. 

Na Estaγao Expeήmental em Capao Bonito ocoπeu a ferrugem comum, causada 

pela Puccίnίa sorghί, com uma seveήdade de aproximadamente 50% de area foliar afetada 

no cultivar BR 2121. As doenγas foliares ocoπeram em intensidade relatίvamente alta em 

alguns cultivares, ο que permίte discήmίnar ο grau de resistencia apresentado por eles. 

Com relaς:ao a espigas com graos afetados por Fusarίum spp, a maior incidencia 

ocoπeu em Capao Bonito, onde variou de 88% no cultivar XL 345, a 10% no Colorado 42, 

no entanto, ο Colorado 42 foi ο cultivar que apresentou maior nίvel de contaminaς:ao por 

fumonisinas. Em Votuporanga, ο cultivar XL 345 tambem foi ο mais danificado por 

lagartas, demonstrando alta susceptibilidade a praga, este cultivar apresentou contaminaγao 

por fumonisinas acima da media nos tres locais. Outros cultivares que se destacaram pela 

alta porcentagem de espigas atacadas foram AS 3466, BR 201 e C 444, no entanto, em 

Ribeirao Preto ο cultivar AS 3466 apresentou contaminaς:ao acίma da media. 

Os resultados apontaram uma interaς:ao significativa entre locais e cultivares, 

indicando que a incidencia e seveήdade de doenς:as entre cultivares foi variavel de um local 

para outro. Com base nas observaς:δes realizadas, veήficou-se que a ocoπencia de doenγas 

foi diferenciada nas regiδes avaliadas. Possivelmente, essa manifestaγao foi em funγao de: 
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condiς;δes climaticas favoraveis ao desenvolvimento de patόgenos , pelo acύmulo de 

inόculo no campo e/ou a diversidade de mateήal genetico. 

4. Influencia dos fatores climaticos na produςao de fumonisinas: os cultivares 

em Ribeirao Preto apresentaram uma contaminaγao maior, tanto de FΒι (1,44 a 43,80 μg/g) 

quanto de FB2 (0,44 a 11,65 μg/g), em relaγao aos outros locais. Neste local, a temperatura 

variou de 17,91 a 31,10°C, com temperatura media de 25,14°C. Pode-se observar tambem, 

que as temperaturas minimas diminuίram apόs os 60 dias de plantio, coincidindo com ο 

inίcio do florescimento feminino. 

Os dados relativos as condiγδes ambientais nas Estaς;δes Expeήmentais do Instituto 

Agronδmico em Capao Bonito, Ribeirao Preto e Votuporanga, na safta de 97/98 estao 

apresentados na Tabela 14. 

TABELA 14. Condiγδes ambientais nas Estaγδes Expeήmentais do Instituto Agronδrnico 

em Capao Bonito, Ribeirao Preto e Votuporanga, do plantio a colheita do 

milho na safta de 97/98. 

Estayδes Condiγδes Mes/Ano 

Expeήmenta i s Ambientais Out/97 Nov/97 Dez197 Jan/98 Fev/98 Mar/98 Abr/98 

τMa(°C) 25,71 27,60 29,10 30,00 28,00 28,55 

Capao Bonito 
TMe (°C) 20,52 23,50 23,70 25,50 23,50 23,79 

ΤΜί (°C) 15,3 1 19,30 18,30 20,90 19,00 19,02 

ΙΡ (mm) 2,21 7,50 5,30 6,50 6,20 12,34 

τMa(°C) 30,50 31,10 30,61 30,90 29,68 

ΊMe(°C) 25,25 25,74 25,64 25,30 23,78 

Ribeirao Preto τΜί (°C) 19,95 20,39 20,66 19,71 17,91 

ΙΡ (mm) 7,17 3,49 10,00 5,74 0,45 

UR(%) 81,07 78,39 81,40 79,78 72,22 

τMa(°C)* 30,86 32,00 32,90 31,90 32,19 

Votuporanga 
ΊΜe (°C) 25,83 26,50 27,00 26,70 26,60 

ΊΜi (°C) 20,76 21,00 21,20 21,40 21,00 

ΙΡ (mm) 5,64 5,00 5,10 7,50 6,55 
• ο 

Dados obtidos no Centro de Climato l ogιa do Instituto AgronoiWco em Campmas. 
Α umidade relativa no mes de deιl97 foi determinada somente nas primeiras 3 semanas. 
ΊΜa = temperatu.ra m.3xima; ΊΜe = temperatura media; ΊΜi = temperatura mίnim a; ΙΡ = ίndice pluviometrico 
e UR = umidade relativa. 
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Segundo THIEL et aliί (1991), as fumonisinas, especialmente as Βι e Β2 , sao 

facilmente produzidas quando cepas de F. moniliforme sao cultivadas em milho a 25°C 

durante 21 dias. NELSON et alίi (1983) veήficaram que a temperatura de incubaγao όtima 

para ο crescimento do F 1ιsari1ιm spp em culturas e de 25°C dia/20°C noite, embora este 

crescimento tambem ocoπa em temperaturas constantes entre 20 e 25°C. 

Nas Figuras 22 a 24, onde estao representadas graficamente as temperaturas 

maximas, medias e mίnimas dos locais estudados, verificamos que em Capao Bonito foram 

relatadas as menores temperaturas desde ο plantio ate a colheita do mίlho, ο que tambem 

foi observado na safra de 94/95 (CAMARGOS et alίi, 2000). Houve diferenγa significativa 

entre as temperaturas mίnimas nos locais de plantio, apόs ο florescimento feminino. Nao 

foi observada coπelaγao entre temperatura ambiente e contaminaγao por fumonisinas. 
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FIGURA 22. Temperaturas maximas (τΜa), medίas (τΜe) e minίmas (τΜί) do plantio a 
colheita na Estaγao Experimental do lnstituto Agronδmico em Capao 

Bonito, na safra de 97/98. 
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FIGURA 23. Temperaturas maximas (ΊΜa), medias (ΊΜe) e mίnimas (TMi) do plantio a 
colheita na Estayao Experimental do lnstituto Agronδmico em Ribeirao 
Preto, na safra de 97/98. 
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FIGURA 24. Temperaturas maximas (τΜa), medias (τΜe) e minimas (τΜi) do plantio a 
colheita na Estayao Experimental do Instituto Agronδmico em 
Votuporanga, na safra de 97/98. 

Houve diferen9a significativa entre ίndice pluviometrico nos locais de plantio apόs 

ο florescimento feminino. Foi observada correlayao negativa (r = -0,99) entre quantidade de 

chuvas apόs ο florescimento feminino e contaminayao por fumonisinas. Em Ribeirao Preto 

houve uma redu9ao drastica na quantidade de chuvas a partir do mes de fevereiro, 

coincidindo com a epoca do florescimento. Nos outros locais, a quantidade de chuvas 
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apresentou uma ligeira elevaγao a partir do florescimento (Figura 25). Na safi-a de 94/95, os 

cultivares plantados em Capao Bonito apresentaram maiores nίveis de contaminaς:ao, ao 

contnirio da saffa de 97/98, onde a maior contaminaς:ao foi observada em Ribeirao Preto. 

Νο entanto, ο perfil pluviometήco observado nos dois locais durante as duas saffas 

analisadas, se assemelham nos casos em que cada local mostrou a maior contaminaγao 

dentre as tres estudadas. Α reduγao dnistica de chuvas apόs ο florescimento feminino 

mostra-se diretamente coπelacionada com a produγao de fumonisinas, independentemente 

das temperaturas registradas. Uma possίvel explicaς:ao e oferecida por SCHNEIDER & 

PENDER Υ (1983) que notaram que em epocas do ano com deficiencia de agua, a 

senescencia da raiz do milho e acelerada, resultando no envelhecimento precoce da planta, 

ο que aumenta a infecς:ao pelo F. moniliforme 

Em 1997/98, a produtividade media das lavouras em Votuporanga foi influenciada 

pela iπegulaήdade da distήbuiγao das chuvas, predominando as "chuvas de manga". 

Embora a maioria das lavouras semeadas em novembro tenham sido afetadas por veranicos 

(ausencia de chuvas e calor intenso) na fase de florescimento e enchimento dos graos, 

mesmo assim foram obtidas medias elevadas de produtividade. Ε possίvel que a baixa 

incidencia de fumonisinas em Votuporanga seja explicada pelas caracteήsticas climaticas 

apresentadas nesta regiao, ou seja, temperaturas maximas geralmente acima de 30°C e 

ίndice pluviometrico na maioria das vezes acima de 5,0 mm. 
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FIGURA 25. Indice pluviometrico (media diaria) do plantio a colheita nas Estaγδes 

Experimentais do Instituto Agronδmico em Capao Bonito (CB), llibeirao 
Preto (RP) e Votuporanga (VO), na saffa de 97/98. 

As amostras utilizadas foram colhidas com umidade dos graos variando de 13,4 a 

22,0%. Ο cultivar que apresentou maior umidade nos graos na epoca da colheita foi ο Dina 

1000. Νο entanto este cultivar apresentou baixos niveis de contaminaς:ao nos locais 

estudados. Nao houve correlaγao entre a contaminaγao por fumonisinas e a umidade dos 

graos logo apόs a colheita. Na safra de 94/95 os graos foram colhidos com umidade 

variando de 18,0 a 23,8%, ο que confirma ο fato de nao ter sido observada nenhuma 

coπelaγao entre umidade dos graos durante a colheita e a contaminaγao por fumonisinas. 

Os dados de umidade relativa do ar foram coletados apenas na Estaγao 

Experimental do Instituto Agronδmico em Ribeirao Preto, e os valores variaram de 72,22 a 

81,4%. Na saffa de 94/95 a umidade relativa do ar variou de 74,4 a 83,2%. Apesar de ter 

ocoπido maior quantidade de chuvas na safra de 97/98 em relaγao a safra de 94/95 a 

umidade relativa do ar nao apresentou diferenγas marcantes de um ano para ο outro e 

portanto nao pode ter influenciado a maior produγao de fumonisinas em 97/98 em Ribeirao 

Preto. Segundo CHRISTENSEN & SAUER (1982) os fungos do genero Fιιsarίum, 

requerem para seu desenvolvimento, elevada umidade relativa do ar (80%) e altos teores de 
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umidade nos graos (20-21% ). Nao foi possίvel veήficar se ha coπelaγiio entre 

contaminaγao por fumonisinas e umidade relativa do ar, porque as Estaγδes Expeήmentais 

de Capao Bonito e Votuporanga nao fazem a coleta destes dados. 

CONCLUSOES 

Os teores de fumonisinas encontrados em 52 cultivares de milho plantados em tres 

diferentes regiδes do Estado de Sao Paulo na safta de 97/98 revelaram que mais de 67% das 

amostras estao com contaminaγao acima de 1,0 μglg , nίvel este considerado 

suficientemente alto para causar preocupaγδes para a saίιde humana. Sendo que, 42,7% 

estavam acima de 5,0 μglg, portanto acima do recomendado pelo "Mycotoxin Committee 

of Ameήcan Association of Veteήnary Diagnostician" para raγao de eqίiinos. Os resultados 

colocam ο milho plantado no Estado de Sao Paulo dentre os mais contaminados do mundo. 

Embora todos os cultivares analisados apresentassem contaminaγao por fumonisinas 

Βι e Β2, pode-se concluir que as condiγδes ambientais especίficas de cada area de cultivo 

representaram um importante fator na formaγao das fumonisinas no milho. As diferenγas 

nos nίveis de fumonisinas encontradas em alguns cultivares em diferentes locais, sugerem a 

possibilidade da seleyao de cultivares menos sensίveis ao Fusarίum e ao acίιmulo de 

fumonisinas adaptados para cada local em particular. 

Nao foi observada nenhuma coπelaγao entre contaminaγao por fumonisinas e tipo 

de cultivar, tipo de endosperma e ciclo vegetativo, sendo ο mesmo observado nos cultivares 

analisados durante a safta de 94/95 (CAMARGOS et αlίί, 2000). 

Foi encontrada diferenγa significativa entre as temperaturas mίnimas observadas nas 

Estayδes Expeήmentais estudadas apόs ο florescimento feminino, no entanto, nao foi 

observada nenhuma coπelaγao entre temperatura ambiente e contaminaγao por 

fumonisinas, sendo ο mesmo observado nos cultivares analisados durante a safta de 94/95 

(CAMARGOS et αlίί, 2000). 

Fοί encontrada coπelaγao negativa (r = -0,99) entre a contaminaγiio por 

fumonisinas e ο ίndice pluviometήco observado nas Estaγδes Expeήmentais apόs ο 
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florescimento feminino, sendo ο mesmo observado nos cultiνares analisados durante a safta 

de 94/95 (CAMARGOS et a/ii, 2000). 
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FUMONISINAS ΕΜ CULΠV ARES DE MILHO DE DIFERENΊΈS REGiόES Ε 

SAFRAS DO ESTADO DE SAO PAULO. 

RESUM:O 

Quarenta e oito amostras de milho recem-colhidos, representando oito genόtipos 

com diferentes tipos de cultivar, endosperma e dura~o do ciclo vegetativo foram avaliados 

quanto ao teor de fumonisinas e a influencia das caracteήsticas e das condi~δes climaticas 

na produ~ao destas toxinas em tres Esta~es Expeήmentais do Instituto Agronδmico 

(Capao Bonito, Ribeirao Preto e Votuporanga) em Sao P:l:.oJ;;, du.r~ro ~ί; safras de 94195 e 

97/98. Todos os cultivares analisados estavam contaminados com fumonisinas em nίveis 

que vaήaram de 0,36 μg/g a 3,43 μg/g para FΒι e de 0,06 μg/g a 1,47 μg/g para FB2 

durante a safta de 94/95 e de 1,50 μg/g a 22,20 μg/g para FΒι e de 0,08 μg/g a 4,83 μg/g 

para FB2, durante a safra de 97/98. Todas as amostras continham nίveis de fumonίsinas 

acima de 1,0 μg/g. Nao foi observada correla~ao entre concentra~ao por fumonisinas e tipos 

de cultivar, de endosperma, ou dura~ao do ciclo vegetativo. Foi observada uma forte 

intera~o entre a contamina~ao por fumonisinas e ο local de cultivo das amostras 

analisadas. Nao foi observada correla~ao entre temperatura ambiente e contamina~ao por 

fumonisinas. Α compara~ao dos resultados da incidencia de fumonίsinas em dois anos por 

regiao indica uma grande diferen~ de comportamento dos cultivares quanto ao acίunulo de 

fumonisinas. Embora todos os cultivares analisados apresentassem contaminaγao por 

fumonisinas Β ι e Β2, pode-se concluir que as condiγδes ambientais especίficas de cada area 

de cultivo representaram um importante fator na forma~ao das fumonisinas no milho. As 

diferen~as nos nίveis de fumonisinas encontrados em alguns cultivares em diferentes 

Esta~es Experimentais, sugerem a possibilidade da sele~ao de cultivares menos sensίveis 

ao Fusarίum, e ao acίlmulo de fumonisinas para uso em locais especίficos. Ficou 

evidenciada a necessidade de empregar mais de um ano agrίco la para observar a resistencia 

dos cultivares de m.ilho ao Fusarίum, bem como a expeήmentaγao regional na 

caracteήza~ao de genόtipos mais adaptados e/ou resistentes em cada condiγao 

edafoclimatica. 
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INτRODU<;AO 

Α ~ fumonisinas, um grupo de micotoxinas produzidas por Fusarίum moniliforme 

GELDERBLOM et αlίί, 1988; ΒΕ ΖLΊD ΈΝΗΟuτ et αlίί, 1988), tem sido encontradas 

naturalmente no milho e deήvados e sao associadas com doenγas nos animais (ROSS et 

αlίί, 1991, 1992; SYDENHAM et αlίί, 1992). Fumonisina Βι (FΒι) tem sido relacionada 

como a causa da leucoencefalomalacia eqίiina (ΚELLERMAN et αlίί, 1990), edema 

pulmonar suίno (HARRISON et αlίί, 1990) e cancer hepatico em ratos (GELDERBLOM et 

αlίί, 1991). As fumonisinas tem sido encontradas em alimentos a base de milho consumidos 

ρο : •• um~ Ώ~s ; ~ · ' .D Έ' . ΝΉ"ΑΜ pt α/fί , 1991; ΡΠΙΕΤ et α/ίί , 1992; RHEEDER et αlίί, 1992; 

fHfEL et αlίί, 1992). Α ocoπencia de fumonisinas em milho foi coπelacionada com altas 

taxas de cancer de esδfago em Transke~ Africa do Sul (MARASAS et αlίί, 1988), e na 

China (ΖΗΕΝ, 1984). 

Α ocoπencia de fumonisinas na Europa foi pήmeiro relatada em espigas de milho 

infectadas por F vertίcίlloίdes (= F monίliforme) na Austήa (LEW et αlίί, 1991). Desde 

entao, vaήos trabalhos mostraram a ocoπencia natural de fumonisinas em milho da Polδnia 

e Franγa, em milho importado pela Italia da Franγa, Grecia, e Argentina e em vaήas 

amostras de alimentos a base de milho coletados na Italia. 

Contaminaγao por fumonisinas na Argentina foi relatada no milho colhido na 

Provίncia de Buenos Aires (SYDENHAM et αlίί, 1993). Relativamente baixos nίveis de 

fumonisinas foram encontrados nas amostras de milho argentino ( safta 1991) exportado 

para a Afri.ca do Sul (RHEEDER et αlίί , 1994). 

V aήos trabalhos relataram a presenya do F. monίliforme no milho brasileiro 

(SALGADO & CARV ALHO, 1980; WΕΝΊΖ et αlίί, 1981; LILLEHOJ & ZUBER, 1988), 

no entanto poucos foram os trabal.hos que determinaram a presenγa das fumonisinas em 

milho no nosso paίs (Υ AMAGUSIΠ et αlίί, 1992; :MEIRELES et αlίί, 1992; SYDENHAM 

et αlίί, 1992; e ΙΠRΟΟΚΑ et αlίί, 1994 e 1996). Tendo em vista ο nύmero reduzido de 

publicayδes sobre a incidencia de fumonisinas no milho brasileiro, e ο fato de nenhum ter 

relatado ο comportamento de cultivares frente a este tipo de contaminaγao, ο presente 

trabalho teve como objetivo avaliar ο comportamento de cultivares de milho plantados no 
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Estado de Sao Paulo quanto a produγao de fumonisinas Β 1 e Β 2 em duas sa&as nao 

consecutivas, 94/95 e 97/98. Com a observaγao do comportamento dos mesmos cultivares 

de milho em diferentes regiδes e em diferentes sa&as, toma-se possίvel veήficar como 

fatores especificos como caracteήsticas agronδmicas e climaticas influenciam a produς:ao 

de fumonisinas quando ο fator vaήabilidade genetica e mantido sob controle. 

ΜΑ YERIAL Ε :rvffiTODOS 

1. Amostras: foram utilizadas 48 amostras de milho provenientes de oito genόtipos 

plantados durante duas saftas nao consecutivas (94/95 e 97/98) em tres Estaς:δes 

Expeήmentais do Instituto Agronδmico em Capao Bonito, Ribeirao Preto e Votuporanga. 

Na safra de 94/95, os cultivares foram semeados no dia pήmeiro de novembro de 1994 e 

colhidos no dia 23 de marς:o de 1995 (143 dias do plantio a colheita) em Capao Bonito; em 

Ribeirao Preto foram semeados no dia 23 de novembro de 1994 e colhidos no dia 17 de 

maio de 1995 (176 dias do plantio a colheita); e em Votuporanga a semeadura ocoπeu no 

dia 24 de novembro de 1994 e a colheita no dia 25 de abril de 1995 (153 dias do plantio a 
colheita). 

Na sa&a de 97/98, os cultivares foram semeados no dia 16 de outubro de 1997 e 

colhidos no dia 16 de marς:o de 1998 (151 dias do plantio a colheita) em Capao Bonito; 

semeados no dia 02 de dezembro de 1997 e colhidos no dia 13 de abήl de 1998 (133 dias 

do plantio a colheita) em Ribeirao Preto; e semeados no dia 17 de novembro de 1997 e 

colhidos no dia 26 de marς:o de 1998 (130 dias do plantio a colheita) em Votuporanga. 

Todas as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos impermeaveis a agua e 

armazenadas a -18°C ate ο momento da analise. 

Na Tabela 15, estao relacionados os oito cultivares avaliados nos testes regionais de 

94/95 e 97/98 nos ensaios das Estaς:δes Expeήmentais do Instituto Agronδmico. 
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TABELA 15. Relaγao e caracteήsticas dos cultivares de milho avaliados consecutivamente 

nas Estaγδes Experimentais do Instituto Agronδmico em Capao Bonito, 

Ribeirao Preto e Votuporanga, nas safras de 94/95 e 97/98. 

Produtores 
Genόtipos 

Tipo de Cor dos Graos/τipo de 
Ciclo<2> 

e/ou Criadores Cultivar<1> Endospenna 

Agromen AGN2012 HD Amarelo Semidentado SP 

CATI AL34 ν Amarelo Semidentado Ν 

Colorado Colorado 32 Hf Laranja Semiduro Ρ 

Colorado Colorado 42 HD Laranja Semiduro Ρ 

Dinamilho Dina 766 HSm Laranja Semiduro SP 

Pioneer Ρ 3041 Hf Laranja Duro Ρ 

Zeneca Zeneca 8392 HS Laranja Semiduro SP 

Zeneca Zeneca 8501 Hf Amarelo Semidentado Ρ 
\1} = = = = HD hibndo duplo, V vanedade, ΙΠ hίbndo tnplo e HSm hibndo smφles modificado. 
<
2
> SP = super precoce; Ν = noπnal e Ρ = precoce. 

2. Avalia~ao das caracteήsticas agronδmicas: as caracteήsticas agronδmicas 

foram avaliadas nos lab oratόrios do Instituto Agronδmico em Campinas. Os dados diarios 

de temperatura maxima, mίnima e media, umidade relativa do ar e as precipitaγδes pluviais 

foram coletados no Centro de Ecofisiologia e Biofisica do Instituto Agronδrnico de 

Campinas 

Os resultados das analises das caracteήsticas agronδmicas dos cultivares de rnilho 

nas Estaγδes Experimentais do Instituto Agronδmico em Capao Bonito, Ribeirao Preto e 

Votuporanga, na safra de 94/95 encontram-se no Documento Tecnico Π
0 99 da 

Coordenadoria de Assistencia Tecnica Integral - CATI (MEREGE et αlίί, 1996). Os 

resultados das ana.Iises d.a safta de 97/98 encontram-se η ο Documento IAC n° 62 

(DUARTE & ΡΑτΕRΝΙΑΝΙ , 1998). 

3. Padrδes de fumonisinas Βι e Bz: soluγδes estoques individuais de fumonisinas 

Βι e Β 2 (Sigma Chemical Company, St. Loώs, ΜΟ) foram preparadas pesando-se 1 mg e 

dissolvendo-se em 10 mL de acetonitrila:cigua (1+1) segundo VISCONΠ et αlίί (1994), 

obtendo-se uma concentraγao de 100 μglmL. Soluγδes de trabalho foram preparadas com 

concentraγδes de 50 μ glmL de FΒι e de FB2, respectivamente. Todas as soluγδes padrao 

foram armazenadas em ftascos ambar vedados, a -18°C. 
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4. An3.lise das fumonisinas: para a anaJ.ise das fumonisinas foi utilizada a 

metodologia descήta por SHEPHARD et α/ίί (1990) com algumas modificaγδes, segundo 

CAMARGOS et α/ίί (1999). As amostras de milho foram tήturadas em moinho ate 

atingirem um tamanho de 20 mesh. Cinqίienta gramas da amostra foram homogeneizadas 

em liqίiidificador com 100 mL de metanol:agua (3+1, ν/ν) durante 5 minutos. Α mistura foi 

centήfugada durante 1 Ο minutos a 2000 rpm e ο sobrenadante foi filtrado em papel de 

filtro. Ο filtrado teνe ο pH corήgido, quando necessfιήo, para um pH entre 5,8-6,5 com 

hidrόxido de sόdio 1 Μ (somente 2 a 3 gotas). Α limpeza do extrato filtrado foi feita em 

coluna de extraγao em fase sόlida (SPE) por troca aniδnica forte (SAX) apόs 

condicionamento da coluna. Ο condicionamento da coluna foi feito atraνes de laνagens 

com 10 mL de metanol seguidos por 10 mL de metanol:agua (3+ 1, ν/ν). Foram aplicados 

10 mL do extrato filtrado na coluna e, laνados com 10 mL de metanol:agua (3+1, ν/ν) 

seguidos por 6 mL de metanol. As fumonisinas Βι e Β2 foram eluίdas com 20 mL de 

metanol:acido acetico glacial (95+5, ν/ν). Durante a limpeza ο fluxo dos solνentes foi 

controlado a νacuo para que nao excedesse a 1 mL/minuto. Ο eluato foi eνaporado a 60°C 

sob atmosfera de nitrogenio. Ο resίduo concentrado foi laνado com 1 mL de metanol e 

noνamente eνaporado para garantir que todo ο acido acetico fosse eνaporado. Ο resίduo 

seco foi mantido em fteezer ate ο momento da analise. Α regeneraγao das colunas de troca 

aniδnica forte foi realizada com 5 mL de HCI Ο, 1 Μ seguidos por 8 mL de agua destilada, 

segundo SYDENHAM et α/ίί (1996). As duplicatas foram feitas nas colunas regeneradas. 

Para a preparaγao dos padrδes deήνados foram transfeήdos 100 μL das soluγδes de 

trabalho das fumonisinas Β ι e Β2 (50+50 μg/mL) para um ftasco e adicionados 200 μL do 

reagente ΟΡ Α ( dissolνer 40 mg de ΟΡ Α em 1 mL de metanol, diluir com 5 mL de tampao 

tetraborato de sόdio Ο, 1 Μ e adicionar 50 μL de 2-mercaptoetanol), segundo SHEPHARD 

et α/ίί (1990). Foi agitado em ultra-som a 5-15°C durante 30 segundos, e injetados 20 μL 

apόs 60 segundos de reaγao. Ο reagente ΟΡΑ foi acondicionado em ftasco ambar, coberto 

com papel alumίnio e conservado por ate 1 semana em temperatura de reftigeraγao. 

Os extratos das amostras de milho foram redissolνidos em 500 μΙ,. de 

acetonitήla:agua (1+1) e filtrados em filtros de 0,45 μm. Foram transfeήdos 100 μL deste 

extrato para um ftasco, e adicionados 200 μL do reagente ΟΡ Α. Foi agitado em ultra-som a 

5-15°C durante 30 segundos, e injetados 20 μL apόs 60 segundos de reaγao. As 
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fumonisinas foram analisadas por um sistema de cromatografia liqίiida de alta eficiencia, 

consistindo de uma bomba Μ-510 (Waters Associates, Milford, ΜΑ) com alγa de injeγao 

de 20 μL e um injetor tipo Rheodyne Inc Μ-7125 (Cotati, CA) conectado a um detector de 

fluorescencia ΗΡ1046Α e um integrador ΗΡ3393Α (Hewlett Packard, Avondale, ΡΑ). As 

separaγδes foram feitas em coluna (250 mm χ 4,6 mm) Varian (Walnut Creek, CA) 

empacotada com Microsorb-MV 5 μm ODS de fase reversa, usando uma fase mόvel 

composta por acetonitήla:agua:acido acetico glacial (50+50+0,5) ate 15 minutos, seguida 

por acetonitήla pura. Ο tempo total de ana.Iise foi de 30 minutos. Apόs a corήda foram 

necessarios 30 minutos para condicionar a coluna com a fase mόvel inicial, antes da 

prόxima injeγao. Os compήmentos de onda de excitaγao e emissao foram 335 nm e 440 

nm, respectivamente. Α vazao foi de 1,0 mL/minuto. 

Α identificaγao dos compostos analisados foi realizada atraves da comparaγao dos 

tempos de retenγao estabelecidos com as amostras e os padrδes,. Α quantificaγao dos 

compostos foi ο da padronizaγao extema, utilizando-se as areas dos picos. Os limites de 

detecγao do metodo foram definidos para nossas condiγδes de trabalho, como a 

concentraγao das fumonisinas Βι e Β2 presente na amostra que oήginou a menor area que 

permitia visualizaγao inequivoca do pico. 

5. Descontaminaςio do mateήal: todo ο mateήal utilizado foi descontaminado 

com uma soluγao concentrada de hipocloήto de sόdίο comercial, por 24 horas. Apόs a 

descontaminaγao ο mateήal foi lavado normalmente, enxaguado com agua destilada e seco 

em estufa. 

6. Analise estatίstica: os dados de fumonisinas dos oito cultivares comuns obtίdos 

das amostras de dois anos (saffas 94/95 e 97/98) em tres locais (Capao Bonito, Ribeirao 

Preto e Votuporanga), foram analisados conjuntamente, utilizando ο modelo inteiramente 

casualizado. Para comparaγao de medias utilizou-se ο teste de Tukey a 5%. Os dados foram 

analisados utilizando ο programa de analise estatίstica- SANEST (ΖΟΝΊ' Α et αlίί, 1987). 
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RESULTADOS Ε DISCUSSAO 

1. Incidencia de fumonisinas em milho cultivado em safras diferentes: as duas 

saftas estudadas mostraram-se distintas entre si considerando-se a contaminaγao por 

fumonisinas. Os locais estudados tambem mostraram-se distintos entre sί considerando-se a 

contaminaγao por FΒι. Todos os cultivares analisados continham fumonisinas Β 1 (FB1) e 

Bz (FBz). Na safta de 94/95 os nίveis de FB1 vaήaram de 0,36 μglg a 3,43 μglg 

(concentraγao media de 2,04 μglg) e os niveis de FB2 vaήaram de 0,06 μglg a 1,47 μglg 

(concentraγao media de 0,47 μglg). Α concentraγao total de fumonisinas variou de 0,60 

μglg a 4,90 μglg, sendo a media da concentraγao total de 2,50 μglg. Α proporγao FBz/FB1 

variou de 0,08 a 0,88. 

Na safta de 97/98 os nίveis de fumonisinas foram maiores que os observados em 

94/95, com FΒι vaήando de 1,50 μglg a 22,20 μglg (concentraγao media de 5,56 μglg) e 

FBz variando de 0,08 μglg a 4,83 μglg (concentrayao media de 1,69 μglg) . Α concentraγao 

total de fumonisinas variou de 1,96 μglg a 27,04 μglg, sendo que a medίa da concentraγao 

total foi de 7,25 μglg. Α proporγao FBz/FB1 variou de 0,04 a 0,54. As maiores medias de 

contamίnaγao tanto de FB1 como de FBz foram encontradas na Estaγao Experimental em 

Capao Bonito. 

Α incidencia de FΒι e FB2 e ο total de fumonisinas variaram significativamente 

(p<O,OOI) entre anos, locais e entre cultivares. Todas as interaγδes analisadas foram 

significativas (p<O,OOI) mostrando que a incidencia de fumonisinas e muito vaήavel e 

complexa. Houve maior produγao de FΒι e FBz em 97/98 em todos os locais e em todos os 

cultivares, a exceyao do CO 32, que foi ο mais estavel com menor sensibilidade a produyao 

dessas toxinas. 

Em Capao Bonito e Ribeirao Preto, a produγao de fumonisinas foi sempre maior 

que em V otuporanga nas duas safras estudadas. Na media dos dois anos e em 97/98, a 

produγao de fumonisinas em Capao Bonito foi maior do que em Ribeirao Preto. Αο nίvel 

de cultivar, observou-se maior diferenciaγao entre os cultivares quanto a FΒι, sendo ο CO 

42 ο mais sensίvel a produγao de FΒι com nίvel medio > 5,0 μglg. 
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Os resultados da anfιlise de variancia conjunta dos dados de fumonisinas estao 

apresentados na Tabela 16. 

TABELA 16. Resultados da analise de variancia conjunta dos dados de fumonisinas Βι e 

Bz, das saftas de 94/95 e 97/98, nas Estaς:δes Experimentais do Instituto 

Agronδmico em Capao Bonito, Ribeirao Preto e Votuporanga. 

Causas de V ariaγao 
Graus de 

Liberdade (GL) 

Ano 1 

Local 2 

Cultivar 7 

AnoxLocal 2 
Ano χ Cultivar 7 

Local χ Cultivar 14 

Ano χ Local χ Cultivar 14 

Resίduo 48 

C. V. (%) 

* Significativo a 5% pelo teste de F. 

** Significativo a 1% pelo teste de F. 

Quadrado Medio (QM) 

FΒι FBz FΒι + FBz 

297,15 ** 35,60 ** 538,47 ** 
41,22 ** 1,41 ** 47,67 ** 
28,19 ** 0,41 * 34,93 ** 
23,91 ** 1,50 ** 35,38 ** 
18,82 ** 1,52 ** 29,12 ** 
21,54 ** 1,79 ** 35,13 ** 
17,53 ** 1,52 ** 28,74 ** 

11,20 0,24 1,78 

28,81 45,20 27,35 

Os resultados da incidencia de fumonisinas Βι e Bz nos cultivares de milho 

analisados estao apresentados na Tabela 17. 
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TABELA 17. Media de fumonisinas Βι e Β2 em 8 cultivares de milho colhidos nas 

Estaς;Oes Expeήmenta i s do Instituto Agronδmico em Capao Bonito, 

Ribeirao Preto e Votuporanga, nas saftas de 94/95 e 97/98. 

Capao Bonito Ribeirao Preto Votuporanga 
94/95 97/98 94/95 97/98 94/95 97/98 

Genόtipos 
FΒι FB2 FΒι FB2 FΒι FB2 FΒ ι FB2 
μglg μglg μg/g μglg μglg μg/g μg/g μg/g 

AGN2012 2,21 0,55 4,06 0,96 3,12 0,64 12,27 3,60 
AL34 2,39 0,55 3,96 1,44 2,27 0,17 3,00 1,20 

Colorado 32 1,70 0,53 1,91 0,08 2,89 0,23 1,50 0,46 
Colorado42 2,57 0,35 22,20 4,83 2,76 0,28 5,33 1,03 

Dina 766 2,25 0,72 11,33 3,05 3,29 0,30 5,61 1,12 

Ρ 3041 3,04 0,80 8,60 2,98 1,47 0,17 5,11 2,00 

Zeneca 8392 1,68 0,38 7,52 1,99 2,48 0,36 2,38 0,73 

Zeneca 8501 2,33 ο 24 2,92 0,63 1,97 0,25 4,35 1,01 

Media 2,27 0,52 7,81 2,00 2,53 0,30 4,93 1,39 

Desvio Padriio 0,25 0,11 1,47 0,36 0,67 0,04 0,92 0,51 

c. ν.(%)* 15,91 26,47 19,35 26,55 28,14 18,02 25,52 56,59 

dm.s * 1,34 0,54 5,98 2,10 2,82 0,22 5,00 3,12 
{Yukeya5%) . . . . 

Os resultados representam a media de duplicatas e foram comgιdos para a recuperaγiio . 

Lirnites de detecγiio: FB1 = 0,02 μglg e FB2 = 0,04 μg/g. 

* Dados obtidos na analise de variancia individual dos expeήme ntos. 

FΒι FB2 FΒι 

μg/g μg/g μg/g 

3,43 1,47 3,82 
2,22 0,62 7,64 
0,66 0,53 1,80 
0,73 0,06 4,35 

0,74 0,23 2,24 
0,36 0,25 4,29 

3,24 1,27 3,74 
0,40 0,36 3,56 

1,47 0,60 3,93 

0,73 0,14 1,19 

68,93 35,85 32,90 

4,02 0,84 5,12 

Α compara9ao dos resultados da incidencia de fumonisinas em dois anos por regiao 

indica diferen9a de comportamento dos cultivares quanto ao acύmulo de fumonisinas. 

Os cultivares AGN 2012 e Zeneca 8392 apresentaram as maiores medias de 

fumonisinas sem difeήr dos demais, no entanto, na safta de 97/98 ο cultivar mais 

contaminado foi ο Colorado 42 para FΒι e FB2. Quando se analisa as duas saftas nao 

consecutivas observa-se que os cultivares Colorado 42 e AGN 2012 sao os mais sensίveis 

ao acύmulo de fumonisinas, respectivamente para FΒι e FB2, nas Estaς;Oes Expeήmentais 

estudadas, nao sendo portanto indicado ο seu plantio. Assim, fica evidencίada a 

necessίdade de empregar mais de um ano agricola para fazer inferencias sobre a resistencia 

dos cultivares de milho ao acύmulo de fumonisinas, bem como a validade da 

expeήmenta9ao regional para caracteήzar os genόtipos mais adaptados e/ou resistentes em 

cada condi~ao edafoclimatica. 
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FB2 
μglg 

1,47 

4,11 

0,24 

1,52 
0,86 

1,90 

0,97 
1,16 

1,53 

0,32 

40,42 

2,69 



Quando se comparam cultivares plantados em duas safi"as nao consecutivas, 

observa-se que ο cultivar Colorado 32 apresentou maior estabilidade, nao softendo 

interaγao com ο meio ambiente. Foi ο que menos acumulou fumonisinas (τabela 18). Ο 

comportamento apresentado por este cultivar indica a possibilidade de seleyao de cultivares 

menos sensίveis ao acumulo de fumonisinas. 

TABELA 18. Medias de fumonisinas de tres locais (Capao Bonito, Ribeirao Preto e 

Votuporanga) nas saftas de 94/95 e 97/98, em oito cultivares de milho. 

Safta 

Genόtipos 
94/95 97/98 

FΒι + FB2 FΒι + FB2 
(μg/g) ( μg/g) 

AGN 2012 4,01 8,73 
AL34 2,74 5,99 

Colorado 32 2,18 2,00 

Colorado 42 2,25 13,09 

Dina 766 2,51 8,07 

Ρ 3041 2,03 8,29 

Zeneca 8392 3,13 5,78 

Zeneca 8501 1,85 4,54 

Media 2,59 7,06 

c. ν.(%)* 57,46 57,46 

dms * (Tukey a 5%) 5,08 5,08 .. -Os resultados foram comgιdos para a recup eraς:ao. 

Limites de detecς;ao : FB1 = 0,02 μglg e ~ = 0,04 μglg. 
* Dados obtidos da analise de varifuιcia conjιmta . 

Media (μg/g) 

6,37 

4,37 

2,09 

7,67 

5,29 

5,16 

4,45 

3,20 

57,46 

3,59 

Todas as amostras analisadas nas saftas de 94/95 e 97/98 continham nίveis de 

fumonisinas acima de 1,0 μg/g , sendo que 75% das amostras analisadas em 97/98 

continham nί ve is supeήores a 5,0 μg/g . Ο "Mycotoxin Committee of Ameήcan Association 

ofVeteήnary Diagnostician" (Rll.EY et αlίί, 1993) recomenda nίveis maximos de 5,0 μg/g 

de fumonisinas para raγao de eqίί i nos, 10,0 μg/g para raγao de suίnos, e 50,0 μg/g para 

raγao de bovinos e ftangos de corte. 
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Os resultados observados para incidencia de fumonisinas em duas safras sao 

bastante elevados, indicando a necessidade de uma investigaγao maior quanto a 

contaminaγao por fumonisinas em milho, nao sό no Estado de Sao Paulo, mas como em 

todos os outros Estados produtores de milho no paίs. Α necessidade de se investigar 

produtos deήvados de milho para ο consumo humano toma-se evidente tendo em vista que 

13,5% do milho produzido se destina a industria de alimentos (PEDROZA & DEZEN, 

1991). 

Α distribuiγao de fteqίiencia dos nίveis de contaminaγao por fumonisinas nas 

amostras analisadas estao representadas pela Figura 26. 
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FIGURA 26. Distήbuiγao de fteqίiencia da contaminaγao por fumonisinas em oito 

cultivares de milho das Estaγδes Experimentais do Instituto Agronδmico em 

Capao Bonito, Ribeirao Preto e Votuporanga, nas safras de 94/95 e 97/98. 

Os nίveis de fumonisinas encontrados nas amostras de milho analisadas nas safras 

de 94/95 e 97/98 estao entre os maiores do mundo, ocasionando um risco a saude dos 

animais e principalmente dos humanos que utilizarem este milho em sua dieta. 

2. Influencia dos fatores climaticos na produ~ao de fumonisinas: as diferenγas 

nos nίveis de contaminaγao por fumonisinas observadas nos cultivares plantados nas 

diferentes Estaγδes Expeήmentais estudadas podem ser parcialmente atήbuidas as 
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var ia γδes climaticas e condiγδes ambientais apresentadas nos diferentes locais e safras. Ν ο 

entanto, nao foi observada coπelaγao entre temperaturas e contaminaγao por fumonisinas, 

entre as duas safras analisadas. As temperaturas observadas em todas as Esta γδ e s 

Experimentais estudadas, foram maiores durante a saffa de 97/98. As temperaturas 

maximas e minimas observadas nas Estayδes Expeήmentais de Capao Bonito, Ribeirao 

Preto e Votuporanga, nas safras de 94/95 e 97/98 (Figuras 27 a 29). 
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FIGURA 27. Temperaturas maximas (TMa) e temperaturas mίnimas (ΤΜί) do plantio iι 

colheita na Estaγao Experimental do Instituto Agronδmίco em Capao 

Bonito, nas saffas de 94/95 e 97/98. 
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FIGURA 28. Temperaturas maximas (TMa) e temperaturas mίnimas (τΜί) do plantio a 
colheita na Esta9ao Experimental do Instituto Agronδmico em Ribeirao 
Preto, nas safras de 94/95 e 97/98. 
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FIGURA 29. Temperaturas maximas (TMa) e temperaturas mίnimas (τΜί) do plantio a 
colheita na Esta9ao Experimental do Instituto Agronδmico em Votuporanga, 

nas safras de 94/95 e 97/98. 

Α contamina9ao por fumonisinas em produtos agήcolas reflete a incidencia da 

infec9ao fίιngica nos graos durante uma safra em particular, que e influenciada por varios 

fatores tais como oήgem , condi9δes atmosfericas, e danos causados por insetos. Estes 

efeitos sazonais podem ser vistos pela compara9ao dos dados coletados durante as safras de 
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94/95 e 97/98. Os cultivares plantados durante a safra de 97/98 apresentaram os maiores 

nίveis de contaminaς:ao que os cultivares plantados na safra anterior. Alguns autores 

sugerem que a quantidade elevada de esporos fungicos presentes no ar durante ο 

florescimento feminino e importante para determinar ο grau de infecς:ao do milho. 

Νο presente trabalho foi possίvel observar que a quantidade de chuvas durante a 

safra de 94/95 nas Estaς:δes Experimentais estudadas foi bastante diferente do ίndice 

pluviometήco observado na safra de 97/98. Foi observada uma forte correlaς:ao (r = -0,96 e 

-0,99, respectivamente) entre ίndice pluviometήco e contaminaς:ao por fumonisinas nos 

cultivares analisados nas safras de 94/95 e 97/98 (CAMARGOS et a/ii, 2000 a, b). Devido 

ao nίιmero reduzido de cultivares analisados em comum nas duas safras nao consecutivas, 

nao foi possίvel observar correlaς:ao entre a contaminaς:ao por fumonisinas e ο ίndice 

pluviometrico apόs ο florescimento feminino. Os dados referentes aos ίndices 

pluviometricos (medias diarias/mensais) nas Estaς:δes Expeήmentais analisadas durante ο 

perίodo do plantio a colheita dos cultivares de milho durante as safras de 94/95 e 97/98 

(Figuras 30 a 32) . 
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FIGURA 3b. Indice Pluviometήco (ΙΡ) dρ pl~ptio a colheita nas Estaς:δes Experimentais do 

Instituto Agronδmico em ~ap&o Bonito, nas safras de 94/95 e 97/98. 
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FIGURA 32. indice Pluviometήco (ΙΡ) do plantio ·a colheita na Estaγao Experimental do 

Instituto Agronδmico em Votuporanga, nas saffas de 94/95 e 97/98. 

Os dados de umidade relativa do ar foram coletados apenas na Estaγao 

Experimental do Instituto Agronδmico em Ribeirao Preto, e os valores variaram de 74,4 a 

83,2% na saffa de 94/95 e de 72,2 a 81,4% na saffa de 97/98. Apesar dos ίndices 

pluviometήcos apresentarem perfis diferentes nas duas saffas, com maior quantidade de 

chuvas na safra de 94/95, nao houve diferenγa significativa na umidade relativa do ar 
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durante ο perίodo do plantio a colheita nas duas safras. Nao foi possίvel verificar se ha 

coπelaς:ao entre contaminaς:ao por fumonisinas e umidade relativa do ar, pela falta de dados 

nas outras Estaς:δes Experimentais. 

Os dados de umidade relativa do ar na Estaς:ao Experimental do Instituto 

Agronδmico em Ribeirao Preto nas duas safras analisadas estao representados pela Figura 

33. 
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FIGURA 33. Umidade relativa do ar (UR) do plantio a colheita na Estaς:ao Experimental do 

Instituto Agronδmico em Ribeirao Preto, nas safras de 94/95 e 97/98. 

CONCLUSOES 

Os teores de fumonisinas encontrados nos cultivares de milho plantados em tres 

regiδes do Estado de Sao Paulo nas safras de 94/95 e 97/98 revelaram que 100% das 

amostras continham nίveis de fumonisinas acima de 1,0 μg/g , nίvel este considerado 

suficientemente alto para causar preocupaς:δes para a saude humana. Das amostras 

cultivadas na safra de 97/98, 75% continham nίveis de contarninaς:ao acima de 5,0 μg/g, 

portanto acima do recomendado pelo "Mycotoxin Committee of American Association of 

Veteήnary Diagnostician" para raς:ao de eqίiinos. Os resultados colocam ο milho plantado 

no Estado de Sao Paulo dentre os mais contaminados do mundo com relaγao a fumonisinas. 
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Embora todos os cultivares analisados apresentassem contamina~ao por fumonisinas 

Β ι e Β2, pode-se concluir que as condiyδes ambientais especificas (indice pluviometrico) de 

cada cirea de cultivo representaram um importante fator na forma~o das fumonisinas no 

milho. As diferen~as nos niveis de fumonisinas encontradas em alguns cultivares em 

diferentes locais, sugerem a possibilidade da seleγao de cultivares menos sensίveis ao 

Fusarίum e ao acumulo de fumonisinas, adaptados para cada local em particular. Em 

Votuporanga foram observados os menores niveis de contamina~ao com FB1 nas duas 

saftas estudadas. Ο CO 32 apresentou maior resistencia a produ~ao de fumonisinas. 

Nao foi observada nenhuma coπela~o entre temperatura ambiente e contamina~o 

por fumonisinas. 

Α compara~ao dos resultados da incidencia de fumonisinas em dois anos por regiao 

indica uma grande diferenγa de comportamento dos cultivares quanto ao acύmulo de 

fumonisinas. Fica entao evidenciada a necessidade de empreg~ mais de um ano agrίcola 

para que inferencias possam ser feitas sobre a resistencia dos cultivares de milho ao 

Fusarίum, bem como a validade da expeήmenta~ao regional para caracteήzar os genόtipos 

mais adaptados e/ou resistentes em cada condi~ao edafoclimatica. 
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CONCLUSόES 

Α avaliayao de metodos para a deteπninayao de fumonisinas em milho conduzida 

durante ο presente trabalho indicou ο metodo da AOAC Internacional, com algumas 

modificayδes, como mais adequado. Os limites de detecγao foram de 20 ng/g para FB1 e de 

40 ng/g para FB2 e a recuperayao foi de 93-96% para FΒι e de 69-85% para FB2. Α 

repetibilidade do metodo para a mesma amostra analisada em dias diferentes expressa pelo 

desvio padrao entre duplicatas foi de 0,6% para FΒι e de 2,2% para FB2. 

Os teores de fumonisinas encontrados em 35 cultivares de milho plantados em tres 

diferentes regiδes do Estado de Sao Paulo na safta de 94/95 e em 52 cultivares na safta de 

97/98, revelaram que 76,2% e 67% respectivamente, estavam com contaminayao acima de 

1,0 μglg, nivel este considerado suficientemente alto para causar preocupayδes para a saίιde 

humana. Sendo que, 7,6% e 42,7% respectivamente, estavam acima de 5,0 μglg, portanto 

acima do recomendado pelo "Mycotoxin Committee of Ameήcan Association of 

Veteήnary Diagnostician" para raς:ao de eqίiinos. Os resultados colocam ο milho plantado 

no Estado de Sao Paulo dentre os mais contaminados do mundo. 

Embora todos os cultivares analisados apresentassem contaminayao por fumonisinas 

Β 1 e Β2, pode-se concluir que as condiς:δes ambientais (ίndice pluviometήco) especίficas de 

cada area de cultivo representaram um importante fator na formaς:ao das fumonisinas no 

milho. As diferenς:as nos nίveis de fumonisinas encontradas em alguns cultivares em 

diferentes locais, sugerem a possibilidade da seleς:ao de cultivares menos sensίveis ao 

Fusarίum e ao acumulo de fumonisinas adaptados para cada local em particular. Νο entanto 

nenhum dos cultivares apresentou resistencia a produyao de fumonisinas. 

Nao foi observada nenhuma coπelayao entre contaminayao com fumonisinas e tipo 

de geπnoplasma, de endosperma e duraς:ao do ciclo vegetativo nos cultivares analisados 

nas safras de 94/95 e 97/98. 

Foi observada diferenya significativa entre as temperaturas mίnimas registradas nas 

Estayδes Expeήmentais analisadas durante as safras de 94/95 e 97/98, no entanto, nao foi 

observada nenhuma coπelayao entre temperatura ambiente e contaminayao com 

fumonisinas. 
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Foi observada coπelaγao negativa (r = -0,96 e -0,99, respectivamente) entre ίndice 

pluviometήco apόs ο florescimento feminino e contaminayao com fumonisinas nas saΠas 

de 94/95 e 97/98. Chuvas reduzidas apόs ο florescimento feminino apresentaram-se como 

um fator importante para a produγao de fumonisinas nos cultivares. 

Α comparaγao dos resultados da incidencia de fumonisinas em dois anos por regiao 

indica uma grande diferenγa de comportamento dos cultivares quanto ao acύ.mulo de 

fumonisinas. Tais resultados ficaram aparentes apenas quando os mesmos cultivares foram 

testados por dois anos agrίcolas . Estes resultados evidenciam a necessidade do emprego de 

mais de um ano agrίcola para fazer inferencias sobre a resistencia dos cultivares de milho a 

produγao de fumonisinas, bem como a validade da expeήmentaγao regional para 

caracteήzar os genόtipos mais adaptados e/ou mais resistentes em cada condiγao 

edafoclimatica. 
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