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RESUMO

Fumonisinas sdo metabélitos toxicos produzidos principalmente por cepas de
Fusarium moniliforme e F. proliferatum. Essas toxinas sio capazes de causar
leucoencefalomalacia eqiina (LEME), edema pulmonar e hidrotérax em suinos (EPS),
cancer hepatico em ratos e leucoencefalomalacia e hemorragia cerebral em coelhos. Em
alguns paises como Africa do Sul, China e Itilia sua presenga em alimentos foi
correlacionada com cancer de esdfago em humanos e uma maior incidéncia de
arteriosclerose na populagdo. Os objetivos deste trabalho foram: avaliar um conjunto de
técnicas ja existentes relatadas na literatura e julgadas promissoras para determinagio de
fumonisinas B; e B em milho; uma vez escolhido o método analitico, proceder a sua
otimiza¢gdo e adequagdo para as condigdes de trabalho encontradas em laboratérios
brasileiros; estudar o comportamento de cultivares de milho plantados no Estado de Sio
Paulo em duas safras nfio consecutivas quanto a produc@o de fumonisinas B, e B; € estudar
a influéncia das caracteristicas dos cultivares e das condi¢des climaticas nos locais de
plantio com relagdo a produg@o de fumonisinas. Varios sistemas de extragdo e limpeza
foram avaliados e o método preconizado pela AOAC Internacional foi considerado o mais
adequado, com algumas modificagGes. Os limites de detecgio obtidos foram 0,02 pg/g para
FB; e 0,04 png/g para FB, e o desvio padrao médio entre duplicatas foi 0,6% para FB, e
2,2% para FB, Duzentos e quinze amostras, representando 35 cultivares de milho na safra
de 94/95 e 52 cultivares na safra de 97/98, com diferentes tipos de cultivares, de
endosperma e do ciclo até o florescimento foram analisadas. Todos os cultivares estavam
contaminados com fumonisinas em niveis que variaram de 0,13 pg/g a 6,58 pg/g para FB,
e de 0,06 ng/g a 2,15 pg/g para FB, durante a safra de 94/95. Na safra de 97/98 os niveis de
contaminagdo variaram de 1,15 pg/g a 43,80 pg/g para FB, e de 0,08 pg/g a 11,65 pg/g
para FB,. Mais de 76% das amostras de 94/95 e mais de 67% das amostras de 97/98
continham niveis de fumonisinas acima de 1,0 pg/g. Estes resultados colocam o milho
plantado no Estado de Sio Paulo demtre os mais contaminados do mundo. Nao foi
observada correlagdo entre contamina¢@ por fumonisinas e tipos de germoplasma, de
endosperma, ou duracio do ciclo vegetativo. Foi observada uma forte interagdo entre a

contamina¢do por fumonisinas e o local de plantio dos cultivares analisados. Houve
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diferenga significativa entre as temperaturas minimas registradas nas Estacdes
Experimentais estudadas, no entanto ndo foi observada correlagdo entre temperatura
ambiente e contaminagdo por fumonisinas. Foi observada correlagdo negativa (r = -0,96 e -
0,99) entre indice pluviométrico ap6s o florescimento feminino e concentragio de
fumonisinas nas safras de 94/95 e 97/98, respectivamente. A comparac¢ao dos resultados da
incidéncia de fumonisinas em dois anos por regido indica uma grande diferenca de
comportamento dos cultivares quanto ao acimulo de fumonisinas. Ficou evidenciada a
necessidade de empregar mais de um ano agricola para observar a resisténcia dos cultivares
de milho ao Fusarium, bem como a experimentagdo regional na caracterizagido de
gendtipos mais adaptados e/ou resistentes em cada condi¢do edafoclimatica. As diferencas
nos niveis de fumonisinas encontrados em algumas amostras em diferentes Estagdes
Experimentais, sugerem a possibilidade da selegdo de cultivares para uso em locais

especificos.

Palavras chave — fumonisinas, milho, micotoxinas, Fusarium.



SUMMARY

Fumonisins are toxic metabolites produced mainly by strains of Fusarium
moniliforme 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 countries such as South
Africa, china and Italy its presence in foods have been correlated to esophageal cancer and
a higher incidence of arteriosclerosis in the population. The objectives of the present work
were: evaluate the existing analytical methods for the determination of fumonisins B; and
B; in corn; after choosing the analytical method to proceed to optimize and adequate it to
the conditions prevailing in Brazilian laboratories; to study the behavior of corn cultivars
planted in the State of Sdo Paulo during two non consecutive growing seasons for the
production of fumonisins B; and Bo; and to study the effect of agronomic characteristics
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 pg/g for FB; and 0.04 pg/g for FB, and the average standard deviation
between duplicates was 0.6% for FB; and 40 ng/g for FB;. Two hundred and fifteen
samples were analyzed, comprising 35 corn cultivars and 52 cultivars during the growing
seasons of 94/95 and 97/98, respectively, with different types of cultivars, endosperm and
length of vegetative cycle. All samples from the growing season of 94/95 were
contaminated with fumonisins at levels ranging from 0.13 pg/g to 6.58 ug/g for FB; and
from 0.06 pg/g to 2.15 pg/g for FB,. The levels of contamination in the growing season of

97/98 ranged from 1.15 pg/g to 43. 80 ng/g for FB; and from 0.08 pg/g to 11.65 ug/g for
FB,. Over 76% of the 94/95 samples and over 67% of the 97/98 samples were
contaminated above 1.0 pg/g with fumonisins. These results place the corn grown in the
State of Sdo Paulo among the most contaminated in the world. No correlation was found
between the contamination and types of germoplasm, endosperm, or length of vegetative
cycle. A strong interaction between fumonisins contamination and the corn growing

location was observed. There was a significant difference between the experimental stations



minimum temperatures but there was no correlation between the overall temperatures and
the contamination. A negative correlation (r = -0.96 and -0.99) was observed between
rainfall after silk emergence and levels of fumonisins in the samples for the growing
periods of 94/95 and 97/98, respectively. The cultivars exhibited a diversified behavior
towards the accumulation of fumonisins when the two growing periods 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
from the experimental stations suggest the possibility of selection of cultivars for use in

specific areas.

Key words: fumonisins, corn, mycotoxins, Fusarium



INTRODUCAO

O milho se destaca entre as graniferas por ser o primeiro em 4rea cultivada e volume
de produgdo no pais e pela participagio preponderante das empresas privadas na pesquisa,
produgdo e comercializagdo das sementes melhoradas. E cultivado em uma vasta area no
pais, 13 milhGes de hectares, com uma produ¢io anual em torno de 32 milhdes de
toneladas. Os maiores produtores sdo os Estados do Parani, Goias, Minas Gerais, So
Paulo, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. S6 no Estado de Sdo Paulo, nos trés ultimos
anos agricolas, cultivou-se em torno de 1,2 milhdes de hectares de milho.

O milho, é constantemente exposto ao risco de invasdo de fungos toxigénicos,
principalmente dos géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium. Estes fungos sdo
produtores de micotoxinas, e varias micotoxicoses relacionadas a milho infectado ja foram
relatadas em animais e em humanos. Algumas espécies de Fusarium ja foram isoladas de
milho, trigo, arroz e ragdes, procedentes de varios Estados brasileiros, em propor¢des
variadas, com predomindncia de Fusarium moniliforme e F. graminearum. O milho é o
produto agricola mais freqiientemente infectado pelo F. moniliforme, uma espécie
cosmopolita, saprofita, que produz infecgGes assintomaticas.

F. moniliforme Sheldon, F. proliferatum Secgdo Liseola e F. nygamai, sio as
espécies do género Fusarium produtoras de um grupo de micotoxinas chamadas de
fumonisinas. Esta familia de toxinas foi descoberta em 1988 por um grupo de
pesquisadores da Africa do Sul. A FB, é a mais importante do grupo, constituindo até 70%
do total das fumonisinas, produzidas tanto em cultivos, quanto em milho naturalmente
contaminado.

As fumonisinas s@o toxinas capazes de causar leucoencefalomalécia eqiiina
(LEME), edema pulmonar e hidrotérax em suinos (EPS), cancer hepatico em ratos e
leucoencefalomalacia e hemorragia cerebral em coelhos. As fumonisinas também sio
associadas com alimentos a base de milho consumidos por humanos. Os altos niveis de
fumonisina B; em milho utilizado na dieta humana em algumas localidades da Africa do
Sul e no norte da China, tem sido apontado como possivel causa da alta incidéncia de
cancer de es6fago nas populagbes envolvidas. A propriedade carcinogénica € atribuida

também, a outros componentes do grupo como FB; e FB3.
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Levantamentos sobre a incidéncia de fumonisinas em milho tem sido conduzidos
em varias partes do mundo e contaminagdo tem sido encontrada nos mais variados niveis.
Varios trabalhos relataram a presenca do F. moniliforme no milho brasileiro e alguns, a
existéncia de surtos de LEME nos Estados do Rio Grande do Sul, S3o Paulo, Santa
Catarina, Minas Gerais e Parana. Em alguns casos foi constatada a presenca de FB; nas
ragdes que levaram a obitos de eqiiinos. As toxinas FB; e FB; foram encontradas em
amostras de milho comercial provenientes do Parana, Mato Grosso do Sul e Goias.

Informagdes sobre o milho cultivado em Sa@o Paulo sdo necessarias. Paralelamente,
poucas sdo as informagdes sobre os fatores que favorecem a produ¢éo de fumonisinas em
milho. Varios autores tem indicado a existéncia de diferengas nos cultivares de milho em
relagdo a infec¢do pelo F. moniliforme e que a resisténcia € uma heranga genética. Um
outro aspecto que precisa ser estudado € a influéncia dos fatores climaticos na produgio de
fumonisinas.

Devido ao amplo potencial de contaminagdo do milho e derivados com fumonisinas,
métodos analiticos que monitorem os niveis de fumonisinas nos produtos agricolas sdo de
grande interesse. Este fato € reforgado pelas necessidades de fiscalizagdo do cereal e seus
produtos originados interna ou externamente. E também possivel que a pobreza de
informagGes sobre a incidéncia de fumonisinas no Brasil advenha exatamente das
dificuldades encontradas no pais com a metodologia analitica. Diante deste quadro os
objetivos do presente trabalho foram: (1) avaliar um conjunto de técnicas ja existentes
relatadas na literatura e julgadas promissoras para determinagio de fumonisinas B; e B; em
milho; (2) uma vez escolhido o método analitico, proceder a sua otimizagdo e adequagao
para as condigbes de trabalho encontradas em laboratérios brasileiros: (3) estudar o
comportamento de cultivares de milho plantados no Estado de Sdo Paulo em duas safras
nao consecutivas quanto a produgdo de fumonisinas B; e B, e (4) estudar a influéncia das
caracteristicas dos cultivares e das condi¢des climaticas nos locais de plantio com relagdo a

produg@o de fumonisinas.



REVISAO DA LITERATURA

1. MILHO

O milho, cientificamente designado Zea mays L., é uma planta alta, robusta,
monocotileddnia, pertencente & familia das gramineas, largamente utilizada como fonte de
alimento em varios paises (FANCELLI, 1983).

Provavelmente originado no México, o milho € um dos cereais que se desenvolveu e
se adaptou a condi¢Oes bastante diversas em termos de temperatura, umidade, duracgio da
estacd@o livre de geadas e de outras condi¢gdes ambientais. Por este motivo ele é cultivado
desde o Norte do Canada até o Sul da Argentina (WATSON & RAMSTAD, 1987).

Na constituicdo do milho ha, em média, 60% de carboidratos, 10% de proteinas, 4%
de lipideos, além de minerais e vitaminas (FANCELLI, 1983). Tal composigo faz com que
este cereal seja utilizado no preparo de mais de 500 derivados (NOGUEIRA JUNIOR e?
alii, 1987), sendo a base de produtos alimentares diversificados, bem como relevante fator
socio-econdmico para muitas regides do mundo.

A ampla utilizacdo do milho na alimentagdo € a causa principal do seu grande
consumo tanto pelos paises produtores quanto pelos importadores. Estima-se que nos paises
desenvolvidos, a utilizagdo anual de graos gire ao redor de 1000 kg/per capita, sendo 930
kg, indiretamente, na forma de ragdo para producdo de carne e leite e 70 kg, diretamente, na
dieta humana. J4, em paises pobres da Asia, o consumo per capita é de 150 kg, quase todo
na forma de gréos in natura (MORICOCHLI et alii, 1989).

No Brasil, o papel do milho na alimentagdo humana e animal é importante e antigo.
Mesmo antes da chegada dos colonizadores ao pais, o milho ja era cultivado e utilizado
pelos indigenas. Atualmente, o Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho, logo
ap6s a China, e os Estados Unidos, tendo sua producéo ficado, de 1991 a 1996, em torno de
32 milhGes de toneladas (TSUNECHIRO & OKAWA, 1996).



O milho é cultivado em uma éarea com cerca de 13 milhGes de hectares, tendo uma
produg@o anual em torno de 32 milhdes de toneladas. No Estado de Sdo Paulo, o milho é
uma das mais importantes culturas, ultrapassando 1,2 milhdes de hectares cultivados
(IBGE, 1996).

O destino da produgdo brasileira atinge diversos setores, sendo a suinocultura e a
avicultura responsaveis pela maior parte da utilizagdo dos graos (41%). O milho entra como
matéria-prima basica na formulacgio das ragGes destinadas a essas criagdes. O restante da
produgdo divide-se entre a industria de alimentos (13,5%), formulacdo de ragdes de outras
espécies animais (5,6%) e produgdo de sementes (0,6%). A ndo comercializagdo de 40%
dos grdos produzidos deve-se, principalmente, ao consumo na propriedade rural, na ordem
de 24,7%. O restante dessa ndo comercializagdo, deve-se ao consumo humano nas grandes
cidades (4,4%) e as perdas durante a colheita ¢ armazenamento, responsaveis por 9,9% do
total produzido no pais (PEDROSA & DEZEN, 1991).

Dos possiveis derivados do milho, os mais tradicionais, utilizados na alimentagdo
humana no Brasil, sdo a farinha de milho e o fuba. Entretanto, novos produtos tém surgido
para atender uma faixa de consumidores mais reduzida e exigente (NOGUEIRA JUNIOR
et alii, 1987).

2. MICROBIOTA FUNGICA DO MILHO

Todos os grios de cereais s3o expostos, no campo, a uma ampla variedade de
organismos, provenientes da poeira, agua, plantas doentes, insetos, solo, fertilizantes e
material orgdnico de animais. Entretanto, o0 nimero e os tipos de microrganismos
encontrados nos graos vao depender da resisténcia dos mesmos, bem como do tipo de solo,
insetos, roedores e especialmente das condigdes climaticas durante e imediatamente apds a
colheita (SILLIKER & ELLIOTT, 1980). A superficie externa dos grdos na colheita
contém centenas de espécies microbianas, porém somente algumas sdo capazes de invadir o

grao e promover a sua deterioragdao (SEMENIUK, 1954).
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A contaminagdo fingica parece ser a causa mais freqiiente da inevitavel perda de
qualidade dos grios e sementes. Esta contaminagio pode fazer com que os graos tornem-se
improprios para o consumo, resultando em grandes perdas econémicas (PASTER &
BULLERMAN, 1988). Os fungos podem causar uma série de danos aos grdos durante o
plantio e a colheita, bem como durante o armazenamento (SILLIKER & ELLIOTT, 1980).
Os efeitos da invasdo fungica incluem a diminuicdo do poder de germinagio,
emboloramento visivel, descoloragdo, odor desagradavel, perda de matéria seca,
aquecimento, cozimento, mudangas quimicas e nutricionais, perda da qualidade e producdo
de micotoxinas ( POMERANZ, 1982).

Segundo CHRISTENSEN & SAUER (1982) os fungos que infectam os grios de
sementes, de maneira geral, podem ser divididos em dois grupos ecoldgicos, de acordo com
o momento da contamina¢do: 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 disponivel no interior dos grios, os
Fungos de Campo aparentemente morrem 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% (CHRISTENSEN & SAUER, 1982).

O género Fusarium pertence a classe dos Hyphomycetes e taxonomicamente esses
fungos sdo estudados nas suas formas anamorficas, embora, em varias espécies, ja seja
conhecido seu estado teleomorfico. Segundo NELSON et alii (1983), as espécies do
género, consideradas as mais importantes e as mais freqientemente isoladas, estdo
agrupadas em 12 Seg¢Ges que compreendem 30 espécies. Na sua grande maioria, sdo fungos
com uma distribui¢ao mundial, sendo alguns deles parasitas de plantas, e outros toxigénicos
ou ndo, recomhecidamente patdgenos para homens e animais (SAMSON & VON
REENEN-HOEKSTTRA, 1988).



MILLS (1989) cita as espécies de Fusarium como as principais invasoras de graos
de milho no campo, causando, inclusive, varias doengas, como, podriddo da semente e
colmos. Dentro do gé€nero Fusarium, as espécies fungicas mais comuns no campo sio F.
moniliforme e F. subglutinans, espécies freqiientemente responsaveis pelo apodrecimento
da espiga de milho mas, comumente, estas duas espécies causam apodrecimento de grios
individuais ou de areas localizadas nos graos. A contaminagdo pode ser iniciada através de
danos causados por chuva de granizo, insetos e passaros. Estes fungos aparecem,
comumente, contaminando o grdo junto ao embrido, embora algumas vezes os sinais desta
contaminagdo nao seja visivel (SUTTON, 1982).

F. graminearum e F. culmorum sio as espécies de Fusarium com maior
patogenicidade (capacidade de causar doengas) e com maior agressividade (quantidade de
doenga causada). F. graminearum é significativamente mais agressivo no caule do milho do
que F. subglutinans e F. moniliforme (GILBERTSON et alii, 1985). Evidéncias colhidas
em outros paises apontam o F. moniliforme como endémico no milho (MILLER, 1994).
Porém, os fatores que controlam a doenga nio estdo ainda estabelecidos e precisam ser
estudados.

Em milho, os esporos provenientes da terra, ervas daninhas ou capim préximas dos
campos de milho seriam transportados pelo ar e se distribuiriam sobre as espigas de milho,
atingindo os graos. Os esporos seriam levados pela agua, insetos, aves, e orificios na palha
causados por lagartas. A colonizacdo ocorreria dentro de uma faixa adequada de umidade e
temperatura. Estudos utilizando microscopia eletronica de varredura observaram que os
fungos se localizam no pedicelo dos grdos aparentemente sadios. As hifas dos fungos ndo
foram encontradas dentro do embrido ou endosperma dos grdos aparentemente sadios,
entretanto, nos graos associados com fumonisinas o embrido e o endosperma apresentaram-
se invadidos pelos fungos (BACON & WILLIAMSON, 1992). _

Espécies de Fusarium sio comumente isoladas do milho, antes e apos a colheita e
eventualmente durante a armazenagem (CORREA e alii, 1992). Estes fungos também tém
sido isolados de derivados do milho (MARASAS & SMALLEY, 1972) e de outros cereais
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(arroz) assim como, sorgo, cana-de-agiicar, fenos (CLEVSTROM, 1986) e substratos
diversos (THIEL ef alii, 1991). Também ocorre em bananas, abacaxis e tomates estocados.
O Fusarium ¢ menos fregiiente em ragdes (PURCHIO ez alii, 1988), exceto naquelas
envolvidas com episédios de leucoencefalomalacia eqiiina - LEME (HIROOKA et alii,
1990). ’

Estudos desenvolvidos na Africa do Sul (MARASAS et alii, 1979), em Zimbia
(MARASAS et alii, 1978), e varias outras regides produtoras de milho, demonstraram a
prevaléncia do F. moniliforme em grios de milho recém-colhido. Na Africa do Sul, a
fregiiéncia de aparecimento de cada espécie é influenciada pela localizagdo geografica e
clima. Esta influéncia foi bem demonstrada por MARASAS et alii (1979). Neste trabalho
os autores verificaram a incidéncia de espécies de Fusarium em trés areas daquele pais. O
F. moniliforme predominou na regido mais quente, sub-tropical, enquanto o F. subglutinans
prevaleceu na regido mais fria, temperada, e o F. graminearum, por sua vez apareceu com
uma incidéncia maior na regido de clima intermediario.

Segundo BLANEY (1991), F. moniliforme desenvolve-se em zonas temperadas
umidas e sub-imidas, nos tropicos e sub-tropicos, mas € incomum em zonas temperadas
mais frias. F. subglutinans e F. moniliforme sio muito comuns em milho no Canada,
Estados Unidos, e Europa, F. graminearum € também importante no norte dos Estados
Unidos e Canada e em partes da Europa, mas no leste europeu o F. culmorum é mais
comum (ABBAS et alii, 1988b).

LILLEHOJ & ZUBER (1988) analisaram varios tipos de graos de milho submetidos
a secagem logo apos a colheita, provenientes de diferentes paises. Os autores verificaram
que 92% das amostras provenientes do Brasil estavam contaminadas por Fusarium spp,
25% por Penicillium spp, 8% por Aspergillus spp, sendo, neste ultimo, 4% por Aspergillus
niger. -

Na América do Norte e em alguns paises da Europa, as espécies de Fusarium mais
freqiientemente isoladas em milho tém sido, F. graminearum e F. moniliforme seguidas por
F. culmorum e F. subglutinans. ABBAS et alii (1988a) isolaram Fusarium spp em grios de

milho provenientes de 32 campos produtores em Minnesota, Estados Unidos, tendo como
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predominantes: F. graminearum (30%), F. subglutinans (23%), F. moniliforme (20%), F.
oxysporum (14%) e F. proliferatum (12%). NELSON (1992), em estudo feito com graos de
milho recém-colhido de diversas regides dos Estados Unidos, verificou que o F.
moniliforme foi o fungo mais freqiientemente isolado, tendo aparecido em quase 100% das
amostras.

JULIAN et alii (1995), analisando 69 amostras de graos de milho recém-colhido e
armazenado de quatro regides de Honduras, observaram que os fungos mais
freqiientemente isolados foram, nesta ordem: F. moniliforme, F. subglutinans, Penicillium
spp, Stenocarpella maydis, S. macrospora e Acremonium spp.

GONZALEZ et alii (1995), estudando a microbiota de 178 amostras de grios de
milho recém-colhido, provenientes de cinco diferentes regides da Argentina, observaram
que os géneros Fusarium e Penicillium foram os mais prevalentes nas cinco regides, sendo
F. moniliforme a espécie mais freqiiente.

No Brasil, algumas espécies de Fusarium ja foram isoladas, em proporgdes
variadas, de milho, trigo, arroz e ragdes, procedentes de varios estados brasileiros, com
predominancia de F. moniliforme e F. graminearum (SALGADO & CARVALHO, 1980).
Segundo WENTZ et alii (1981), 90% das amostras de milho e de ragdes, para suinos e
aves, no Estado de Santa Catarina, estavam contaminadas com Fusarium spp. FIORENTIM
(1985) ndo detectou Fusarium spp em 23 amostras de ragdes e ingredientes utilizados na
alimentagdo de aves, no Estado de Santa Catarina. ASEVEDO (1988) trabalhando com 90
amostras de milho procedentes de varias regides do Brasil, encontrou Fusarium spp em
62,2% das amostras. PURCHIO et alii (1988) encontraram 2,8% de positividade, em 140
amostras de ragdes para gado leiteiro, procedentes do Rio Grande do Sul e de Sdo Paulo.
CORREA et alii (1992), verificaram freqiiéncia de 85,1% de F. moniliforme, em milho
pos-colheita.

XAVIER et alii (1991), analisando graos de milho relacionados com o quadro de
LEME, verificaram que 49,4% das amostras estavam contaminadas por F. moniliforme,

25,8% por Aspergillus spp e 25,8% por Penicillium spp.
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MEIRELES et alii (1994) analisaram 38 amostras de grdos de milho envolvidos
com surtos de LEME tendo encontrado 97,4% de contaminagdo por Fusarium spp, 57,9%
por Penicillium spp e 36,8% por Aspergillus spp. Dentro do género Fusarium, a espécie F.
moniliforme (82%) foi a mais encontrada.

POZZI et alii (1995), analisando 130 amostras de graos de milho recém-colhido e
armazenado, provenientes de Ribeirdo Preto, Estado de Sdo Paulo, verificaram maior
freqiéncia de Fusarium spp (83,8%), seguido por Penicillium spp (55,3%), Aspergillus spp
(40,7%) e outros 11 fungos filamentosos. Dentro do género Fusarium, a espécie
predominante foi /. moniliforme (80,7%), seguido pelo F. proliferatum (3,0%).

ORSI (1995), estudando 195 amostras de trés hibridos de milho recém-colhido e
armazenado, provenientes de Ribeirdo Preto, Estado de Sao Paulo, relacionou a influéncia
dos fatores abioticos (teor de umidade, atividade de agua, temperatura média, precipitagdao
pluvial e umidade relativa do ar), na freqiiéncia de isolamento da microbiota fingica. As
analises microbiologicas demonstraram que o género Fusarium foi o mais freqiiente,
seguido dos géneros Penicillium e Aspergillus. Com relagdo ao género Fusarium, a espécie
F. moniliforme foi a mais freqiiente nos trés hibridos, principalmente na faixa de 0,70 a
0,79 de atividade de agua

CASTRO et alii (1995), analisando amostras de graos de milho recém-colhido,
provenientes de diferentes localidades do Estado de Sdo Paulo, durante o ano de 1992,
também demonstraram a predominancia de invas@o por fungos dos géneros Fusarium e

Penicillium.

3. FUMONISINAS
3.1. Propriedades fisicas, quimicas e efeitos biologicos

As fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas estruturalmente relacionadas. Foram

isoladas pela primeira vez de cultivos de Fusarium moniliforme, MRC 826, obtido do
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milho em Transkei, Africa do Sul (GELDERBLOM et alii, 1988). Originalmente,
BEZUIDENHOUT ef alii (1988), quando descreveram e caracterizaram quimicamente as
estruturas dessas micotoxinas, relacionaram quatro metabolitos FA;, FA,, FB;, FB,, sendo
a série “A” portadora de amidas acetiladas no grupo amina C-2, enquanto a série “B”
apresenta uma amina primaria livre. Duas outras fumonisinas B3 e B4, foram detectadas em
cultivos de F. moniliforme MRC 826 (PLATTNER et alii, 1992) sendo a FB3, encontrada
em ragdes e alimentos nos EUA (SYDENHAM et alii, 1992b). Até o momento, 16
moléculas foram caracterizadas: FB;, B, Bs, B4, FA;, Ay, A3, FAK,, FC,, Cs, C4, FPy, P»,
P3;, FPH;, e PH;, (MUSSER & PLATTNER, 1997; AH SEO & WON LEE, 1999). A
estrutura quimica das fumonisinas mais freqiientemente encontradas esta representada na

Figura 1.
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FIGURA 1. Estrutura quimica das principais fumonisinas.
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MARASAS & SMALLEY (1972) administrando farinha de milho
experimentalmente contaminada por fungos, entre eles Fusarium, a suinos e frangos,
verificaram uma diminui¢do da conversdo alimentar, traduzida por perda de peso, sem
determinar, no entanto, qual a toxina responsavel pelo problema. Quadro semelhante foi
observado por GEDEK et alii (1978), em surtos de raquitismo de aves, alimentadas com
ragdo contaminada por F. moniliforme, quando no entanto, ainda ndo se conhecia a toxina.

A FB, € a mais importante do grupo, constituindo até 70% do total das fumonisinas,
tanto em meios de cultura, quanto em milho naturalmente contaminado. Essa micotoxina
causa LEME (ROSS et alii, 1991a), edema pulmonar e hidrotérax (EPS), em suinos
(OSWEILER et alii, 1992), hemorragia cerebral em coelhos (BUCCI et alii, 1996) e céncer
hepatico, em ratos (GELDERBLOM ez alii, 1991). A propriedade carcinogénica é
atribuida, também, a outros componentes do grupo como FB; e FB3 (GELDERBLOM ef
alii, 1992). Segundo THIEL et alii (1992), niveis de FB; e de FB,, encontrados em milho
utilizado na dieta humana, em alguns locais da Africa do Sul, apresentaram uma estreita
relagdo com o cancer de esofago da populagdo. As analises detectaram concentracdes mais
elevadas dos metabolitos nas areas com maior incidéncia do problema, em contraste com as
amostras de milho procedentes de regides com baixa incidéncia da doenca (SYDENHAM
et alii, 1991).

As FB, e FB; sdo diésteres do acido tricarboxilico e dos alcoois poliidricos, com
estrutura quimica muito semelhante a da esfingosina. A semelhanga de estrutura entre as
FB; e FB; e a esfingosina, levou alguns pesquisadores a formularem a hipotese de que estas
micotoxinas poderiam interferir com o metabolismo da esfingosina (YOO ef alii, 1992),
base do esqueleto quimico de todos os esfingolipideos, como esfingomielina, ceramidas e
gangliosideos. Os esfingolipideos parecem estar intimamente relacionados com varias
fungdes, como comunicagdo célula-célula, crescimento, diferenciagdo e transformagao da
célula (MERRIL, 1991). Uma quebra na seqiiéncia da biossintese dos esfingolipideos
poderia trazer severas comseqiiéncias, com transtornos organicos.

O mecanismo de agdo das fumonisinas ainda ndo € perfeitamente conhecido.

Entretanto, segundo WANG er alii (1991), esses metabdlitos t€ém como principal sitio de
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acdo algumas etapas importantes do metabolismo dos esfingolipideos. Esses pesquisadores,
quando testaram, in vifro, a agdo da toxina sobre hepatocitos de rato, constataram que as
FB; e FB; inibiam a incorporagdo de serina na molécula de esfingosina dos esfingolipideos
celulares, e por outro lado, causavam um aumento da esfinganina, que também é um
intermediario biossintetizado. As micotoxinas impediriam a conversdo da esfinganina a N-
acil-esfinganina, o que, possivelmente, precede a introdu¢do da dupla ligacdo na
esfingosina N-aciltransferase (ceramida sintetase) em figado de rato, reduzindo a conversao
de esfingosina a ceramida.

A potente agdo da fumonisina sobre a biossintese dos esfingolipideos talvez seja o
mecanismo das lesdes necréticas dos cérebros de eqiiinos intoxicados com FBy (NORRED
et alii, 1992). As lesdes do tecido cerebral, que € rico em esfingolipideos, podem ser o
resultado final da inibi¢do da biossintese da esfingomielina. A inibi¢do “de novo” dos
esfingolipideos, € especifica, e o sitio de ag¢do parece estar na ceramida sintetase, que
catalisa a ultima etapa da sintese, quando o aminogrupo da esfingosina € acilado por um
acil-CoA graxo, de cadeia longa. Essa seria a forma pela qual a fumonisina causa a LEME

nos eqiinos, promovendo também a formagao de tumores em ratos.

3.2. Incidéncia de fumonisinas e microrganismos produtores

Desde 1971, quando WILSON & MARONPOT reproduziram a doenga a partir de
milho inoculado artificialmente com F. moniliforme, este tem sido citado como a principal
espécie do género envolvida com LEME. Além das intoxicagbes em eqiiinos, o F.
moniliforme tem sido responsabilizado por problemas respiratorios em suinos. A EPS,
descrita por KRIEK et alii (1981), tem sido provocada por F. moniliforme freqliientemente
durante a estagcdo da colheita, nos EUA. No outono de 1989 e inverno de 1990, foram
relatadas algumas epizootias de LEME, atingindo varios estados, e numerosos surtos de
EPS, restritos as regides centrais, nos EUA (ROSS et alii, 1991a).

Um dos primeiros relatos de contaminagao natural de milho pela FB; foi descrito

por SYDENHAM et alii (1990a). A partir do extrato submetido a cromatografia ligiiida de
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alta eficiéncia (CLAE) e, na seqiiéncia, com a utilizagdo de cromatografia gasosa e
espectroscopia de massas (CG-EM), esses pesquisadores confirmaram a identidade da
fracdo de acido tricarbalilico, presente no hidrolisado da fiumonisina.

Linhagens de F. proliferatum, Se¢do Liseola (NELSON et alii, 1983) isoladas de
casos de LEME e de EPS, mostraram-se produtoras de FB, (ROSS et alii, 1992). THIEL et
alii (1991) demonstraram que F. nygamai, espécie descoberta por BURGEES &
TRIMBOLI (1986), também produz FB,. Segundo ROSS et alii (1992), F. moniliforme e F.
proliferatum, isolados de alimentos envolvidos com LEME eram fortemente produtores de
FB; e FB;. O mesmo ndo foi verificado em relagdo ao F. subglutinans que ndo sintetizou
fumonisinas, embora se tratasse de uma tinica amostra relacionada com LEME (THIEL et
alii, 1991).

Num caso ocorrido em uma fazenda no Arizona, EUA, 18 cavalos apresentaram
sintomas de intoxicagdo, e destes 14 (77,8%) morreram. Trés amostras de milho foram
analisadas e apresentaram contaminagio por FB; em niveis que variaram de 37 a 122 pg/g
(WILSON et alii 1990).

MURPHY et alii (1993) determinaram o conteudo de FB;, FB; e FB; em milho das
safras de 1988 a 1991 e refugo de milho de 1989 em Iowa, Wisconsin e Illinois, Estados
Unidos. A concentragdo de fumonisinas no refugo de milho foi 10 vezes maior que a

concentra¢do no milho intacto. Os resultados estdo representados na Tabela 1.

TABELA 1. Niveis de fumonisinas em milho das safras de 1988 a 1991 em Iowa,
Wisconsin e Illinois, Estados Unidos.

Ano Numero de amostras FBleeIs gk ﬁllr:nBoz Diganas g gl)"Bg

1988 22 0-14,9 0-5,7 0-2,1
1989 S 0-37,9 0-12,3 0-4,0
1990 59 0-19,1 0-6,1 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 plantagdes de
milho localizadas no nordeste do México. O estudo teve como finalidade, determinar quais
espécies de Fusarium estavam presentes nas plantagdes de milho daquele pais, a produgdo
de fumonisinas pelas linhagens isoladas e se elas eram geneticamente diferentes. F.
moniliforme, principalmente as linhagens do grupo A da forma teleomorfica da Gibberella
Sujikuroi, foi a Ginica espécie de Fusarium recuperada das sementes de milho nas quatro
plantacdes examinadas. Das 34 linhagens, 33 (97%) produziram fumonisinas B;, B, e Ba.
Os niveis de concentragdo de fumonisina total variaram de 10 a 9000 pg/g. Os niveis de
fumonisinas foram maiores que 1000 pg/g em 31 dos 34 extratos.

VISCONTI & DOKO (1994) verificaram a produgao de FB; e FB; por 41 linhagens
de Fusarium isoladas de milho e 17 linhagens de sorgo, trigo, cevada e ragdes. Todas as
linhagens de F. moniliforme (uma da Franga, 10 da Italia, 15 da Polonia e 17 da Espanha) e
uma linhagem de F. proliferatum produziram FB; em quantidades variaveis (0,7-4100
pg/g). Essa mesma variabilidade na produgdo de FB; foi observada em linhagens de F.
moniliforme isoladas de diferentes substratos provenientes de diferentes zonas geograficas,
tais como América do Norte, Africa, Asia e Australia (LESLIE et alii, 1992). A maior
produg@o média de FB, foi fornecida por isolados de milho (1259 pg/g), seguido de trigo
(769 pg/g) e cevada (320 pg/g).

BOTTALICO et alii (1995) examinaram 13 linhagens de F. moniliforme isoladas a
partir de grdos de milho provenientes de espigas colhidas na Sardenha, Italia, as quais
apresentavam uma sintomatologia denominada de podridio da espiga. Estas linhagens
foram cultivadas em graos de milho autoclavado, por 4 semanas a 25°C, e todas
produziram FB; até 3750 pg/g. Quatro linhagens de F. proliferatum também produziram
altas quantidades de FB, (até 2500 pg/g).

FAZEKAS et alii (1996) verificaram que o milho cultivado na Hungria estava
contaminado com FB,. Setenta por cento do milho mofado, estocado na forma de espigas,
continham uma média de 6,64 pg/g de FB; (0,10-52,4 pg/g). Em média, 30% do milho

visualmente n3o afetado pelo fungo estava contaminado com niveis que variaram de 0,06 a
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5,1 pg/g de FB;. Esses autores constataram também a co-ocorréncia de outras
fusariotoxinas.

YOSHIZAWA et alii (1994) observaram que as linhagens de Fusarium isoladas do
milho provenientes da regifo de Linxian, na China, produziram FB; em niveis variando de
1280 a 11300 pg/g.

CHATTERJEE & MUKHERIJEE (1994) detectaram pela primeira vez a
contaminac¢do natural com FB; em milho indiano infectado com F. moniliforme. O nivel de
contaminagdo variou de 300-366 pg/g.

YOSHIZAWA et alii (1996) constataram a presenca de FB; e FB, em 85% das 18
amostras de milho tailand€s, colhido nos anos de 1992 e 1993. Oitenta e nove por cento das
amostras (16) apresentaram niveis de 0,06 a 18,8 ug/g de FB; e 67% das amostras (12)
apresentaram niveis de 0,05 a 1,4 pug/g de FB,.

Fumonisina B; foi detectada em 24 das 66 amostras de milho originario de
Honduras, na faixa de 0,07 a 6,56 pug/g (JULIAN et alii, 1995).

VIQUEZ ef alii (1996) constataram que FB, esteve presente em 89% das amostras
referentes as safras de 1992-1993 na Costa Rica. A média de incidéncia de FB; foi de 2,13
ug/g e o maximo valor detectado foi de 6,32 pg/g.

RAMIREZ et alii (1996) investigaram a ocorréncia de fumonisinas em 50 hibridos
comerciais de milho, com diferentes caracteristicas de endosperma, cultivados na Provincia
de Cordoba, Argentina. A faixa de contaminagdo encontrada em todos os hibridos
analisados foi de 0,18 a 27,05 pg/g para FB; e de 0,04 a 9,95 ng/g para FB,. Dezoito
hibridos apresentaram niveis de fumonisinas menores que 1,0 pg/g, o que sugere a
possibilidade da sele¢do de hibridos menos susceptiveis a contaminag¢do por fumonisinas.

SYDENHAM et alii (1993) publicaram um estudo, divulgando a ocorréncia de FB;,
FB; e FB3 no milho da Argentina e a producdo de fumonisinas por F. proliferatum e F.
moniliforme isolados deste milho. Dezessete amostras de milho apresentaram
concentra¢oes de fumonisinas variando de 1,58 a 9,99 pug/g. Destas, 16 amostras (94,2%)
apresentaram niveis de fumonisinas acima de 2,0 pg/g. Varias destas amostras est:;vam

associadas a casos de LEME.
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FB, foi pesquisado por ROSS et alii (1991b) em 38 amostras de ragdes associadas
com 44 casos de LEME e 83 amostras de ragdes associadas com 42 casos de EPS. As
concentragdes de FB; variaram de 1 a 126 pg/g e 75% dos casos apresentaram pelo menos
uma amostra acima de 10 pg/g nas ra¢Oes associadas a LEME. Nas ragbes associadas a
EPS, as concentragdes de FB) variaram de 1 a 300 pg/g, sendo que em 71% dos casos havia
pelo menos uma amostra acima de 100 pg/g. Em um outro estudo, ROSS et alii (1992)
verificaram a ocorréncia de FB; em ragdes associadas a casos de LEME e EPS que
ocorreram durante a safra de 1989. A analise quimica das ragdes suspeitas de causar EPS
mostrou concentra¢des de FB; variando de 20 a 360 pg/g e as ragdes suspeitas de causar
LEME apresentaram concentragdes de FB; variando de 8 a 117 pg/g. Ragdes que nao
causaram problemas de LEME ou EPS, continham FB,; em niveis abaixo de 8 ug/g.

SYDENHAM ef alii (1992a) determinaram FB,;, FB, e FB3; em amostras de ragoes
associadas com casos de LEME nos EUA no periodo de 1983-1986, registrando pela
primeira vez a ocorréncia natural de FB;. Os niveis encontrados para FB; variaram de O a
2,65 ng/g e foram consideravelmente menores que os niveis de FB; (1,3-16,8 pg/g) e FB;
(0,1-6,5 pg/g) registrados por THIEL ef alii (1991). A FB; apareceu em niveis que
corresponderam de 2,2—-18% da concentragdo de fumonisina total em 12 amostras positivas
alertando para o fato que amostras com histérico de LEME devem ser analisadas quanto a
presenca de FB,, FB; e FBs.

No Brasil, poucos sd@o os levantamentos sobre a incidéncia de fumonisinas em
milho. As FB, e FB; foram encontradas em milho, derivados e ragdes procedentes de
estabelecimentos com histérico de LEME e outros tipos de intoxicagdes. MEIRELES et alii
(1992) estudaram 29 surtos de LEME 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
ingestdo de ragdo contaminada com FB;.

Frente a ocorréncia de constantes intoxicagGes animais no Estado do Parana,
YAMAGUSHI et alii (1992) determinaram os niveis de fumonisinas em 39 lotes de milho

colhido nas safras de 1990-1991, de quatro regides produtoras deste Estado. Os resultados
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variaram de 0,6 a 12,55 ug/g de FB, e de 0 a 10,24 pg/g de FB,. Ainda neste Estado, na
regido de Londrina, 21 amostras associadas a casos de micotoxicoses revelaram que 20
(95,2%) continham FB, e 18 (85,7%) continham FB, (SYDENHAM et alii, 1992b).

HIROOKA ef alii (1996) também investigaram 48 amostras de milho, 39
provenientes do Parana e 9 do Mato Grosso do Sul e Goias das safras de 1990—-1991. Das
amostras analisadas, 97,4% apresentaram-se positivas para FB; e 94,8% para FB,. As
amostras provenientes do Parana continham de 0,6 a 12,55 png/g de FB; e 1,2 a 10,24 pg/g
de FB,. Uma tinica amostra proveniente de Goias apresentou 5,83 pg/g de FB; e 3,62 pg/g
de FB;. As concentragdes de FB; em milho naturalmente contaminado cobriram uma faixa
com 35,4% entre 5,0 a 7,5 pg/g, seguida por um grupo de 31,2% com 2,5 a 5,0 ug/g. Um
total de 4 amostras excederam 10,0 pg/g, valor considerado critico para o desencadeamento
de LEME.

3.3. Avaliacao de risco das fumonisinas para humanos

A determinag@o da ocorréncia de fumonisinas em alimentos para consumo humano
e animal € importante para estabelecer o risco associado a ingestdo destas toxinas. A
avaliagdo da exposigio € um dos fatores que contribuem para o estudo da avaliagdo de risco
total, e envolve a freqiiéncia ou extensdo da contaminagdo natural e os niveis em que
ocorrem esta contaminacdo. A avaliagdo da exposi¢do € feita determinando-se a quantidade
de um alimento contaminado, consumido por individuos em uma determinada comunidade.
Individuos em uma sociedade relativamente rica 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 ou canjiquinha em algumas partes dos Estados Unidos. Esta
diversidade de tipos e fontes de alimentos ndo ocorre em 4reas rurais, onde se da
essencialmente a cultura de subsisténcia, € o milho representa o alimento basico da

populagdo (SHEPHARD et alii, 1996).
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Fumonisinas foram analisadas em produtos comerciais a base de milho em um total
de 124 amostras provenientes de cinco paises (Canada, Egito, Peru, Africa do Sul e Estados
Unidos) por SYDENHAM et alii (1991), com a finalidade de obter dados sobre a exposi¢ao
dos consumidores desses alimentos a estas toxinas. Os resultados indicaram pela primeira
vez que consumidores de alimentos a base de milho nos Estados Unidos e na Africa do Sul
estavam expostos a elevados niveis de fumonisinas.

Um dos primeiros relatos conclusivos sobre a ocorréncia de FB; em milho e
produtos derivados destinados ao consumo humano, foi publicado por SYDENHAM ef alii
(1990b). Milho mofado de cultivo doméstico foi coletado em uma regido de Transkei,
Africa do Sul, em uma zona de alta incidéncia de cincer de esdfago e foram detectados
altos niveis de fumonisinas. Uma amostra de milho proveniente da area de alta incidéncia
de cancer apresentou 44 pg/g de FB;. Amostras ndo visivelmente mofadas apresentaram <
10 ug/g de FB,, mas uma amostra de milho infectado com Fusarium apresentou 83 ug/g de
FB;. Amostras de milho normal, provenientes de zona com alta incidéncia de céncer de
esofago, apresentavam concentracbes de FB; e FB, cerca de 20 vezes maior do que
amostras de milho normal provenientes de zonas de baixa incidéncia de cancer. Em todas
as amostras analisadas das areas de baixa incidéncia de cancer de es6fago foram detectadas
FB; e FB; em niveis que variaram de 0,45 a 189 pnug/g e de 0,15 a 6,75 ug/g,
respectivamente, € nas areas de alta incidéncia de cancer os niveis variaram de 3,45 a 46,9
ug/g e de 0,9 a 16,3 pg/g, respectivamente.

THIEL et alii (1992) calcularam a ingestdo diaria potencial (IDP) de fumonisinas,
baseados nos niveis de contaminago natural em milho cultivado em pequenas propriedades
em Transkei, Africa do Sul. Os calculos realizados assumiram que um adulto de 70 kg
consome 460 g de milho/dia, contra apenas 4 g/dia na Suiga (ZOLLER ef alii, 1994) e na
Alemanha e Reino Unido, 7 g/dia (SMITH et alii, 1994). Presumindo que este consumo
seja de milho “sadio”, a ingestdo de fumonisinas sera de 14 pg/kg/dia em Transkei, de 0,03
ng'kg/dia na Suica, e de 0,05 pg/kg/dia na Alemanha e no Reino Unido. Com base nos
dados de estudos desenvolvidos em ratos, a ingestdo didria toleravel (IDT) para
fumonisinas foi calculada em 0,8 pg/kg/dia (GELDERBLOM et alii, 1996). Os dados
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apresentados mostram claramente que nas comunidades do norte da Europa, as fumonisinas
provavelmente nd3o representam um risco para a saide humana. Entretanto, em
comunidades rurais onde o milho constitue o prato principal da dieta, a ingestio de
fumonisinas € superior a IDT proposta.

YOSHIZAWA et alii (1994) verificaram a ocorréncia de FB; e FB, em 47 amostras
de milho coletadas em 1989 nas regides de Linxian e Shanggiu na Provincia de Henan,
areas de alto e baixo risco, respectivamente, de cancer de esdfago na populagio da
Republica da China. A contaminagdo média no milho de Linxian foi de 0,87 ug/g de FB,
(0,19-2,96) e 0,46 pg/g de FB; (0,30-0,55), enquanto que o milho de Shanggiu apresentou
concentragao média de 0,89 pg/g de FB; (0,20-1,73) e 0,33 ug/g de FB, (0,21-0,45). A
incidéncia de contaminagdo por fumonisina do milho de Linxian (48%) foi
aproximadamente 2 vezes maior que o milho da regido de Shangqiu (25%) e o milho da
regidao de alto risco (Linxian) foi o que mais freqiientemente apresentava contaminagdo com
tricotecenos.

Os niveis de tolerdncia para fumonisinas em milho e derivados podem ser
realisticos, cientificamente sensatos e economicamente razoaveis. Estes niveis podem
somente ser estabelecidos se forem baseados em avaliagdes de exposi¢do e de risco, além
dos valores de ingestao diaria potencial (IDP) e ingestdo diaria toleravel (IDT). Se os niveis
de tolerancia forem muito altos, as saides humana e animal podem ser colocadas em perigo
(MARASAS et alii, 1993). Se os niveis de tolerancia forem muito baixos, as consequéncias
econdmicas podem ser desastrosas. Niveis < 1,0 ug/g resultardo numa condenagio de
34,5% dos produtos de milho comercialmente destinados ao consumo humano nos Estados

Unidos (THIEL ez alii, 1992).
3.4. Estabilidade das fumonisinas e métodos de descontaminacio

As micotoxinas sdo conhecidas pela capacidade de manter por longo tempo sua
atividade biologica. No passado, processos fisicos, quimicos, e biologicos foram estudados

com o intuito de salvar produtos agricolas contaminados usados como alimento animal
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(BOTHAST, 1991). Entretanto, restrigoes tais como viabilidade econdmica, redugdo da
concentragdo das toxinas a niveis seguros, residuos toxicos, e reten¢do do valor nutricional
limitaram os tipos de agentes usados com sucesso em um processo de destoxificagdo em
escala comercial.

Os métodos fisicos mais estudados para descontaminag@o de graos com micotoxinas
incluem: limpeza mecanica e lavagem, moagem, separacdo de graos contaminados dos ndo
contaminados, e varias formas de tratamento térmico. O sucesso destes métodos depende,
da extensdo, do grau de contaminagio e da distribui¢do das micotoxinas nos graos
(CHARMLEY & PRELUSKY, 1994).

SYDENHAM ef alii (1994) consideram que a remogao das particulas (< 3 mm) dos
carregamentos de milho, antes do processamento, poderia ser utilizada como um
procedimento preliminar de descontaminagdo. Os dados indicaram que a remogado destas
particulas resultou numa redugdo no conteudo total de fumonisinas entre 26,2 a 68,4%.
Evidéncias de que as fumonisinas estdo associadas com as camadas exteriores dos graos de
milho naturalmente contaminados foram demonstradas por SYDENHAM et alii (1995).
Estes autores sugerem que a remogao do pericarpo pode ser empregada para a redugio dos
niveis 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 ndo danificados e podem ser separados por
procedimentos relativamente simples, tais como segregacdo pela densidade (CHARMLEY
& PRELUSKY, 1994).

Os procedimentos de lavagem s3ao empregados como um dos passos de limpeza
anterior as operagdes de moagem umida ou para graos a serem usados durante a
fermentagdo etanolica, mas a lavagem ndo € comercialmente viavel quando a moagem ¢é
feita a seco devido ao alto custo da secagem dos grdos ap6s a descontaminagdo
(CHARMLEY & PRELUSKY, 1994).

BOTHAST et alii (1992) observaram que etanol resultante da fermentagao de milho
mofado ndo apresentava fumonisina. No entanto, a cerveja obtida de milho mofado

continha quantidades apreciaveis de fumonisinas. CANELA et alii (1996) constataram a
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diminui¢do do contetdo de fumonisinas nos graos de milho submetidos & primeira etapa da
moagem umida e sugeriram que a contaminagio da agua de imersio do milho com
fumonisinas deve ser considerada quando o milho é usado como matéria prima na industria
de ragéo ou quando o milho picado € utilizado durante a fermentagio da cerveja.

A eficacia das praticas de moagem na redugdo da concentragio de micotoxinas de
farinhas produzidas das diferentes fracdes dos graos varia de acordo com a distribui¢o das
micotoxinas nos graos e, em alguns casos, com o grau de contaminagio (YOUNG et alii,
1986).

Até o momento, varios estudos enfocaram o efeito do processamento térmico sobre
o conteido de fumonisinas em alimentos. A fervura de extratos de culturas de F.
moniliforme em milho, por 30 minutos, n3o reduziu o contetido de fumonisinas nesse
material e também n3o reduziu o seu potencial toxico (ALBERTS er alii, 1990). A
pasteurizacdo lenta de leite contaminado artificialmente com FB; e FB,, ndo reduziu o
conteido de fumonisinas (MARAGOS & RICHARD, 1994). DUPUY et alii (1993)
estudaram a estabilidade térmica da FB; produzida por culturas de linhagens toxigénicas de
F. moniliforme em milho seco e verificaram que a decomposi¢io térmica seguiu uma
reagdo de primeira ordem. Os autores concluiram que muito provavelmente a FB; é uma
micotoxina relativamente estavel em relagdo aos procedimentos usados na secagem e
processamento do milho. O estudo da termoestabilidade das FB; e FB, em alimentos a base
de milho, revelaram perdas de 60% das toxinas quando o produto seco foi aquecido a
190°C; cerca de 70 a 80% das toxinas ndo foram recuperadas quando o produto
umidificado foi aquecido a 190°C. Ocorreu ainda perda completa sob tratamento térmico a
220°C. De maneira semelhante, estudos conduzidos por SCOTT & LAWRENCE (1994)
mostraram que o conteido 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 recuperagio e detecgdo relacionadas com a matriz. Outro grupo de
pesquisadores realizaram estudos sobre os efeitos do tempo e temperatura de

processamento na estabilidade da FB; em solugdes aquosas em pH 4, 7 e 10. Constataram a
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presenga de produtos de hidrolise da FB; e concluiram que pode haver uma redugio
consideravel nos niveis de FB; em alimentos submetidos a temperaturas superiores a 150°C
durante o processamento (JACKSON et alii, 1996). Tratamentos fisicos e quimicos tem
sidlo combinados para a descontaminagdo de grdos com toxinas do Fusarium
(CHARMLEY & PRELUSKY, 1986).

Varios estudos investigaram a aplicacdo de compostos basicos para o tratamento de
milho contaminado com fumonisina. O tratamento em atmosfera amoniacal parece nao ser
um método eficiente de destoxificacio (NORRED et alii, 1991). Para a FB; n3o se conhece
um local para ataque pela amoénia, com a possivel exce¢do da hidrolise do acido
tricarbalilico que ocorre com o aquecimento a 60°C de uma solu¢ao de fumonisina em
hidréxido de potassio a 1 N (PLATTNER et alii, 1990). Alguns experimentos indicaram
que o tratamento com amonia reduziu os niveis de FB; produzida pelo F. moniliforme em
90%. Entretanto, mesmo com a mais completa secagem ao ar apos o tratamento, 0s niveis
de fumonisina retornaram para 70% ou mais. Ndo se sabe se o decréscimo transiente nos
niveis de fumonisina foi devido a uma interferéncia pela aménia residual com a extragao ou
derivagdo da fumonisina, ou a reversibilidade de uma rea¢@o quimica ou fisica (NORRED
et alii, 1991).

Um método alternativo na descontaminagido de graos com micotoxinas € minimizar
os efeitos destas, nos animais, pela modificagao da dieta contaminada. Tais modificagdes
na dieta tem incluido diluicdo dos grdos contaminados com graos ndo contaminados,
melhora no conteudo nutricional da dieta para compensar a redugdo na ingestdao do
alimento, adigdo de fungos inibidores ou agentes flavorizantes na dieta para melhorar a sua
ingestdo, adigdo de agentes potencialmente quelantes as micotoxinas na dieta para inibir a
absor¢do e estimular o metabolismo das micotoxinas pelos animais, dentre outros
tratamentos experimentais. A diluicdo dos graos contaminados com graos nao
contaminados, por causa de sua simplicidade, tem sido um dos métodos mais amplamente
utilizados para minimizar os efeitos das toxinas nos animais, particularmente para melhorar
a conversdo alimentar e ganho de peso em suinos (PATTERSON & YOUNG, 1991).
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Entretanto, o sucesso deste método depende do grau de contaminagio, da diluigdo obtida, e
da disponibilidade imediata de uma fonte apropriada de grios nio contaminados.
Substédncias investigadas como potenciais agentes quelantes as micotoxinas tem
incluido resinas sintéticas trocadoras de ions, zeolitas, bentonita, ou aluminosilicatos
(WYATT, 1987). Ha algumas evidéncias de que em alguns casos, estes modulos podem

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

4. FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO DE FUMONISINAS NO CAMPO

A prevengao contra as micotoxicoses pode ser realizada através de varias medidas:
a) adogdo de praticas agricolas corretas de colheita, secagem e armazenamento; b)
destoxificac@o, quando possivel, de alimentos contaminados; ¢) controle dos alimentos em
relacdo a contaminag@o pelas micotoxinas de maior destaque.

No entanto, a melhor medida para a preven¢é@o de intoxicagdes por micotoxinas €
indiscutivelmente a preveng¢do do desenvolvimento de fungos em alimentos. Com este
objetivo, estudos tem sido desenvolvidos visando determinar em que fase os fungos se
desenvolvem durante o crescimento vegetativo, colheita e manuseio subseqiiente dos
produtos agricolas e quais as condigdes que favorecem ou inibem o seu desenvolvimento.

O F. moniliforme ¢ um contaminante comum em graos de cereais, portanto as
medidas de controle parecem ser dificeis. O controle desse patogeno no campo deve levar
em conta o seu complexo ciclo de infecgdo e também os mecanismos potenciais de
desenvolvimento de resisténcia ao F. moniliforme no milho. Diversos aspectos da infecgao
parecem estar sob controle genético (DE LEON & PANDEY, 1989), e a espessura do
pericarpo € considerada um fator determinante da resisténcia a transmissdo do fungo para o
grao.

Portanto o tipo de cultivar de milho é um fator importante na preven¢io da entrada
do fungo na cadeia alimentar. Possivelmente, o controle da contaminagdo através do solo e
infeccdo de grdos pode ser conseguido com o uso de microrganismos, particularmente
bactérias do solo e endofiticas (BACON & WILLIAMSON, 1992). Naturalmente, o
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sucesso da utilizagdo de medidas de biocontrole deve fundamentar-se em conhecimento
detalhado do F. moniliforme e sua associagao com o milho, informagado que ainda nio esta
disponivel (RILEY et alii, 1993).

Pequenas interagdes entre milho hibrido ou linhagem de milho com linhagens de F.
graminearum foram observadas no que diz respeito a infecgdo da espiga, mas nenhuma
classificagdo importante resultou destas interacdes (AL-HEETL 1987). A auséncia de tais
interagGes indica que em milho, como em trigo, ndo ha nenhuma evidéncia de resisténcia
linhagem-especifica. Entretanto, como a agressividade da linhagem também depende do
ambiente, € aconselhavel trabalhar com diversas linhagens puras para diminuir a chance de
um nivel de agressividade maior por diferenciagdo e para neutralizar uma possivel interagido
estatistica (SNIJDERS & EEUWIIK, 1991).

DUVICK et alii (1992) isolaram um pequeno peptideo dos grdos de milho que
inibia a germinagdo dos esporos e crescimento das hifas do F. moniliforme e F.
graminearum, in vitro, o que pode contribuir para a resisténcia a infecg¢ao pelo grdo. Varios
estudos examinaram a influéncia da proteina e da fragdo agucar—amido na resisténcia do
endosperma. Um aumento na composi¢ao de lisina e triptofano do endosperma levou a uma
maior susceptibilidade ao F. moniliforme, F. graminearum e Diplodia zeae em comparagdao
com endospermas normais (NICHOLSON et alii, 1976; WARREN, 1978), entretanto, ndo
existe necessariamente uma associagdo entre consisténcia do gréo e a susceptibilidade ao
fungo. STYER & CANTLIFFE (1984) sugeriram que um conteudo maior de aglcar
forneceria um substrato ideal para o crescimento patogénico. Entretanto, HEADRICK &
PATAKY (1991) ndo encontraram correlagdo significativa entre tipo de endosperma,
concentra¢do de carboidratos no gréo, e infecgdo pelo F. moniliforme.

RHEEDER et alii (1990) concluiram que a porcentagem de grios contaminados € a
porcentagem de isolados de Fusarium é o melhor método para diferenciagdo de resisténcia
a F. moniliforme e F. graminearum entre hibridos. Entretanto, a baixa variagdo observada
para resisténcia entre os hibridos fez com que estas conclusdes tivessem pouco valor.

A expressdo da variagdo genética entre germoplasma de milho doce possibilitou

uma selegdo a niveis satisfatorios para a resisténcia ao F. moniliforme no Havai, Estados
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Unidos. AL-HEETI (1987) observou correlagio altamente significativa entre as respostas
dos cultivares de milho a invasdo por F. graminearum, F. sporotrichioides, ¢ F. poae. A
resisténcia a podridio do caule por F. graminearum também confere resisténcia ao
Diplodia maydis (Berk.) e provavelmente a outros organismos causadores da podriddo do
caule (MOSTAFA et alii, 1990). Hibridos resistentes & infecgio natural das sementes por
espécies de Fusarium também mostraram resisténcia a D. maydis (RHEEDER et alii,
1990).

RHEEDER ef alii (1990) verificaram que o F. moniliforme inibe o crescimento de
outros fungos na espiga, no entanto, infecgdes simultineas de F. poae e F. sporotrichioides
com F. graminearum podem ocorrer (AL-HEETI, 1987).

Passaros e insetos espoliadores das espigas sdo importantes na infec¢do do milho
por F. graminearum, e frequentemente s3o encontrados esporos de Fusarium nestas
espécies (WARNER & FRENCH, 1970). A presenca de insetos como Ostrinia nubilalis e
Glischrochilus quadrisignatus aumentam a incidéncia de F. graminearum pela
predisposi¢@o da espiga a infec¢des (ATTWATER & BUSCH, 1983). Segundo LEW et alii
(1991) néo existe correlagdo entre insetos e F. graminearum. A relagdo entre insetos e F.
moniliforme parece mais certa.

Em um experimento realizado por WICKLOW & CALDWELL (1990), foram
inoculados ascésporos ou conidias de G. zege em espigas de milho em crescimento dentro
de camaras fechadas a entrada de insetos e passaros..Os resultados mostraram que nao
houve infecgdo. Os autores concluiram que o milho deve primeiro ser danificado por
insetos ou passaros antes do G. zeae infectar a planta. Em um outro experimento de campo,
suspensdes de conidias foram borrifadas na florescéncia feminina e os resultados
mostraram que houve infecgdo, embora esta infecg@o tenha sido altamente dependente de
chuvas ou irrigagdo apos a inoculagdo (ULLSTRUP, 1970).

DAVIS et alii (1989) nio encontraram nenhuma indicagio que a infec¢do por
Fusarium tem inicio nos graos através do sabugo. Entretanto, estudos com microscopia
eletronica de varredura realizados por BACON et alii (1992) demonstraram que o F.

moniliforme esta associado com o pedicelo. Infeccdo da espiga via caule ocorre com
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freqiiéncia muito pequena comparada com a infecgdo por esporos do ar ou inoculagdo por
insetos (OOKA & KOMMEDAHL, 1977).

Em um experimento realizado por WARREN (1978) observou-se que um maior
nimero de infecgdes ocorreu quando a inoculagdo com o fungo foi realizada de 4 a 17 dias
apos a polinizagdo. Varios cultivares mostraram resisténcia parcial a infecgdo do milho pelo
F. moniliforme mas nenhum foi imune. REID et alii (1992) documentaram que a melhor
diferenciagdo entre genétipos resistentes e susceptiveis foi obtida quando a inoculagdo
ocorreu dentro da primeira semana apos o surgimento da florescéncia feminina. Apds a
florescéncia feminina comegar a secar o numero de infecgGes € muito pequeno ou
inexistente.

Virios fatores podem evitar a entrada do Fusarium através da florescéncia feminina.
Caracteristicas morfologicas como espigas pendentes e com a palha de cobertura solta no
estagio de florescéncia marron tem menor contaminag¢@o do que espigas verticais e com a
palha de cobertura mais fechada (ENERSON & HUNTER, 1980). Fatores fisiologicos
como graos que amadurecem mais rapido diminuem o periodo de susceptibilidade otima.
Em hibridos susceptiveis, a perda de nutrientes em grdos jovens pode estimular a
germinacdo da conidia e o crescimento das hifas do F. graminearum. A podriddo da espiga
por Fusarium foi correlacionada positivamente com a populagdo de brocas, que podem agir
como vetores de F. moniliforme. A exclusdao fisica das brocas de espigas em
desenvolvimento, como o ocorrido com as palhas de cobertura fechadas, é um grande fator
na reducdo dos niveis de doenga, contrariando os resultados obtidos por ENERSON &
HUNTER em 1980 (FARRAR & DAVIS, 1991).

Os maiores danos causados por Fusarium no trigo ou no milho geralmente ocorrem
em areas com pratica de monocultura continua ou quando o trigo € plantado apos o milho
ou vice-versa. Diferentes praticas para minimizar a inoculagdo inicial, notadamente a
rotag@o com culturas ndo hospedeiras, a aragem dos residuos infectados, e insumo baixo de
nitrogénio, tem sido recomendadas para o controle do Fusarium no trigo e no milho
(MARTIN et alii, 1991). No entanto, estes sdo tratamentos que reduzem o problema sem

elimina-lo. A introdugdo de cultivares resistentes ao Fusarium forneceria uma seguranga
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adicional no controle deste tipo de contaminagdo. Uma variedade de plantas ndo
hospedeiras incluem sorgo, soja, aveia silvestre, e varias ervas daninhas comuns
(FERNANDEZ, 1991). Uma rotagdo milho—soja aparentemente apresenta menos doengas
que uma monocultura de milho (LIPPS & DEEP, 1991). No entanto, alta densidade de
ervas daninhas aumenta a presenga de Fusarium (TEICH & NELSON, 1984).

Numa severa epidemia de podriddo das espigas de milhos hibridos ocorrida nas
safras de 86-87 em Ontario, Canad4, verificou-se que as temperaturas do més de julho
foram 7% mais quentes e que as chuvas foram 25% maiores que a média dos 30 anos
anteriores. Em 1986, houve 100% mais chuva do que o normal nos meses de agosto e
setembro, ¢ em 1987, as chuvas foram 38% maiores que o normal (HOUGH, 1991).
Epidemias severas portanto, parecem requerer maior quantidade de chuvas e temperaturas
acima do normal.

Pouco se sabe sobre os fatores que contribuem para a produg@o de fumonisinas no
campo. KING & SCOTT (1981) demonstraram que os gendtipos de milho diferem
significativamente quanto ao percentual de grios aparentemente saudaveis que estdo
contaminados com F. moniliforme, e opinaram que essas diferengas podem estar sob
controle genético. SHELBY et alii (1994) trabalharam com 15 hibridos de milho
disponiveis comercialmente, os quais foram plantados em 17 locais, em 1990, nos EUA. A
média de produgdo de fumonisinas em todos os hibridos, nos diversos locais, variou de 0,5
a 48,5 ug/g. Foram observados efeitos e interagdes significativas no que se refere aos
fatores locais x hibrido. Baseando-se na produgdo de fumonisinas por hibridos comerciais,
o autor sugeriu a sele¢do de hibridos resistentes para areas onde a fumonisina € um
problema.

A maioria dos fungos que contaminam as plantas, antes da colheita, € capaz de
crescer dentro de limites amplos de pH, pressdo osmoética, conteudo de umidade, bem
como, de se desenvolver em temperaturas entre O a 30°C. Entretanto, alguns podem crescer

a 35°C e outros, préximo a temperatura de congelamento. As espécies de Fusarium que

geralmente infectam o milho sdo influenciadas pela geografia, clima e ano (LACEY, 1989).
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As fumonisinas, especialmente as B; e B, sdo facilmente produzidas quando
linhagens toxigénicas de F. moniliforme sdo cultivadas em milho a temperatura de 25°C
durante 21 dias. Outras espécies do género Fusarium também produzem altas
concentracGes de FB; e FBy, nas mesmas condi¢ées (THIEL e alii, 1991). ALBERTS et
alii (1990) estudando a cinética da produgdo de FB, pela linhagem de F. moniliforme MRC
826, em varias faixas de temperatura e diferentes tempos de incubag@o, concluiram que o
maximo de crescimento do fungo, ocorria a 25°C, durante 4 a 6 semanas e a produgio de
toxinas se iniciava na segunda semana, aumentando durante a fase estacionaria, caindo apés
a 13" semana. ROSS ef alii, em estudo realizado em 1992, concluiram que as condigdes de
cultivo possuem um papel importante na via biossintética para a produgio de fumonisinas.

LE BARS et alii (1994) estudando os efeitos dos principais fatores abidticos e
bioticos na produgdo de FB), confirmaram que 20°C € a melhor temperatura para produgio
desta toxina por culturas de /. moniliforme em milho. A FB, ndo foi detectada a 5, 35 ou
40°C. A FB; nao foi também detectada em culturas desenvolvidas em frascos
hermeticamente fechados mantidos por 10 semanas, indicando que a FB; ndo deve ser
produzida em atmosferas modificadas (silos com atmosferas enriquecidas com N, ou CO,)
ou em anaerobiose. A produc¢dao méaxima de FB; foi obtida em culturas com 32% de
umidade. Quantidades significativas de FB; (> 200 pg/g) foram produzidas no periodo de
12 dias, em condi¢des de umidade superior a 27.

NELSON et alii (1991) estudaram a toxigenicidade de 95 linhagens de F.
moniliforme provenientes de diversas areas geograficas em diferentes substratos e
obtiveram resultados que demonstraram que o potencial toxigénico parece depender mais
da 4rea de origem do que do substrato. Diferentes linhagens provenientes da Africa, Asia e
América do Norte produziram quantidades significativas de FB;, mas, outras linhagens,
principalmente da Africa e Australia, produziram baixos niveis ou ndo produziram FB;.
LESLIE et alii (1992) utilizaram a formagdo do estagio sexual para distingdo das espécies.
Em Gibberella fujikuroi (Sawada) reconhecem 6 tipos diferentes de populagGes, designadas
pelas letras A a F. Os isolados de G. fujikuroi com membros nos grupos A e F sdo os unicos

dentro do complexo que s3o sinénimos de F. moniliforme. Os membros dos grupos B e E
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s@o classificados como F. subglutinans e os membros do grupo D s#o classificados como F.
proliferatum. Baseando-se nessa classificacdo, os autores concluiram que a quantidade de
fumonisina B; produzida depende mais do grupo da populagdo a que pertence a linhagem
do fungo do que da planta hospedeira ou origem geogréfica da linhagem.

CAHAGNIER et alii (1995), avaliaram o efeito da atividade de agua na biossintese
da fumonisina e no crescimento de F. moniliforme. Neste trabalho, os autores verificaram
que a maior produgdo da toxina (3000 pg/g) ocorreu em valores de atividade de agua
proximos a 1,0. Observaram ainda que, os niveis de fumonisinas diminuiram trés vezes
quando a atividade de agua foi diminuida em 5%, mas o desenvolvimento do fungo nfo
mudou. Uma redugo de 10% na atividade de agua (de 1,0 para 0,90) resultou em uma
diminui¢do de 20 vezes no crescimento do fungo, e a produgio de fumonisina foi reduzida
em 300 vezes. No limiar de 0,85-0,86 de atividade de agua, o F. moniliforme atinge um
nivel de atividade metabolica ndo detectavel e cessa a produgio de fumonisina.

MARIN et alii (1995), estudando trés linhagens de F. proliferatum e uma de F.
moniliforme, isoladas de graos de milho provenientes da Espanha, constataram que ocorreu
maior producdo de fumonisinas B; e B, em atividade de 4agua 0,956 e 0,968.
Demonstraram, ainda, que baixas concentracdes das toxinas eram produzidas em atividade
de agua 0,925.

Cinquenta e um gendtipos plantados na Argentina, em 1994, foram analisados por
CHULLZE ef alii (1994; 1996), e com excegdo de dois hibridos com endosperma do tipo
dentado, todos os genotipos testados eram do tipo duro, e o ciclo vegetativo, expresso em
termos de dias para atingir a maturidade relativa, variou de 104 a 132. Nenhuma correlagéo
foi encontrada entre ciclo vegetativo e a concentragdo de fumonisinas, embora uma ligeira
tendéncia negativa tenha sido observada. As concentra¢gdes minima e maxima foram de
0,23 e 37,0 pg/g, respectivamente. A média e a mediana foram 3,04 e 1,65 pg/g,
respectivamente. Mais de 60% das amostras continham niveis de fumonisinas maiores que
1,0 pg/g, e 5 amostras tinham mais de 5,0 pg/g, que € o limite maximo recomendado pelo
“Mycotoxin Committee of the American Association of Veterinary Diagnostician” para

racdo de eqiiinos (RILEY et alii, 1993). Resultados excepcionais foram encontrados com os

33



dois hibridos dentados, o primeiro mostrou o maior nivel de contaminagio (37,0 ug/g) e o
segundo teve mais FB; (2,99 pg/g) do que FB; (1,23 pg/g). A espécie predominante de
Fusarium da se¢do Liseola foi medida aos 45, 60, 75, 90, e 105 dias apos o florescimento.
A incidéncia de F. subglutinans foi maior durante o primeiro estagio (até 60 dias apds o
florescimento) e depois decresceu, neste periodo foram encontrados baixos niveis de
fumonisinas. F. moniliforme aumentou consistentemente até o final da colheita (105 dias
apos o florescimento), entretanto F. proliferatum alcangou um pico de 75 a 90 dias apds o
florescimento. Concordéncia foi encontrada entre a ocorréncia das espécies produtoras de
fumonisinas (. proliferatum e F. moniliforme) e a contaminagdo de fumonisinas nos
diferentes estdgios de maturidade. Fumonisina B, pdde ser detectada 45 dias apés o
florescimento, entretanto fumonisinas B, e B; puderam ser detectadas somente apds a
segunda amostragem (60 dias apos o florescimento). Nesta fase, os niveis de FB;, em
média, apresentaram-se acima de 1,0 pg/g. A amostragem dos 75 dias de florescimento
mostrou maiores concentragdes de fumonisinas (variando de 0,5 a 16,7 pg/g), e incluindo
uma subamostragem com uma concentragio extremamente alta de FB, (11,3 pg/g), até
mesmo maior que FB; (4,97 pg/g). A proporcéo de FB, para FB; maior que 1 € incomum
em milho naturalmente contaminado, bem como em culturas de Fusarium. Neste estudo
este fendmeno aconteceu somente em 2 amostras. Este comportamento foi citado também
em outro trabalho (PLATTNER, 1995) que encontrou algumas linhagens atipicas de
Fusarium, que tem sido isoladas com uma freqiiéncia significativa na Argentina,
particularmente linhagens de F. proliferatum.

Em um estudo abrangendo hibridos de diversas partes do mundo, PLATTNER
(1995) analisaram um total de 54 amostras na Croacia, representando 40 hibridos, 14 destes
foram plantados em dois anos consecutivos (1992 e 1993). A maioria dos hibridos tinha
endosperma do tipo dentado. Dos 19 hibridos testados em 1992, 11 foram positivos para
fumonisinas, mas os niveis de contaminag@o foram menores que 70 ng/g. Os 14 hibridos
replantados no ano de 1993 confirmaram os niveis baixos de contamina¢do ocorridos em
1992 (35% estavam positivos com menos de 0,1 pg/g). Dos outros 21 hibridos testados em

1993, somente 5 amostras (24%) estavam positivas para fumonisinas, com niveis entre 0,1
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e 1,0 pg/g. Uma correlagdo linear entre os niveis de ocorréncia natural de fumonisinas e de
podriddo da espiga causada pela inoculagdo artificial de F. moniliforme, em 14 hibridos
plantados em 1993, ndo pdde ser estabelecida por causa da baixa variacio dos dados para
ambos os pardmetros. Estes resultados claramente indicam a necessidade de se encontrar
hibridos com menor tendéncia para acumular fumonisinas.

O mesmo pesquisador examinou ainda amostras de milho de 26 variedades obtidas
nas safras de 1989 (6), 1990 (19) e 1991 (1) na Italia. Com excegdio de duas das variedades
com endosperma do tipo semidentado, todos as outras amostras eram do tipo dentado.
Todas as amostras testadas estavam contaminadas com niveis de fumonisinas (FB;+FB,)
que variaram de 0,01 a 2,85 pg/g. Em particular, uma amostra da safra de 1991 e trés da
safra de 1992 continham mais que 1,0 pg/g de fumonisinas. Os valores da média e da
mediana foram 0,45 e 0,07 pg/g, respectivamente. Nenhuma correlagdo foi encontrada
entre ciclo vegetativo e o conteddo de fumonisinas neste grupo. Em nove amostras
provenientes de Portugal, todas foram encontradas contaminadas com FB; e FB; em niveis
que variaram de 0,09 a 4,45 pg/g, e os valores da média e da mediana foram de 1,93 e 1,67
ug/g. A maioria dos hibridos cultivados neste pais continham mais de 1,0 pg/g de
fumonisinas. Os seis hibridos da Roménia eram de endosperma dos tipos dentado, semiduro
ou duro. A metade das amostras mostraram-se positivas as fumonisinas, e os niveis de
contamina¢io foram menores que 0,03 pg/g.

Amostras de 20 hibridos de milho plantados em Zambia, Africa, por trés estagBes
consecutivas foram também estudadas. Em 1992, todas as amostras foram contaminadas
com fumonisinas em niveis que variaram de 0,02 a 1,71 pg/g, com média e mediana de
0,61 e 0,13 pg/g, respectivamente. Em 1993, os niveis de contaminagdo dos mesmos
hibridos foram consideravelmente maiores, mostrando ainda maior dispersdo dos dados.
Trés amostras estavam livres de fumonisinas, 12 amostras tinham mais que 1,0 pg/g, e uma
amostra tinha 13,05 pg/g. A média e a mediana foram 2,4 e 1,63 pg/g, respectivamente. O
terceiro ano do experimento (1994) mostrou niveis muito menores de fumonisinas (< 0,2
ug/g) em nove amostras com resultados positivos. Nenhuma correlagdo foi encontrada

entre hibridos e estacdo, nem entre hibridos e conteido de fumonisinas. Considerando todos
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os dados obtidos durante os trés anos de experimento, a média e a mediana foram 890 e 90
ng/g, respectivamente. Nove das 11 amostras obtidas em Benin, Africa, estavam positivas
para fumonisinas, com apenas uma excedendo a 1,0 pg/g. Os niveis médios das amostras
positivas e a mediana foram de 0,7 pg/g e 0,19 pg/g (FB1+FB,), respectivamente
(PLATTNER, 1995).

Os resultados da analise de sete hibridos da Pol6nia mostraram apenas duas
amostras contaminadas com niveis menores que 0,03 pg/g. As amostras da safra de 1992
eram de endosperma dos tipos duro e semiduro. Trés hibridos ricos em lisina se mostraram
livres de fumonisinas, o que contraria os resultados apresentados por WARREN (1978) que
diz ser este um possivel fator de susceptibilidade ao crescimento do Fusarium. Os mesmos

hibridos, ap6s inoculag@o artificial com F. moniliforme sob condi¢des de campo, mostraram
diferentes graus de podriddo da espiga com niveis maiores de fumonisinas (de 28 a 261
ug/g) em graos danificados (CHELKOWSKI ef alii, 1994).

VISCONTI (1996) coletou dados de pesquisas realizadas sobre a ocorréncia natural
de fumonisinas B; e B; em 224 genoétipos de milho cultivados em oito paises da Europa,
Africa e América do Sul. Alguns hibridos foram testados por dois ou mais anos
consecutivos. Dos paises considerados na pesquisa, a Argentina teve a maior incidéncia e
os maiores niveis de contaminagdo por fumonisinas, seguida por Portugal, Zambia (safra
1993) e Italia (principalmente safras 1990 e 1991). Baseados nas areas geograficas e/ou nos
niveis de contaminagio por fumonisinas, quatro grupos de paises podem ser identificados:
Europa Oriental (Polonia, Roménia e Croacia), a Unido Européia (Italia e Portugal), Africa
(Benin e Zambia) e América do Sul (Argentina). Somente genotipos de milho cultivados no
primeiro grupo de paises (Europa Oriental) mostraram pouca ou nenhuma contaminagio.
Um grau intermediario de contaminagao foi encontrado nos paises da Africa, com cerca de
20% das amostras contaminadas com mais de 1,0 pg/g. Em Benin, 82% das amostras foram
positivas e em Zambia, 100, 70 e 45% foram positivas nas safras de 1992, 1993 e 1994,
respectivamente. Nos outros dois grupos de paises (Unido Européia e Argentina), a
incidéncia de amostras positivas para fumonisinas foi 100%, e os niveis de contaminagdo

foram maiores. Em particular os niveis de contaminagdo na Argentina foram
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significativamente maiores (p < 0,001) do que os outros paises ou grupos de paises, no
entanto ndo foi observada nenhuma interagdo entre hibrido e ciclo vegetativo, nem entre

hibrido e caracteristicas de endosperma.

5. METODOS DE ANALISE

Os problemas principais associados com a determinagio de micotoxinas sio:
primeiro, a diversidade nas estruturas quimicas das micotoxinas e suas propriedades fisico-
quimicas, onde métodos individuais devem ser desenvolvidos para cada grupo de
micotoxinas. Segundo, a detec¢@o e a separagdo de estruturas homologas com o grupo das
micotoxinas € também uma tarefa dificil. Quantidades tragos de toxinas estdo presentes
numa matriz complexa, como os alimentos, € € necessario a remogdo de grandes
quantidades de interferentes antes da analise ser feita. Além disso, os tipos de interferentes
podem variar consideravelmente nas diferentes amostras, sendo necessarios diferentes
métodos de limpeza para diferentes alimentos. Finalmente, micotoxinas estdo distribuidas
de maneira ndo homogénea nos produtos agricolas, sendo necessario analisar um grande
nimero de amostras para analise de um produto (CHU,1984).

Um bom método deve ser especifico, sensivel e relativamente simples de ser
executado (DAVIS er alii, 1980). Os métodos analiticos para micotoxinas podem também
ser divididos em (a) quantitativos e de triagem, (b) para detectar as micotoxinas
individualmente e métodos multi-toxinas, (c) fisico-quimicos, bioensaios € imunoensaios e
ainda, (d) técnicas de confirmagdo e técnicas cujos resultados sdo presuntivos (SCOTT,
1991).

Métodos analiticos para detecgcdo e quantificagdo de fumonisinas sdo disponiveis,
mas s30 necessarios alguns refinamentos para que estes se tornem menos caros, menos
demorados, e mais simples. As fumonisinas n3o tem absor¢do no ultra-violeta e nem
fluorescem, e sua detec¢do ndo € direta (GELDERBLOM ef alii, 1988).
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5.1. Extracao e limpeza

Segundo RILEY ef alii (1993) os métodos de extragdo mais usados para
fumonisinas em alimentos envolvem solventes polares como metanol:agua (3:1) ou
acetonitrila:agua (1:1) seguido de limpeza com coluna de troca idnica forte (SAX) ou
coluna de fase reversa (Cg).

BENNETT & RICHARD (1994) investigaram diferentes proporgdes de metanol ou
acetonitrila com agua na extragdo de culturas de laboratorio, ragdes e milho, e verificaram
que a eficiéncia de extragdo méaxima foi obtida com acetonitrila:agua (1:1). SCOTT &
LAWRENCE (1994) alertaram para o fato de que FB; e FB, ndo sdao completamente
extraidas, em farelo de milho, quando o solvente de extragdo utilizado € metanol:agua (3:1)
e concluiram que cada produto deve ser estudado para obteng@o de extragao maxima.

O uso de um pH de 3,5 no solvente empregado aumenta a extragdo da fumonisina
em certos produtos. A influéncia do pH parece ser mais pronunciada no caso da FB;. Isso
poderia ser atribuido ao fato de serem FB; e FB3; menos polares que FB; (ALBERTS et alii,
1992).

SANCHIS ef alii (1994) utilizaram uma etapa de desengorduramente com acetato
de etila, antes da extragdo das fumonisinas com metanol:agua (3:1).

A recuperagdo de fumonisinas em amostras artificialmente contaminadas €
geralmente > 80%. No entanto, ndo esta definido o qudo eficientes sdao os métodos de
extragdo para todas as fumonisinas, a partir da contaminag@o direta da matriz (BOTHAST
et alii, 1992). CAWOOD et alii (1991) verificaram que metanol aquoso recupera bem FB;
(81,3%), concordando com os resultados obtidos por ALBERTS et alii (1990).
Observaram, porém, que esse sistema de solvente nao € bom para a extragio de FB;
(59,8%).

Os procedimentos de limpeza para extratos contendo fumonisinas, em sua maioria,
tém utilizado dois tipos de adsorvestes na forma de colunas de extragdo em fase solida:
colunas de troca anidnica forte (SAX) constituidas de aminas quaternarias, como por

exemplo, trimetilaminopropil (SYDENHAM et alii, 1992b) e colunas de fase reversa Cg
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(RICE et alii, 1995). O uso do método com C;z é relatado como mais rapido que o método
com SAX; entretanto, o SAX ¢ considerado como capaz de produzir fragGes mais limpas e
com limite de deteccdo mais baixo. Colunas cromatogréficas abertas de silica gel 60 (70—
230 mesh) também foram empregadas para purificacdo de extratos metandlicos contendo
fumonisinas (SYDENHAM et alii, 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 acetonitrila:agua (1:1). Elas podem
ser visualizadas quando as placas sio pulverizadas com 0,5% de p-anisaldeido e aquecidas
a 120°C. A leitura € feita quando aparecem pontos vermelho-plrpura, conseqiiéncia da
reagdo do p-anisaldeido com o grupo amino da fumonisina. Esse método possui nivel de
deteccdo de 1040 pg/g e encontra uso no caso de triagem de amostras para fumonisinas
(GELDERBLOM ef alii, 1988). Também € empregado em placa de fase normal, de alta
eficiéncia ou ndo, em culturas de fungos produtores dessas toxinas sob determinado
substrato (NELSON et alii, 1991). Foi utilizado também para triagem de ragdes associadas
a doengas animais (ROSS et alii, 1991ab) em placas de alta eficiéncia ou ndo, de fase
normal, utilizando como solvente de desenvolvimento cloroférmio:metanol:acido acético
(6:3:1). O uso de desenvolvimento em duas etapas na mesma diregdo simplifica o
procedimento de extracdo e permite quantificar o derivado de p-anisaldeido pelo uso de
densitometria (LE BARS ef alii, 1994). O limite de detec¢do desse método € de 50 ug/g.

Placas de fase reversa tém sido empregadas utilizando revelagdo com
fluorescamina/tampao borato de s6dio pH 8-9 (SHELBY et alii, 1994). Por esse método os
niveis de deteccio podem atingir 0,1 ;ig/g, dependendo da limpeza prévia dos extratos. A
detecgdo de fumonisina pelo uso de fluorescamina foi obtida a nivel de 50 ng/g em um teste
de campo rapido conhecido como imobilizagdo e detecgdo quimica seletiva (CSID) em
coluna, que é constituida de uma interface sélida de silica gel empacotada com outros

adsorventes (PHILLIPS et alii, 1992).
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O uso de cromatografia em camada delgada de alta efici€éncia em fase reversa e
revelag@o com solugdo de vanilina 0,5% em H,SO4 97%:etanol (4:1) aquecido a 120°C/10
min, pode atingir limite de deteccdo de 250 ng de FB,/g de alimentos a base de milho
(PITTET et alii, 1992).

A Tabela 2 apresenta os solventes mais usados em cromatografia em camada

delgada para determinagdo de fumonisinas.

TABELA 2. Sistemas solventes para desenvolvimento em camada delgada de silica gel e
C,s para determinacgao de fumonisinas.

SISTEMA SOLVENTE REFERENCIAS
Metanol: 4% KCl aquoso (3:2) ROTTINGHAUS et alii. (1992)
Acetato de etila: acido acético glacial: agua s
(60:30:10) TSENG et alii. (1995)
Cloroformio: metatglsz_g%gga':lz;mdo acético glacial DUPUY et alii. (1993)
Cloroférmio: metanol: cido acético glacial (6:3:1) | PLATTNER et alii. (1990 e 1992)

Acetonitrila: agua (85:15) PLATTNER et alii. (1992)
Metanol: dgua (75:25) VESONDER et alii. (1990)

5.3. Cromatografia ligiiida de alta eficiéncia (CLAE)

Um método de grande popularidade para analise de micotoxinas bem como para
outros compostos de baixo peso molecular € a cromatografia liqiiida de alta eficiéncia —
CLAE (GREGORY & MANLEY, 1981).

Em geral, o método CLAE combinado com fluorescéncia e sistemas de detecgdo
ultra-violeta tém mostrado boa sensibilidade e excelente reprodutibilidade. Entretanto, este
metodo apresenta algumas limitagSes: a) devido a alta sensibilidade, as amostras devem ser
submetidas a um extensivo tratamento de limpeza antes da separagao pelo CLAE; b) um

grande nimero de amostras ndo pode ser analisado em pouco tempo; ¢) manutengao cara
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dos instrumentos e solventes e, necessidade de pessoal treinado especialmente para as
analises (CHU, 1984).

A primeira abordagem para determina¢do das fumonisinas por CLAE foi a
formacdo de um derivado maleil que absorve a 250 nm (GELDERBLOM et alii, 1988),
usado anteriormente por SILER & GILCHRIST (1982) para anilise de uma estrutura
semelhante, a toxina AAL. Os derivados maleil das fumonisinas eluem de uma coluna C;g
de fase reversa com metanol:tamp@o fosfato de potassio 0,1 M, pH 3,8 (7:3). Este método ¢
satisfatorio para andlise de milho contaminado naturalmente com F. moniliforme, que
geralmente produz altos niveis (ppm) de fumonisinas. A sensibilidade na determinagdo das
fumonisinas por CLAE foi acentuada pela formagio de derivados fluorescentes com
fluorescamina (WILSON et alii, 1990) ou com o-ftaldialdeido (SHEPHARD et alii, 1990).
O limite de detecgdo, em média, usando estes reagentes de derivagdo € 50-100 ppb. Estes
meétodos sdo também usados para determinagdo do conteido de fumonisinas em milho
contaminado naturalmente (NORRED, 1993).

Segundo ROSS et alii (1991a) a fluorescamina é um dos varios reagentes
empregados para derivagdo pré-coluna do grupo amino primario das fumonisinas para sua
determinagdo por cromatografia ligiiida de fase reversa com detec¢do por fluorescéncia.
Essa derivagdo tem uma desvantagem, a de originar dois picos (resultando da formagao de
uma mistura em equilibrio de acido/alcool e derivados lactona).

SHEPHARD et alii (1990) desenvolveram um método por CLAE para a
determinagdo quantitativa de FB; e FB,. Esse método utiliza como reagente de derivagdo
pré-coluna o o-fialdialdeido (OPA). O derivado formado € separado isocraticamente,
usando metanol:tampdo fosfato, em pH suficientemente acido de forma a suprimir a
ionizagdo da por¢do 4cida tricarbalilica. A detec¢do da-se por fluorescéncia. Os autores
aplicaram o método para anilise de milho naturalmente contaminado, tanto de ragbes
destinadas a alimentagio de eqiiinos como também de culturas de fungos produtores de
fumonisinas. Os limites de detecgdo alcanc¢ados sdo de 0,05 pg/g para FB, e 0,1 pg/g para
FB,. O método € reprodutivel e pode atingir recuperagdes de 99,5% e 85,9% para FB; e

FB,, respectivamente. Esse método foi selecionado, apesar do derivado fumonisina-OPA
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ser instavel, como método de escolha pela Food Chemistry Commission of the International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) para ser avaliado em um estudo
colaborativo interlaboratorial, a fim de estabelecer um método de anilise dessas toxinas que
fosse internacionalmente aceitavel (THIEL ez alii, 1993). O estudo colaborativo foi
realizado com sucesso (SYDENHAM ef alii, 1996) e esse método de analise de FB,, FB; e
FB; foi adotado pela AOAC International e pela IUPAC (AOAC, 1996).

O método desenvolvido por SHEPHARD et alii (1990) tem sido utilizado por varios
pesquisadores com pequenas variagdes (THIEL ez alii, 1993), incluindo a detecg@o de FB;
(SYDENHAM et alii, 1992a). A etapa de derivagdio pode ser automatizada
(CHAMBERLAIN et alii, 1992). Analises reprodutiveis, sensiveis e exatas foram
desenvolvidas para determinagdo de FB; em plasma e urina (SHEPHARD et alii, 1992), e
fezes (SHEPHARD et alii, 1994a,b).

O problema de ser o derivado fumonisina-o-ftaldialdeido instavel, dificulta a analise
de grande nimero de amostras, pois ndo permite o uso de injetor automatico. Essa situagdo
cria a necessidade de busca de outros compostos de derivagdo de fumonisinas para detecgdo
por ultravioleta e, mais comumente, para detec¢do por fluorescéncia.

Outros compostos de derivagdo para analise de fumonisinas por CLAE tém sido
utilizados. Os derivados ND A—naftaleno-2,3-dicarboxaldeido (BENNETT & RICHARD,
1994), NBD-F-4-fluoro-7-nitrobenzofurazona (MILLER et alii, 1993) e AccQ.Fluor-6-
aminoquinolil N-hidroxi succinimidilcarbamato (VELASQUEZ et alii, 1995) sdo mais
estaveis que os derivados de OPA. A sensibilidade alcangada com FITC-5-isotiocianato
fluoresceina € menor do que a alcangada com derivados NDA (MARAGOS, 1995). O
derivado FMOC-9-fluorenilmetil cloroformato (HOLCOMB ef alii, 1993), por sua vez, €
estavel por 72 horas e o limite de detec¢do em ragGes atinge 0,2 pug/g, o que nao € adequado
na analise de alimentos de consumo humano. O derivado DBD-F—4-(N,N-dimetil
aminosulfonil)-7-fluor-2,1,3-benzoxadiazole € estavel mas requer longo tempo de reacéo (6
h) e alta temperatura (60°C). O sistema de derivagdo pods-coluna com OPA e N-acetil-L-

cisteina € sugerido como método rapido para triagem.
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3.4. Cromatografia gasosa e espectrometria de massas (CG/EM)

A confirmaggo da presenca de fumonisinas, bem como sua quantifica¢do, em uma
amostra de milho ou alimento pode ser feita pelo uso do método de CG/EM. Neste método,
um extrato da amostra ¢ hidrolisado em hidréxido de potissio 1 N a 60°C/1 hora e
subseqiientemente esterificado com isobutanol, seguido de acetilacdo com anidrido
heptafluorobutirico e detecgdo em ionizagdo de chama (SYDENHAM ez alii, 1990a).

Apesar da menor seletividade, o detector de ionizagdo de chama é o mais usado para
determinac@o de fumonisina B; em milho. Embora numerosos outros picos possam estar
presentes no cromatograma, a resolugdo da coluna e a sensibilidade do detector sdo
suficientes para quantificar menos que 500 ppb de FB; em milho (SYDENHAM et alii,
1990a). '

Analises mais especificas foram conseguidas pela determinagdo do aminopiliol,
resultante da hidrélise da fumonisina, purificagio em XAD-2, e derivagic com trimetilsilil
(TMS) ou trifluoroacetato (TFA) ou N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA).
Os derivados de aminopentol e aminotetraol originados de FB, e FB,, respectivamente, sdo
separados por CG e detectados por ionizagdo de chama ou espectrometria de massas
(SYDENHAM ez alii, 1990a).

O meétodo tem boa sensibilidade e € seletivo, mas requer equipamento relativamente
caro (PLATTNER et alii, 1990). A vantagem do método CG/EM € que combina
confirmag@o estrutural com quantificagdo (RILEY et alii, 1993).

5.5. Bioensaios e imunoensaios

Os bioensaios sdo raramente utilizados em alimentos. Tem sido empregados para
verificar a toxidez de alimentos ou ra¢des implicados em mortes de animais, para uma
identificag@o inicial de qual seria o substrato contaminado e, neste, qual a frag¢@o.

InvestigagOes tém sido realizadas para o desenvolvimento de métodos simples e

altamente sensiveis para deteccdo de micotoxinas. Como conseqiiéncia, tem sido
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desenvolvidas técnicas de imunoensaio, envolvendo a interagdo de micotoxinas com um
anticorpo  especifico, tais como radioimunoensaio (RIA) e o “enzyme linked
immunosorbent assay” (ELISA) (CHU, 1984), que sdo usados para analise de substincias
biologicas de baixo peso molecular. O RIA e o ELISA s3o usados para andlise de
micotoxinas, mas a conjugacdo de uma micotoxina a uma proteina carreadora € complicada
pelos grupos funcionais presentes (WALLACE et alii, 1977). Mais recentemente, tem sido
desenvolvidas colunas cromatograficas de imunoafinidade para determinacio de
micotoxinas em alimentos, racdo animal e fluidos biolégicos como leite e urina
(CANDLISH & STIMSON, 1993).

Estas técnicas de imunoafinidade apresentam boa sensibilidade, com niveis de
detecgdo em ppb; sdo altamente especificas devido a natureza da intera¢do entre anticorpo e
antigeno; necessitam pouca prepara¢io da amostra antes dos testes; uma grande variedade
de amostras podem ser testadas; € de facil manipulagéo; os resultados podem ser obtidos
em pouco tempo, geraimente menos de uma hora (CANDLISH & STIMSON, 1993).

O RIA tem a vantagem de ser muito especifico e é 0 método de escolha dos
laboratérios clinicos. Entretanto, o RIA tem as desvantagens de requerer reagentes
radioativos, equipamentos caros para monitoragdo da radioatividade e o descarte de
residuos 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 ndo sofreram um tratamento
de limpeza prévio (UENO & CHU, 1978). Esta técnica ndo € muito bem aceita para
detecgdo de micotoxinas, embora alguns pesquisadores a usem. Ao contrario, o ELISA é
amplamente aceito e usado para determina¢do de micotoxinas. As principais vantagens
desta técnica € a simplicidade, facilidade de uso e capacidade de analisar inimeras amostras
no mesmo dia. A principal desvantagem € que o método € semi-quantitativo e para obter-se
resultados quantitativos mais apurados € necessaria a construgdo de curvas dose-resposta
(CANDLISH & STIMSON, 1993).

Uma técnica que vem aumentando de popularidade na determinagdo de micotoxinas
¢ a coluna de extrag@o em fase solida de imunoafinidade. Este método € simples, robusto e

pode ser usado como um meétodo semi-quantitativo para triagem de micotoxinas ou pode

44



ser acoplado com equipamentos fisico-quimicos como CLAE para uma quantifica¢do das
micotoxinas (CANDLISH & STIMSON, 1993).

Estes ensaios tem sido desenvolvidos para a detec¢do de diferentes micotoxinas
como aflatoxinas, esterigmatocistina, fumonisinas, ocratoxina A, rubratoxina, tricotecenos
e zearalenona. A detecgdo tem sido efetuada com sucesso, em substratos artificial e
naturalmente contaminados como milho, milho de pipoca, trigo, café, cevada, sementes de
algoddo, amendoim, pasta de amendoim, leite, iogurte, queijo, estendendo-se também a
material biologico como tecido animal, soro e urina e também ra¢do animal (AZER &
COOPER, 1991).
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AVALIACAO DE METODOS PARA DETERMINACAO DE FUMONISINAS B; E
B, EM MILHO

RESUMO

Sistemas de extra¢do e limpeza foram avaliados para determina¢do de fumonisinas
em milho. O método descrito por SYDENHAM et alii (1992) apresentou a melhor limpeza.
A recuperag@o encontrada, no entanto, estava abaixo de 50% para fumonisinas B; e B, (FB;
e FB;). O método foi modificado e a extragio com metanol/agua (3+1) foi mantida, os
volumes de solvente no condicionamento e lavagem da coluna de troca anidnica forte foram
aumentados para 10 mL e o volume e composicdo do solvente de elui¢@o alterado para 20
mL metanol/acido acético (95+5). Apos estas modificagdes a recuperagdo elevou-se para a
faixa de 93 a 96% para FB,; e 69 a 85% para FB,. O solvente de eluicdo por CLAE com
detecgdo por fluorescéncia foi modificado para acetonitrila/dgua/dcido acético glacial
(50+50+0,5) durante os primeiros 15 minutos com troca para acetonitrila pura até o final da
corrida. As condigdes de derivagdo das FB; e FB, com o o-ftaldialdeido (OPA) foram
também otimizadas empregando 100 pL de extrato com 200 pL do reagente OPA entre 5—
15°C por 60 segundos. As novas condigdes melhoraram os limites de detecgio para 0,02 e
0,04 pg/g para FB, e FB,, respectivamente, e o desvio padréo relativo entre duplicatas para

0,6% para FB; e 2,2% para FB.

ABSTRACT

Extraction and clean up systems were evaluated for the determination of fumonisins

in corn. The best clean up was the one described by SYDENHAM er alii (1992). Recovery,
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nonetheless, was found to be bellow 50% for fumonisins B; and B, (FB; and FB;). 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 10 mL and both the volume and the composition of the eluting solvent were altered to 20
mL methanol/acetic acid (95+5). After these modifications were introduced the method
recoveries were 95 to 96% for FB; and 69 to 72% for FB,. The elution solvent for the
HPLC with fluorescence detection step was also modified to acetonitrile/water/acetic acid
(50+50+0,5) during the first 15 minutes followed by pure acetonitrile for the rest of the run.
The conditions employed during the derivatization reaction of fumonsins with o-
phtaldialdehyde (OPA) were also optimized to utilize 100 uL sample extract and 200 pL
OPA solution at 5 15°C during 60 seconds. The new conditions improved the detection
limits to 0.02 and 0.04 ng/g for FB; and FB,, respectively, and to an average standard
deviation between duplicates of 0,6% for FB, and 2,2% for FB..

UNITERMS: Mycotoxins, fumonisins, corn, high performance liquid chromatography.

INTRODUCAO

As fumonisinas s@o toxinas capazes de causar leucoencefalomalacia eqiiina (LEME)

- 4 ’ U A A 12
2 edema pulmonar e hidrotorax em suinos '°, cdncer hepatico em ratos e

leucoencefalomalacia e hemorragia cerebral em coelhos °. Os altos niveis de fumonisina B,
em milho utilizado na dieta humana em algumas localidades da Africa do Sul e no norte da
China, tem sido apontado como a possivel causa da alta incidéncia de cancer de esdfago nas

populagdes envolvidas ***%,

12,13

Esta familia de toximas foi primeiro relatada em 1988 por um grupo de

pesquisadores da Africa do Sul. Sdo produzidas por cepas de Fusarium moniliforme
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Sheldon *°, F. proliferatum Segio Liseola " e F. nygamai ®. O milho tem sido o cereal mais
implicado em contaminagdo por fumonisinas, tanto em freqiiéncia como em niveis.
Realmente, o F. moniliforme e o F. proliferatum sio invasores freqiientes do milho em todo
o mundo ".

Originalmente, BEZUIDENHOUT ef alii ° descreveram e caracterizaram
quimicamente quatro metabolitos, as fumonisinas A, (FA,), A, (FA,), By (FB,) e B, (FBy).
A chamada série “A” contém amidas acetiladas no C-2, enquanto a série “B” apresenta uma
amina primaria livre. Mais recentemente duas outras fumonisinas, B; (FB3) e By (FBy),
foram isoladas a partir de cultivos de F. moniliforme MRC 826 A FB; é a mais
importante do grupo, constituindo freqiientemente até 70% do total das fumonisinas,
produzidas tanto em meios de cultura, quanto em milho naturalmente contaminado.

O milho é o cereal mais produzido no Brasil * e o nosso pais constitui-se no seu
terceiro produtor mundial. Apesar disto a produg@io nacional ndo satisfaz as necessidades
internas. Algumas espécies de Fusarium ja foram isoladas de milho, trigo, arroz e ragdes,
procedentes de varios Estados brasileiros, em proporg¢oes variadas, com predomindncia de

 90% das amostras de

F. moniliforme e F. graminearum **. Segundo WENTZ et alii
milho e de ra¢des, para suinos e aves, por eles examinadas no Estado de Santa Catarina,
estavam contaminadas com Fusarium spp. ASEVEDO * trabalhando com 90 amostras de
milho procedentes de vérias regides do Brasil, encontrou Fusarium spp em 62,2% das
amostras. CORREA et alii ', verificaram uma freqiiéncia de 85,1% de F. moniliforme em
milho pés-colheita.

Embora as informagdes sobre a incidéncia de fumonisinas em milho e produtos a
base de milho no Brasil sejam escassas, elas mostram a importancia do problema para o
nosso pais. Em um trabalho realizado por SYDENHAM et alii %, foram analisadas 21
amostras de racio associadas a casos de micotoxicoses na regido de Londrina, Parana. Os

resultados revelaram que 95,2% continham FB; e 85,7% continham FB,. Ja HIROOKA et

alii * 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 FB, e 94,8% para FB,. Um total de 4 amostras excederam a 10 pg/g, valor considerado
critico para o desencadeamento da LEME.

Devido ao amplo potencial de contaminagao do milho e derivados com fumonisinas
1862938.4146  métodos analiticos que monitorem os niveis de fumonisinas nos produtos
agricolas s3o de grande interesse. Este fato € reforgado pelas necessidades de fiscalizagdo do
cereal e seus produtos originados interna ou externamente. E também possivel que as
poucas informagdes sobre a incidéncia de fumonisinas no Brasil advenha exatamente das
dificuldades encontradas no pais com a metodologia analitica. Diante deste quadro os
objetivos do presente trabalho foram: (1) avaliar um conjunto de técnicas ja existentes
relatadas na literatura e julgadas promissoras para determinagdo de fumonisinas B, e B, em
milho; (2) uma vez escolhido o método analitico, proceder a sua otimizagdo e adequagio

para as condi¢des de trabalho encontradas em laboratérios brasileiros.

MATERIAL E METODOS

1. Amostras: amostras de milho foram adquiridas em estabelecimentos comerciais
de Campinas, Sdo Paulo. As amostras foram trituradas em moinho até passarem por uma
peneira de 20 mesh e acondicionadas em sacos plasticos impermeaveis a agua. Foram
mantidas a -18°C até o momento da analise.

2. Padrdes de fumonisinas B; e B,: solugdes estoques individuais de fumonisinas
B; e B, (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) foram preparadas pesando-se 1 mg e
dissolvendo-os em 10 mL de acetonitrila-dgua (1+1) segundo VISCONTI et alii ¥,
obtendo-se uma concentra¢do de 100 pg/mL. Solugbes de trabalho foram preparadas em
concentracdes de 50 pg/mL de FB, e de FB,, respectivamente. Todas as solugdes padrdes

foram armazenadas em frascos ambar vedados, a -18°C.
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3. Solventes e reagentes: acetonitrila grau cromatografico, metanol, acido acético
glacial, orto-ftaldialdeido (OPA), 2-mercaptoetanol, tetraborato de sédio, acido cloridrico,
hidroxido de sodio, cloreto de potassio, sulfato de aménio, acetato de chumbo, fosfato de
sodio, acetato de sodio. Todos os solventes e reagentes usados para extracdo e limpeza
foram de grau analitico.

4. Fase movel: as fases moveis testadas foram filtradas através de uma membrana
HVLP 01300 de 0,45 pum de didmetro (Millipore Corporation, Milford, MA) e
degaseificadas em banho de ultra-som. A vazdo da fase movel foi de 1 mL/min.

5. Reagente de derivacao: 40 mg de o-ftaldialdeido foram dissolvidos em 1 mL de
metanol e diluidos com 5 mL de tampdo borato de soédio 0,1 M (3,8 g de tetraborato de
sodio foram dissolvidos em 100 mL de agua deionizada e corrigido o pH para 10,4 com
hidroxido de s6dio 0,1 M), foram adicionados 50 pL de 2-mercaptoetanol e misturados. O
reagente de derivacdo foi estocado em frasco dmbar vedado com papel aluminio sob
temperatura de 5 a 15°C. Permaneceu estavel por uma semana.

6. Equipamentos:

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

Liqiiidificador: comum, de uso doméstico ou equivalente.

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

Suporte miltiplo para colunas de extracio em fase sélida: Supelco - Visiprep DL
(Bellefonte, PA 16823) ou equivalente.

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

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

Banho ultra-som: Microssonic SX 20 ou equivalente.

Purificador de agua: a agua foi filtrada e desionizada através de um sistema de
ultra-purificacio de agua Millipore Milli-Q plus (Millipore, Milford, MA).

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

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

7. Otimizacdo da separaciio cromatogrifica das fumonisinas B, e B,: fases
moveis com diferentes composi¢cdes foram avaliadas através da resolugdo das toxinas, com
padrdes e posteriormente com amostras artificialmente contaminadas com 2 pg/g de cada
toxina (FB; e FB,).

8. Otimizacio da derivacio da fumonisina B, com o-ftaldialdeido: a formagao
do derivado FB,;-OPA foi estudada de duas maneiras: (1) variando-se o tempo e temperatura
durante a reagdo de derivagdo; (2) verificando-se a relagdo Otima entre a concentragdo dos
padrGes e o volume do reagente de derivagdo. Foi realizada analise de variancia dos dados
obtidos.

9. Avaliacdo de sistemas de extracdo e limpeza: quatro sistemas de extragcdo e
limpeza foram avaliados quanto a sua eficiéncia usando-se amostras de milho artificialmente
contaminadas. Foram avaliados os métodos de SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA ¥,
PRADO er alii ®, ZOLLER et alii “ ¢ SYDENHAM e alii **. O primeiro sistema de
extracdo e limpeza foi preconizado para aflatoxinas, zearalenona, ocratoxina A e

esterigmatocistina e o segundo para aflatoxinas. Foram escolhidos para avaliagao devido a
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caracteristicas de praticabilidade e facilidade de emprego em laboratérios nacionais. A
concentragdo de FB,; e FB; nas amostras enriquecidas de milho foi de 2 pg/g de cada.

10. Avaliacido de colunas de extra¢do em fase soélida: as colunas de troca anidnica
forte de 500 mg, Sep Pak QMA (Waters Associates, Milford, MA) e SAX (Varian, Harbor
City, CA 90710) e a coluna de fase reversa Sep Pak C;s (Millipore Corporation, Milford,
MA) foram avaliadas quanto a eficiéncia de limpeza e quanto a recuperagao de FB; e FB,
em amostras de milho artificialmente contaminadas.

11. Recuperacdo, repetibilidade e limites de detecc¢fio: varios aspectos com
relagdo a técnica analitica foram avaliados, incluindo a recuperagdo de cada fumonisina
individualmente, a linearidade da curva padrdo, o limite de detecgdo do método e a
repetibilidade da técnica. Para a recuperagdo, 50 g da amostra de milho, livre de
fumonisinas, foram contaminadas com 2 pg/g dos padrdes de FB, e FB,. A linearidade da
curva padrio foi determinada pela analise cromatografica de padroes diluidos em
concentragdes decrescentes e submetidos a reagdo com o o-ftaldialdeido. O limite de
detec¢do do método foi definido para nossas condi¢gdes de trabalho, como a concentragdo
das fumonisinas B, e B, presente na amostra que originou um pico com uma area de 1 x 10°
mV. Esta area foi escolhida por ser a menor que permitia visualizagado inequivoca do pico. A
repetibilidade do método foi avaliada calculando-se o desvio padrdo relativo (RSD) do
resultado da analise de 4 amostras de milho contaminadas artificialmente com 2 pg/g de FB,
e FB,.

12. Descontaminacio do material: todo o material utilizado foi descontaminado
com uma solu¢do concentrada de hipoclorito de sodio comercial, por 24 horas. Apos a
descontaminagio o material foi lavado normalmente, enxaguado com agua destilada e seco
em estufa.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Otimizacdo das condicoes de eluicao no cromatdgrafo a liquido: dentre as
varias fases moveis estudadas para separar os derivados de fumonisinas-OPA das impurezas
resultantes da derivagdo ou de interferentes provenientes do extrato da amostra em
cromatografo a liquido, a melhor resolugdo para o pico de FB; foi conseguida com
acetonitrila/agua/acido acético glacial (50+50+0,5). Com a fase movel escolhida, o tempo de
retengdo da FB, foi de 10,1 e o da FB, de 42,6 minutos. O tempo de retengdo
excessivamente longo para FB, recomenda a utilizagdo de uma coluna mais curta,
possivelmente com 15 cm de comprimento. Para obter um tempo de reten¢do menor para a
FB,, na coluna de 25 cm em uso neste estudo, o sistema solvente foi mudado para
acetonitrila pura apds 15 minutos da inje¢do da amostra. Com esta modificag@o, o tempo de
reten¢ao da FB, foi reduzido para 26 minutos. Antes da inje¢dao da nova amostra, um tempo
para re-equilibrar a coluna de 30 minutos com acetonitrila/agua/acido acético glacial
(50+50+0,5), tornou-se necessario. A demora na saida da FB, tem sido resolvida em alguns
laboratorios com o uso de gradientes '®** . A Tabela 3 apresenta as fases moveis avaliadas,

algumas citadas na literatura.
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TABELA 3.Tempo de reten¢do em cromatografia liqiiida de alta eficiéncia para fumonisina
B em diferentes fases moveis.

Fase Movel Tempo de Retencdo para FB, Referéncias
Acetonitrila/dgua/dcido acético glacial (50:50:0,5) 10,13
Acetonitrila/dgua/dcido acético glacial (50:50:1) 8,30 STACK & EPPLEY *'
Acetonitrila/agna/dcido acético glacial (51:49:0,5) 10,50
Acetonitrila/dgua/dcido acético glacial (51:49:0,1) 2,90
Acetonitrila/dgua/acido acético glacial (51:49:0,3) 8,72
Acetonitrila/dgua/acido acético glacial (52:48:1) 10,02
Acetonitrila/dgna/dcido acético glacial (53:47:1) 8,22
Acetonitrila/dgua/dcido acético glacial (54:46:1) 12,71
Acetonitrila/dgua/acido acético glacial 6.08
(54,5:45,5:1) i
Acetonitrila/dgua/dcido acético glacial (55:45:1) 6.30
Acetonitrila/agua/dcido acético glacial (56:44:1) 6,78
Acetonitrila/dgna/dcido acético glacial (57:43:1) 822
Acetonitrila/dgua/dcido acético glacial (60:40:1) 4,88
Acetonitrila/agua/dcido acético glacial (70:30:0,5) 4,39
Acetonitrila/tampéo fosfato 0,05 M pH 3,35 318
(30:70) ;
Acetonitrila/tampdo fosfato 0,1 M pH 3,35 (40:60) 2,87 RICE & ROSS *
Acetonitrila/tampdo fosfato 0,1 M pH 3.35 (50:50) 2,11
Acetonitrila/metanol/tampdo fosfato 0,1 M pH 3,35 292
(35:35:30) ’
Acetonitrila/metanol/tampdo fosfato 0,1 M pH 3,35 312
(30:40:30) '
Metanol/tampéo fosfato 0,1 M pH 3,35 (77:23) 3.40 SYDENHAM et alii **
Metanol/tampdo acetato 0,1 M pH 3.5 (50:50) 4,80 ZOLLER et alii
Metanol/tampdo acetato 0,1 M pH 3.5 (80:20) 2,75
Metanol/tamp3o acetato 0,1 M pH 3,5 (65:35) 3,23
Metanol/agua/dcido acético glacial (77:23:1) 7,55
Tampdo acetato 0,1 M pH 3,5/metanol/acetonitrila/ 236
agua (50:25:20:5) ’

Os cromatogramas das solug¢bes padrdo de 50 pg/mL de FB, e FB; e do extrato de

milho naturalmente contaminado estdo apresentados nas Figuras 2 e 3.
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FB2

s W

Figura 2. Cromatograma das fumonisinas B, e B,. Condigdes cromatograficas: coluna (250
mm x 4,6 mm) Varian (Walnut Creek, CA) empacotada com Microsorb-MV 5
um ODS de fase reversa; fase movel composta por acetonitrila:agua:acido acético
glacial (50+50+0,5) até 15 minutos, seguida por acetonitrila pura; comprimentos
de onda de excitagdo e emissdo foram 335 nm e 440 nm; vazdo de 1,0 mL/min.

|

FB1 (4,2 ug/g)

FB2 (1,8 pa/g)

Figura 3. Cromatograma de amostra de milho naturalmente contaminada com FB; € FB..
CondigOes cromatograficas: coluna (250 mm x 4,6 mm) Varian (Walnut Creek,
CA) empacotada com Microsorb-MV 5 uym ODS de fase reversa; fase movel
composta por acetonitrila:agua:acido acético glacial (50+50+0,5) até 15 minutos,

seguida por acetonitrila pura; comprimentos de onda de excitagdo e emissdo
foram 335 nm e 440 nm; vazdo de 1,0 mL/min.
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2. Formacgao do derivado FB,-OPA: as fumonisinas ndo apresentam fluorescéncia
¢ absorvem pobremente no ultravioleta/visivel (UV/VIS). Assim sendo uma reagdo de
derivagdo é necessaria para possibilitar a sua determinagdo por CLAE com detector de
fluorescéncia ou de absorvancia no UV/VIS. A reac¢do com marcador fluorescente tem sido
favorecida por permitir limites de detecgdo (LD) mais baixos. Os reagentes propostos até
agora tem sido fluorescamina (LD < 10 mg/kg), o-ftaldialdeido (OPA, LD ~ 50 ng/g),
naftaleno—2-3-dicarboxaldeido (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) *. O OPA oferece como vantagens um custo muito inferior aos demais exceto a
fluorescamina, ser facilmente disponivel ¢ um melhor limite de detecg¢do. A reagdo com o

OPA da-se com grupos funcionais do tipo amina (Figura 4).

R

CHO RNH 2, RSH
N-R
CHO

]

o-ftaldialdeido (OPA) N-substituido 1-cianobenz(f)isoindol
+RNH2, - H20
SR - HJ_OW
| SR
CH=N-R CH-NHR
+
QL == O — Qo
CHO CHO
OH

Figura 4. Reagdo da amina primaria da fumonisina com o o-ftaldialdeido (OPA) na presenca
de 2-mercaptoetanol para formar um derivado N-substituido 1-
cianobenz(f)isoindol **.

Como o derivado fumonisina-OPA nao € estavel, o efeito do tempo de reagdo na

derivagio das fumonisinas foi estudado. Para verificar qual seria 0 melhor tempo de reagao,
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manteve-se o tempo de agitag@o inicial em 30 segundos e variou-se 0 tempo para inje¢ao no
cromatografo a ligiido em 30, 45, 60, 90 e 120 segundos apds o inicio da reagdo. Os
resultados estdo representados na Figura 5, a qual indica que o tempo de reagdo de 60
segundos antes da injegdo da amostra apresenta intensidade maxima de fluorescéncia. No
mesmo tempo de reag@o a repetibilidade dos resultados € melhor (coeficiente de variagdo —
23,6%). Nos outros tempos de reagdo analisados houve uma maior variagdo e um

decréscimo na intensidade de fluorescéncia.

1,5 -

Area do pico (x 10%)

-
1

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (seg)

Figura 5. Efeito do tempo de reagdo na derivagdo da fumonisina B; com OPA, a temperatura
ambiente. Cada ponto representa a média de determinagdes em triplicata.

Visando conseguir um maior rendimento na formag¢do do derivado fumonisinas-OPA,
foram estudadas diferentes temperaturas de reagao (5 a 30°C). Pode-se observar na Figura 6
que a faixa de temperatura entre 5-15°C da origem a picos com areas maiores,

possivelmente por melhorar a estabilidade do derivado evitando que se degrade rapidamente,
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permitindo assim uma melhor resposta pelo detector de fluorescéncia. Este resultado
contraria os apresentados por THAKUR & SMITH *’ que verificaram néo haver diferenca

significativa na estabilidade da fluorescéncia do derivado em temperaturas entre 4 a 25°C.

52
5,1
50+
49 +
48+

47 +

Area dos picos (x10°)

46+
45+

44+

43

5 15 25 35
temperatura (°C)

Figura 6. Efeito da temperatura de reagdo na derivagdo da fumonisina B, com OPA. Cada
ponto representa a média de determinagGes em triplicata.

Para verificar a melhor relagdo entre a concentragdo e o volume da solugdo de
fumonisinas, por um lado, € o volume do reagente de derivagio OPA, por outro, foi
utilizado um esquema fatorial com anélise de varidncia. Foram analisados: concentragdo do
padrao — 25 e 50 pg/mL; volume do padrido — 50, 100, 150 e 200 pL; e volume do reagente
de derivagdo — 150, 200 e 250 uL. Através do esquema fatorial concluiu-se que a condigdo
otima de trabalho foi obtida quando a concentragdo do padrao de fumonisinas foi a de 25
png/mL, o volume do padrdo 100 uL e o volume do reagente OPA de 200 pL.

3. Avaliacdo de sistemas de extracdo e limpeza: o método preconizado por
SOARES & RODRIGUES-AMAYA *° extrai a amostra por homogeneizagio em
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liquidificador durante 5 minutos com metanol/KCl 4% (9+1). A limpeza do extrato filtrado é
conseguida com sulfato de amoénio 30%, seguida por duas parti¢gOes sucessivas para
cloroférmio. No método de PRADO et alii %, a extragio consiste de uma homogeneiza¢io
em liqtiidificador durante 3 minutos com metanol/KCl 4% (9+1). A clarificagdo do extrato
filtrado da-se com acetato de chumbo 20% e sulfato de aménio 30%, seguida por
desengorduramento com isoctano e parti¢do para cloroférmio. No método de ZOLLER et
alii * a extragdo é obtida por homogeneizagio em liqiiidificador durante 3 minutos com
metanol/HCI 0,1 M (3+1). Por tltimo, a extragio segundo SYDENHAM e alii *° emprega
homogeneizagdo em ligiiidificador durante 5 minutos com metanol/agua (3+1). Nos dois
ultimos métodos a limpeza é realizada com colunas de extragdo em fase solida de troca
anidnica forte. Cabe aqui a observagdo que o método originalmente descrito por
SHEPHARD et alii **, foi, com pequenas modifica¢des **, objeto de estudos colaborativos

34 tendo sido adotado pela AOAC International . Os testes conduzidos no

internacionais
presente trabalho referem-se a forma final do método como foi descrito por SYDENHAM et
alii **.

230 n3o produziram uma limpeza adequada,

Os dois primeiros métodos
apresentando uma grande quantidade de interferentes no cromatograma. O emprego de
sulfato de aménio, em ambos os métodos, da origem a um precipitado quando o extrato €
re-suspendido em acetonitrila/agua (1+1), para inje¢io em cromatografo a liquido. O uso de
acetato de chumbo no método de PRADO et alii * pode, por sua vez, danificar a coluna
analitica pela introdugdo de um metal pesado no sistema. O desengorduramento com
isooctano foi acrescentado para remover os compostos lipossoliveis. A partigdo para
cloroférmio, uma outra etapa do processo de limpeza, mostrou melhor recuperacdo das
fumonisinas quando empregada sozinha e ndo quando precedida de desengorduramento com
isooctano. No entanto, a recuperagdo das fumonisinas foi inadequada e inferior a 20% em

todos estes casos e as etapas de uma maneira geral mostraram-se trabalhosas.
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Tanto o método de SYDENHAM et alii **, como o de ZOLLER et alii %,
apresentaram recuperagoes inferiores a 50%. A limpeza do método de SYDENHAM ef alii
%, no entanto mostrou um menor nimero de interferentes. Por este motivo foi considerado
mais promissor e modificagdes foram introduzidas no sentido de otimiza-lo.

4. Avaliacio de colunas de extracio em fase sélida: colunas de extracio em fase
solida, dos tipos octadecilsilil, troca anibnica forte e imunoafinidade, tem sido empregadas

%32 Os extratos obtidos

na limpeza de extratos de milho na determina¢do de fumonisinas
através do método de SYDENHAM et alii *° foram ainda submetidos a uma etapa de
limpeza com colunas de extragdo em fase solida. Foram testadas uma coluna de fase reversa
tipo octadecilsilil (C;s) e duas colunas de troca anidnica forte (SAX).

A limpeza com coluna de fase reversa nio foi eficiente, apresentando ainda varios
interferentes no cromatograma. No emprego de colunas de C;s para limpeza de extratos de
milho, alguns autores recomendam a eluigdo com metanol/gua ou acetonitrila/agua **.
Outros ainda preconizam a adigdo de 4cido acético ao solvente de eluigdo **.

Durante a elui¢io das fumonisinas da coluna de C;s, maiores recuperagdes foram
obtidas quando o solvente de extracdo utilizado foi metanol/agua (3+1), mas ainda assim
insatisfatorias. Os sistemas solventes utilizados com a coluna de C;s, no presente trabalho,

estdo descritos na Tabela 4.

TABELA 4. Solventes testados com coluna de fase reversa tipo octadecilsilil, para limpeza
de extratos de milho na determina¢do de fumonisinas.

Consicionsmenio Aplicagdo da Amostra| Lavagem da Coluna Elui¢do das Toxinas
da Coluna
6 mL metanol/agua + :
Metanol/agua (3+1
5 ml I 10 mL metanol/agua 3 mL metanol gpaL
meiang (3+1) 10 mL metanol/agua | Metanol/acido acético
(3+1) (99,5+0,5)
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A limpeza com as colunas de troca ani0nica forte apresentou melhores resultados do
que com as colunas de octadecilsilil, mas ainda assim foi necessario introduzir modificagdes
nos solventes de condicionamento e eluigdo com relagdo aos propostos no método de
SYDENHAM er alii **. A limpeza com coluna de troca anidnica forte (500 mg) ndo
produziu bons resultados uma vez que retinha 60% de FB,. Apesar da aparente
simplicidade, a separacdo por troca i6nica pode ser complexa. A reten¢@o ou a eluig@o das
fumonisinas pelas colunas de troca anidnica forte utilizadas na etapa de limpeza podem ser
afetadas por fatores como pH, forga idnica e vazio de eluigio ***. O pH do extrato deve
ser sempre corrigido para 5,8-6,5 segundo todos os autores pois a recuperagido das
fumonisinas pode ser comprometida em valores de pH abaixo de 5,8 e, por outro lado, as
fumonisinas podem ser completamente ionizadas em pH acima de 7, devido aos grupos
carboxilicos, presentes na molécula, além deste pH possibilitar a co-extragao de compostos
interferentes polares.

O condicionamento das colunas foi otimizado alterando-se os seguintes parametros:
volume das solugdes de lavagem, forga iGnica, volume da solugdo e vazdo de eluigdo. O
aumento da forga i6nica, ou seja, metanol/acido acético glacial (99+1) para (95+5)
aumentou a recupera¢ao das fumonisinas. Além disso, o uso de solvente com maior forga
ibnica ndo resultou na co-eluigdo de compostos intrinsecos do milho que interfeririam com a
determinacdo cromatografica das fumonisinas. Adicionalmente, com o aumento da
quantidade de eluente para 20 mL conseguiu-se recuperagdes de 72 a 87% de FB; e de 51 a
78% de FB; em coluna Sep Pak QMA e de 93 a 96% de FB, e de 69 a 85% de FB, em
colunas SAX nas duas primeiras utilizagdes. Ja foi relatado que a recuperagdo das
fumonisinas € substancialmente menor quando a vazdo de eluigdo nas colunas esta entre 2,5
a 6,7 mL/minuto, recomendando-se vazdes iguais ou menores que 1 mL/min **, A
necessidade de manter estas condigdes de eluicdo foram constatadas no presente trabalho.

A limpeza com colunas de C;s € mais rapida, entretanto, as colunas de troca aniénica

forte produzem fragGes mais limpas e o limite de detecgdo é menor. Numa intercomparagao
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de meétodos realizada entre 31 laboratorios europeus, aqueles que usaram limpeza com
colunas de C,g relataram também mais interferentes e limites de detecgfio piores que aqueles
que usaram colunas de troca anidnica forte **.

5. Recuperagio, repetibilidade e limites de detec¢do: a recuperagio do método
otimizado foi de 93 a 96% para FB, e de 69 a 85% para FB,. No estudo colaborativo do
método de SYDENHAM et alii * conduzido por AOAC-TUPAC, os 12 laboratérios
envolvidos obtiveram recuperagdes de 81 a 84% para FB; e 76 a 82% para FB,. Ja os
resultados com laboratérios europeus, em estudo em que a metodologia era de livre escolha,
as recuperagdes médias foram 70% para FB, e 69% para FB; **. Segundo ALBERTS et alii
! as recuperacdes mais baixas obtidas para FB, podem ser devido a diferenca de polaridade
em relagdo a FB; que resulta em uma perda de aproximadamente 20% durante a etapa de
limpeza, em comparagdo com os 4% para FB,. As curvas padrdo para FB; e FB; foram
lineares de 0,02 a 10 pg/g e de 0,04 a 10 pg/g, respectivamente, conforme apresentado nas

Figuras 7 e 8.
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Figura 7. Curva padréo de FB; de 0,02 a 10 pg/g.
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Figura 8. Curva padrio de FB; de 0,04 a 10 pg/g.

Os limites de detecgdo do método foram de 0,02 e 0,04 pg/g para FB; e FB,,
respectivamente. SHEPHARD *’ revendo a literatura sobre o assunto da como usual um
limite de deteccdo da ordem de 50 ng/g para FB; e FB,. A repetibilidade do método
mostrou-se adequada com desvios padrio relativos (RSD) de 0,6 % para FB, e 2,2% para
FB, para primeira ou segunda utilizagido das colunas de SAX. Resultados estes que
comparam bem com os encontrados no estudo colaborativo AOAC — JUPAC onde os RSD
internos dos laboratorios variaram entre 5,8 a 13,2% para FB, e entre 7,2 e 17,5% para FB»
**. No estudo europeu **, os valores médios de RSD foram de 10% para FB, e 11% para
FB,.
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CONCLUSOES

O método escolhido para determinagio de fumonisinas em milho na etapa de
avaliagdo foi o método de SYDENHAM et alii . Modificagdes foram necessarias para
aumentar a recupera¢do das toxinas e melhorar o limite de deteccdo. O método modificado
esta descrito a seguir:

Cinqiienta gramas da amostra foram homogeneizadas em ligilidificador com 100 mL
de metanol/agua (3+1) durante 5 minutos. A mistura foi centrifugada durante 10 minutos a
2000 rpm e o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro. O filtrado teve o pH corrigido,
quando necessario, para 5,8-6,5 com hidroxido de sodio 1 M (somente 2 a 3 gotas).

A limpeza do extrato filtrado foi conduzida em colunas SAX com 500 mg de
recheio. O condicionamento da coluna foi feito através de lavagens com 10 mL de metanol,
seguidos de 10 mL de metanol/agua (3+1). Foram aplicados 10 mL do extrato filtrado na
coluna e lavados com 10 mL de metanol/agua (3+1), seguidos por 6 mL de metanol. As
fumonisinas foram entdo eluidas com 20 mL de metanol:acido acético glacial (95+5). Todos
os solventes foram passados pela coluna com uma vazdo maxima de 1 mL/min a qual pode
ser controlada com vacuo. O eluato foi evaporado a 60°C sob fluxo de nitrogénio. O residuo
concentrado foi lavado com 1 mL de metanol e novamente evaporado para garantir que
todo o acido acético fosse evaporado. O residuo seco foi mantido em freezer a -18°C até o
momento da analise.

Os extratos das amostras de milho foram re-dissolvidos em 500 pL de
acetonitrila/agua (1+1) e filtrados em filtros com poros de 0,45 um de didmetro. Foram
transferidos 100 pL deste extrato para um frasco e adicionados 200 pL do reagente OPA.
Foi agitado em ultra-som, entre 5-15°C, durante 30 segundos e injetados 20 pL no
cromatégrafo apos 60 segundos do inicio da reagao.

As fumonisinas foram separadas e quantificadas em um cromatografo a liquido de

alta eficiéncia usando uma fase movel composta por acetonitrila/agua/acido acético glacial
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(50+50+0,5) durante 15 minutos e em seguida por acetonitrila pura. O tempo total de
analise foi de 30 minutos. Apos a corrida foram necessarios 30 minutos para condicionar a
coluna com a fase movel composta por acetonitrila/agua/acido acético glacial (50+50+0,5),

antes da proxima injegao.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. ALBERTS, J. F.; GELDERBLOM, W. C. A. & MARASAS, W. F. O. Evaluation of
the extraction and purification procedures of the maleyl derivatization HPLC
technique for the quantification of the fumonisin B mycotoxins in corn cultures.
Mycotoxin Res., 8: 2-12, 1992.

2. AOAC INTERNATIONAL. Official Methods of Analysis of AOAC International. 16*
Edigdo, 3* Revisdo, Gaithersburg, M.D., 1997,

3. ASEVEDOQO, I. G. Estudo da microbiota fingica e influéncia da temperatura e umidade
na produgao de aflatoxinas por Aspergillus flavus Link, 1809 em amostras de milho
provenientes de silos. Sdo Paulo, Dissertagdo de Mestrado - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, 1988.

4. BENNETT, G. A .& RICHARD, J. L. Liquid chromatographic method for analysis of
the naphthalene dicarboxaldehyde derivitive of fumonisins. J. AOAC Int., 77: 501—
506, 1994.

5. BEZUIDENHOUT, S. C.; GELDERBLOM, W. C. A,; GORST-ALLMAN, C. P,
HORAK, R. M.; MARASAS, W. F. O,; SPITELLER, G. & VLEGGARR, R
Structure elucidation of the fumonisins, mycotoxins from Fusarium moniliforme. J.
Chem. Soc., Chem. Comm., 11: 743-745, 1988.

6. BUCCI, T.; HANSEN, D. K. & LABORDE, J. B. Leukoencephalomalacia and
hemorrhage in the brain of rabbits gavaged with mycotoxin Fumonisin B,. Nat. Tox.,
4: 51-52, 1996.

7. BULLERMAN, L. B. Occurrence of Fusarium and fumonisins on food grains and in
foods. In: Fumonsins in Food, New York, Jackson, L. S.; DeVries, J W.; Bullerman,
L. B. (eds)., 1995, p. 27-38.

83



10.

1,

12.

13.

14.

15.

16.

b7 7

18.

BURGESS, L. W. & TRIMBOLI, D. Characterization and distribution of Fusarium
nygamai, sp. Mycologia, 78: 223-229, 1986.

CHU, F. S. & L1, G. Y. Simultaneous occurrence of fumonisin B; and other mycotoxins
in moldy corn collected from the People’s Republic of China in regions with high
incidence of esophageal cancer. Appl. Environ. Microbiol., 60: 847852, 1994.

COLVIN, B. M. & HARRISON, L. R. Fumonisin-induced pulmonary edema and
hydrothorax in swine. Mycopathol., 117: 79-82, 1992.

CORREA, B.; POZZI, C. R.; GAMBALE, W_; PAULA, C. R. & CHACON-RECHE,
N. O. Postharvest and stored corn in Brazil. Mycoflora, interation abiotic factors,
and mycotoxins occurrence. /nternational IUPAC Symposium on Mycotoxins and
Phycoroxins, Mexico City, Livro de Resumos, 1992, p. 123.

GELDERBLOM, W. C. A;; KRIEK, N. P. J.; MARASAS, W. F. O. & THIEL, P. G.
Toxicity and carcinogenicity of the Fusarium moniliforme metabolite, fumonisin B,
in rats. Carcinogenesis, 12: 1247-1251, 1991.

GELDERBLOM, W. C. A ; MARASAS, W. F. O.; VLEGGAR, R.; THIEL, P. G. &
CAWOOD, M. E. Fumonisins: isolation, chemical, characterization and biological
effects. Mycopathol., 117: 11-16, 1992.

HIROOKA, E. Y.; YAMAGUCHI, M. M.; AOYAMA, S.; SUGIURA, Y. & UENO,
Y. The natural occurrence of fumonisins in Brazilian comn kermels. Food Add.
Contam., 13: 173-183, 1996.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Anudrio Estatistico
do Brasil, Rio de Janeiro, 1996.

MUSSER, S. M. & PLATTNER, R. D. Fumonisin composition in cultures of Fusarium
moniliforme, Fusarium proliferatum, and Fusarium nygami. J. Agric. Food Chem.
45: 1169-1173, 1997.

NELSON, P. E.; TOUSSOUN, T. A. & MARASAS, W. F. O. Fusarium species. An
illustrated manual for identification. State College, Pa., 1983, 203 p.

PATEL, S.; HAZEL, C. M, WINTERTON, A. G. M. & GLEADLE, A. E.
Surveillance of fumonisins in UK maize-based foods and other cereals. Food Add.
Contam. 14: 187-191, 1997.

84



19. PLATTNER, R. D.; WEISLEDER, D.; SHACKELFORD, D. D_; PETERSON, R. &
POWELL, R. G. A new fumonisin from solid cultures of Fusarium moniliforme.
Mycopathol., 117: 23-28, 1992.

20. PRADO, G.; LEITE, M. P. M. B. & NICACIO, M. A. S. Estudo comparativo de
métodos analiticos para quantificacdo de aflatoxinas em rag@o animal. Bol. SBCTA,
27: 9-13, 1993.

21. RICE, L.G. & ROSS, P.F. Methods for detection and quantitation of fumonisins in
corn, cereal products and animal excreta. J. Food Protec., 57: 516 — 540, 1994.

22. ROSS, P. F.; LEDET, A E.; OWENS, D. L.; RICE, L. G,; NELSON, H. A;
OSWEILER, G. D. & WILSON, T. M. Experimental equine leukoencephalomalacia,
toxic hepatosis, and encephalopathy caused by corn naturally contamined with
fumonisins. J. Vet. Diag. Investig., 5: 69-74, 1993.

23. ROSS, P. F; RICE, L. G.; PLATTNER, R. D.; OSWEILER, G. D.; WILSON, T. M;
OWENS, D. L.; NELSON, H. A . & RICHARD, J. L. Concentration of fumonisin
B, in feeds associated with animal health problems, Mycopathol., 114: 129-135,
1991.

24. ROTH, M. Fluorescence reaction for amino acids. Anal. Chem., 43: 880-882, 1971.

25. SALGADO, J. M. & CARVALHO, P. C. T. Fungos toxigénicos associados a cereais. I-
Levantamento da microbiota do milho, trigo e arroz. Rev. Microbiol., 11: 60-63,
1980.

26. SCOTT, P. M. Mycotoxin methodology. Food Add. Contam., 12: 395-403, 1995.

27. SHEPHARD, G. S. Chromatographic determination of the fumonisin mycotoxins. J.
Chromatogr. 815: 31-39, 1998.

28. SHEPHARD, G. S.; SYDENHAM, E. W ; THIEL, P. G. & GELDERBLOM, W. C. A.
Quantitative determination of fumonisins B, and B, by high-performance liquid
chromatography with fluorescence detection, J. Liquid Chrom., 13: 2077-2087,
1990.

29. SHEPHARD, G. S.; THIEL, P. G.; STOCKENSTROM, S. & SYDENHAM, E. W.
Worldwide survey of fumonisin contaminated of corn and corn-based products. J.
AQAC Int., 79: 671-687, 1996.

85



30.

32

35.

36.

3.

38.

SOARES, L. M. V. & RODRIGUEZ-AMAYA, D. B. Survey of aflatoxins, ochratoxin
A, zearalenone, and sterigmatocystin in some Brazilian foods, utilizing a multi-toxin
thin layer chromatographic method. J. Assoc. Off. Anal. Chem., 72: 22-26, 1989.

. STACK, M. E. & EPPLEY, R. M. Liquid chromatographic determination of fumonisins

B, and B; in corn and corn products. J. AOAC Int., 75: 834-837, 1992.

SYDENHAM, E. W.; MARASAS, W. F. O.; SHEPHARD, G. S; THIEL, P. G. &
HIROOKA, E. Y. Fumonisin concentration in Brazilian feeds associated with field
outbreaks of confirmed and suspected animal mycotoxicoses. J. Agric. Food Chem.,
40: 994-997, 1992.

. SYDENHAM, E. W. & SHEPHARD, G. S. Chromatographic and allied methods of

analysis for selected mycotoxins. London, Gilbert, J. (ed), Progress in Food
Contaminat Analysis, 1996, p.65-146. ;

. SYDENHAM, E. C.; SHEPHARD, G. S. & THIEL, P. G. Liquid chromatographic

determination of fumonisins B1, B,, and Bs in foods and feeds. J AOAC Int., 75:
313-318, 1992.

SYDENHAM, E. C.; SHEPHARD, G. S.; THIEL, P. G.; STOCKENSTROM, S
SNIJMAN, P. W. & VAN SCHALKWYK, D. J. Liquid Chromatographic
determination of fumonisins B;, B2 and B; in corn: AOAC-IUPAC collaborative
study. J. AOAC Int., 79: 688-696, 1996.

SYDENHAM., E. W.; THIEL, P. G.; MARASAS, W. F. O; SHEPHARD, G. S.; VAN
SCHALKWYK, D. J. & KOCH, K. R. Natural occurrence of some Fusarium
mycotoxins in corn from low and high esophageal cancer prevalence areas of the
Transkei, Southern Africa. J. Agric. Food Chem., 38: 1900-1903, 1990.

THAKUR, R. A. & SMITH, J. S. Determination of fumonisins B; and B> and their
major hydrolysis products in corn, feed, and meat, using HPLC. J. Agric. Food
Chem., 44:1047-1052, 1996.

THIEL, P. G.; MARASAS, W. F. O .; SYDENHAM, E. W_; SHEPHARD, G. S. &

GELDERBLOM, W. C. A. The implications of naturally occurring levels. of
fumonisins in corn for human and animal health. Mycopathol., 117: 3-9, 1992.

86



39

40

41

42

43

45

46.

. THIEL, P. G;; MARASAS, W. F. O; SYDENHAM, E. W.; SHEPHARD, G. S;
GELDERBLOM, W. C. A. & NIEUWENHUIS, J. J. Survey of fumonisin
production by Fusarium species. Appl. Environ. Microbiol., 57: 1089-1093, 1991.

. THIEL, P. G.; SYDENHAM, E. C.; SHEPHARD, G. S. & Van SCHALKWYK, D. I.
Study of the reproducibility characteristics of a Liquid Chromatographic method for
the determination of fumonisins B, and B, in corn: JTUPAC collaborative study. J.
AQAC Int., 76: 361-366, 1993.

. UENO, Y.; AOYAMA, S.; SUGIURA, Y.; WANG, D. S.; LEE, U. S.; HIROOKA, E.
Y.; HARA, S.; KARKI, T.; CHEN, G. & YU, S. Z. A limited survey of fumonisins
in corn and corn-based products in Asian countries. Mycotoxin Res., 9:, 27-34, 1993.

. VISCONTI, A.; BOENKE, A.; SOLFRIZO, M.; PASCALE, M. & DOKO, M. B.
European intercomparison study for the determination of the fumonisins content in
two maize materials. Food Add. Contam. 13: 909-927, 1996.

. VISCONTL, A.; DOKO, M. B.; BOTTALICO, C.; SCHURER, B. & BOENKE, A.
Stability of fumonisins (FB; and FB,) in solution. Food Add. Contam., 11: 427-
431, 1994.

. WARE, G. M,; FRANCIS, O .; KUAN, S. S.; UMRIGAR, P.; CARMAN, A &
CARTER, L. Determination of fumonisin B, in corn by high performance liquid
chromatography with flourescence detection, Anal. Lett., 26: 1751-1770, 1993.

. WENTZ, I; SILVEIRA, P. R. S;; SOBESTIANSKY, J.; SANTOS, C. R. M. & REES,
U. Fusariotoxicoses e estrogenismo em suinos. Comunicagdo Técnica
CNPSA/EMBRAPA, 24: 1-3, 1981.

ZOLLER, O.; SAGER, F. & ZIMMERLI, B. Vorkommem von fumonisin in
Lebensmitteln. Mitt. Geb. Lebensmitt. Hyg., 85:. 81-99, 1994,

87



FUMONISINAS EM CULTIVARES DE MILHO NO ESTADO DE SAO PAULO:
INFLUENCIA DAS CARACTERISTICAS DO CULTIVAR E DAS CONDICOES
CLIMATICAS NA SAFRA DE 94/95,

RESUMO

Cento e cinco amostras de milho recém-colhidos, representando 35 genétipos de
milho com diferentes tipos de cultivares, de endosperma e de ciclo vegetativo, foram
avaliadas quanto ao teor de fumonisinas e a influéncia das caracteristicas e das condi¢des
climaticas na sua producdo em trés Estagbes Experimentais do Instituto Agronémico
(Capao Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga) em Sdo Paulo, durante a safra de 94/95.
Todos os cultivares analisados estavam contaminados com fumonisinas em niveis que
variaram de 0,13 pg/g a 6,58 ug/g para FB, e de 0,06 pug/g a 2,15 ug/g para FB,. Mais de
76% das amostras continham niveis de fumonisinas acima de 1,0 pg/g. Nao foi observada
correlagdo entre concentragao de fumonisinas e tipos de cultivares, de endosperma, ou do
ciclo vegetativo. Foi observada uma forte interagio entre a contaminag@o por fumonisinas e
o local de cultivo das amostras analisadas. Houve diferenga significativa entre as
temperaturas minimas registradas nas Estagdes Experimentais estudadas durante a safra de
94/95. Nao foi observada correlagdo entre temperatura ambiente e contaminagdo por
fumonisinas. Foi observada correlagio negativa (r = -0,96) entre indice pluviométrico apos
o florescimento feminino e concentra¢do de fumonisinas. Embora todos os cultivares
analisados apresentassem contamina¢@o por fumonisinas B; e B;, concluiu-se que as
condigdes ambientais especificas de cada area de cultivo representaram um importante fator

na formacZo das fumonisinas no milho.
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INTRODUCAO

O milho, cereal mais produzido no Brasil (IBGE, 1996), constantemente exposto a
contaminagao por fungos toxigénicos (WALLER & BRAYFORD, 1990; BACON et alii,
1992; ZUMMO & SCOTT, 1992), é cultivado numa area de 13 milhdes de hectares, com
uma produg@o anual em torno de 32 milhdes de toneladas (TSUNECHIRO & OKAWA,
1996). Os maiores produtores sdo os Estados do Parana, Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Rio Grande do Sul e Santa Catarina (IBGE, 1996). No Estado de Sao Paulo, nos trés
ultimos anos agricolas, cultivou-se em torno de 1,2 milhdo de hectares de milho (DUARTE
& PATERNIANI, 1998).

As fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas produzidas principalmente por
Fusarium moniliforme, F. proliferatum além de outras espécies da Se¢ao Liseola. O milho
¢ o produto agricola mais frequentemente infectado pelo F. moniliforme, uma espécie
cosmopolita, saprofita, que produz infecgGes assintomaticas (HEADRICK & PATAKY,
1991). A FB; causa leucoencefalomaldcia em equinos - LEME (ROSS ez alii, 1991), edema
pulmonar e hidrotérax (EPS) em suinos (OSWEILER ef alii, 1992), hemorragia cerebral
em coelhos (BUCCI ez alii, 1996) e céancer hepatico em ratos (GELDERBLOM ez alii,
1991). A propriedade carcinogénica € atribuida também, a outros componentes do grupo
como FB; e FB3 (GELDERBLOM et alii, 1992).

Os poucos trabalhos sobre a incidéncia de fumonisinas em cultivares de milho
plantados no Brasil relataram a existéncia de surtos de LEME nos Estados do Rio Grande
do Sul, Sao Paulo, Santa Catarina, Minas Gerais (MEIRELES et alii, 1992), e Parana
(YAMAGUSHI et alii, 1992; SYDENHAM et alii, 1992). Amostras de milho provenientes
do Parana, Mato Grosso do Sul e Goias foram investigadas por HIROOKA et alii (1996),
apresentando-se positivas para FB; e FB,.

Diferengas entre genotipos de milho com relagdo a infecgdo pelo F. moniliforme
parecem estar sob controle genético (KING & SCOTT, 1981). A resisténcia genética a
infeccdo pelos fungos ou a n3o susceptibilidade a formagdo de fumonisinas tem sido
estudada (BOLING & GROGAN, 1965; LUNSFORD et alii, 1976; SCOTT & KING,

1984), e parece ser uma forma promissora de controle. SHELBY ef alii (1994) mostraram
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produgdo diferenciada de fumonisinas em 15 hibridos de milho disponiveis comercialmente
e plantados em 17 locais nos Estados Unidos. Este estudo sugeriu a possibilidade da
selecdo de cultivares de milho resistentes e o seu cultivo em areas onde as fumonisinas s3o
um problema. Estudos com cultivares de milho com vistas a uma possivel selecio de
genotipos resistentes ao F. moniliforme foram realizados também na Europa e na Africa
(RHEEDER et alii, 1990 a, b; DOKO et alii 1995). Foram encontradas diferen¢as na
ocorréncia natural de fumonisinas em varios genotipos estudados, sugerindo a possibilidade
de selegdo de cultivares mais resistentes.

A cultura do milho encontra condi¢des edafocliméticas satisfatorias para a
explorag@o agricola em todo o territorio nacional. Contudo, as oscilagdes meteorologicas ao
longo do ciclo vegetativo e as variagdes interanuais podem reduzir drasticamente a
produgdo ou mesmo inibir o desenvolvimento da planFa (BRUNINI et alii, 1997). O Estado
de S3o Paulo possui em média condi¢des térmic‘;;."e?‘hidﬁcas favoraveis para o
desenvolvimento da cultura do milho (CAMARGO et alii, 1974).

A temperatura constitui-se um dos elementos do clima mais decisivo para o bom
desenvolvimento do milho, embora a dgua e demais componentes climaticos exergam
diretamente sua influéncia no processo (FANCELLI & DOURADO-NETO, 1997). A
recomendagdo para o plantio do milho vai das regides compreendidas entre 58° de latitude
norte até 40° de latitude sul, passando por diversas altitudes, desde localizadas abaixo do
nivel do mar, até a regido dos Andes. Inclusive, a temperatura € um elemento
preponderante na duragdo do ciclo da cultura, especialmente do subperiodo de
desenvolvimento emergéncia ao florescimento masculino. A duragdo dos subperiodos apos
o florescimento é mais homogéneo, embora a perda de umidade dos grdos apresente
variagio entre os cultivares (GERAGE, 1991). Sendo a planta de milho termosensivel,
necessita determinada quantidade de calor para completar cada fase de seu ciclo de
desenvolvimento.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a produgéo de fumonisinas B; € B2
em diferentes gendtipos de milho recém-colhidos plantados no Estado de S&o Paulo e a

influéncia das caracteristicas do cultivar e das condigdes climaticas com relagdo a produgao

de fumonisinas.



MATERIAL E METODOS

1. Amostras: Cento e cinco amostras de grdos de milho recém-colhidos
correspondendo a 35 genotipos, foram coletadas em trés Estagdes Experimentais do
Instituto Agronémico (Capao Bonito, Ribeirdo 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 Ribeirdo Preto (176 dias do plantio
a colheita); e em 24/11/1994 e 25/04/1995 em Votuporanga (153 dias do plantio a colheita).
A adubag@o de plantio e de cobertura foi feita em fungdo da anélise quimica do solo,
utilizando a Tabela de Adubagdo de Milho do IAC (Van RAIJ et alii, 1996). Todas as
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos impermeaveis a 4gua e armazenadas a -
18°C até o momento da analise.

Na Tabela 5 estdo relacionados os cultivares que foram avaliados nos testes
regionais de 94/95 nas EstacGes Experimentais do Instituto Agronémico, compreendendo

32 cultivares comerciais e 3 hibridos experimentais do IAC.
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TABELA 5. Rela(;ﬁ_o e caracteristicas dos cultivares de milho avaliados nas Estag¢tes
Experimentais do Instituto Agrondmico em Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e
Votuporanga, Estado de Sdo Paulo, na safra de 94/95.

Produtores e/ou s Tipo de Cor dos Graos/Tipo | ~. , @
Criadores Genétipos Cultivar® de Endosperma Ciclo
Agroceres AG122 HD Amarelo Semidentado P
Agroceres AG 510 HTm Laranja Semiduro P
Agroceres AG 1043 HD Amarelo Semidentado N
Agroceres AG 5012 HT Laranja Semidentado P
Agromen AGN 2003 HD Amarelo Semidentado N
Agromen AGN 2012 HD Amarelo Semidentado SP
DSMM/CATI AL 25 A" Amarelo Semidentado P
DSMM/CATI AL 34 A% Amarelo Semidentado N
EMBRAPA BR 201 HD Laranja Semidentado P
EMBRAPA BR 205 HD Amarelo Semidentado P
Cargill C701 HD I aranja Semiduro P
Cargill C 805 HT Amarelo Scuiduro P
Cargill C 855 HT Amarelo Semidentado ar
Cargill C 901 HS Amarelo Semidentado SP
Colorado CO32 HT Laranja Semiduro P
Colorado CO 42 HD Laranja Semiduro P
Novartis Densus HT Amarelo Semiduro SP
Dinamilho-Carol DINA 556 HSm Laranja Semidentado P
Dinamilho-Carol DINA 766 HSm Laranja Semiduro SP
Dinamilho-Carol DINA 887 HSm Laranja Semiduro SP
Novartis G 550 HT Laranja Semiduro N
Novartis G 600 HD Amarelo Semidentado B
IAC IAC Taiuba Vv Amarelo Semidentado P
IAC IAC 3651 E HS Laranja Semiduro P
IAC TIAC 4243 E HS Laranja Semiduro P
IAC IAC 9643 E HS Laranja Semiduro N
Pioneer P 3041 HT Laranja Semiduro P
Pioneer P 3051 HT Laranja Duro SP
Pioneer P 3071 HT Laranja Semiduro I
Braskalb XL 370 HT Amarelo Semidentado P
Braskalb XL 380 HT Amarelo Semidentado P
Braskalb XL 660 HD Amarelo Semidentado P
Zéneca ZEN 8392 HS Laranja Semiduro SP
Zéneca ZEN 8452 HS Laranja Semidentado P
Zéneca ZEN 8501 HT Amarelo Semidentado N

T HD = hibrido duplo; HIm = hibrido triplo modificado; HT = hibrido triplo; V = variedade; HS =
hibrido simples; HSm = hibrido simples modificado; HE = hibrido experimental.
@ p = precoce; N = normal; SP = super precoce.

2. Avaliaciio das caracteristicas agrondmicas: as caracteristicas dos cultivares

foram avaliadas nos laboratorios do Instituto Agrondmico de Campinas, cujos resultados se
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encontram no Documento Técnico n° 99 da Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral
— CATI (MEREGE et alii, 1996). Os dados diarios de temperaturas maximas e minimas, €
as precipitagdes pluviais foram fornecidos pelo Centro de Ecofisiologia e Biofisica do
Instituto Agronémico de Campinas.

3. Padroes de fumonisinas By e B;: solugGes estoques individuais de fumonisinas
B; e B; (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) foram preparadas pesando-se 1 mg e
dissolvendo-se em 10 mL de acetonitrila:agua (1+1) segundo VISCONTI et alii (1994),
obtendo-se uma concentragdo de 100 pg/mL. Solugdes de trabalho foram preparadas com
concentracoes de 50 pg/mL de FB; e de FB,, respectivamente. Todas as solugées paarao
foram armazenadas em frascos dmbar vedados, a -18°C.

4. Anadlise das fumonisinas: para a andlise das fumonisinas foi utilizada a
metodologia descrita por SHEPHART? -7 g/ii (1990) com algumas modificagdes, segundo
CAMARST o0 alin (1999). As amostras de milho foram trituradas em moinho até
atingirem um tamanho de 20 mesh. Cinquenta gramas da amostra foram homogeneizadas
em ligiiidificador com 100 mL de metanol:agua (3+1, v/v) durante 5 minutos. A mistura foi
centrifugada durante 10 minutos a 2000 rpm e o sobrenadante foi filtrado em papel de
filtro. O filtrado teve o pH corrigido, quando necessario, para um pH entre 5,8-6,5 com
hidroxido de sddio 1 M (somente 2 a 3 gotas). A limpeza do extrato filtrado foi feita em
coluna de extracdo em fase sdlida (SPE) por troca anidnica forte (SAX) apos
condicionamento da coluna. O condicionamento da coluna foi feito através de lavagens
com 10 mL de metanol seguidos por 10 mL de metanol:agua (3+1, v/v). Foram aplicados
10 mL do extrato filtrado na coluna e, lavados com 10 mL de metanol:dgua (3+1, v/v)
seguidos por 6 mL de metanol. As fumonisinas B; ¢ B, foram eluidas com 20 mL de
metanol:acido acético glacial (95+5, v/v). Durante a limpeza o fluxo dos solventes foi
controlado a vacuo para que ndo excedesse a 1 mL/minuto. O eluato foi evaporado a 60°C
sob atmosfera de nitrogénio. O residuo concentrado foi lavado com 1 mL de metanol e
novamente evaporado para garantir que todo o acido acético fosse evaporado. O residuo
seco foi mantido em freezer até o momento da analise. A regeneragéo das colunas de troca
anidnica forte foi realizada com 5 mL de HCI1 0,1 M seguidos por 8 mL de agua destilada,
segundo SYDENHAM et alii (1996). As duplicatas foram feitas nas colunas regeneradas.
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Para a preparagéo dos padroes derivados foram transferidos 100 pL das solugdes de
trabalho das fumonisinas B, e B, (50+50 pg/mL) para um frasco e adicionados 200 pL do
reagente OPA (foram dissolvidos 40 mg de OPA em 1 mL de metanol, diluidos com 5 mL
de tampdo tetraborato de sédio 0,1 M e adicionados 50 uL de 2-mercaptoetanol), segundo
SHEPHARD et alii (1990). Foi agitado em ultra-som a 5-15°C durante 30 segundos, e
injetados 20 uL apds 60 segundos de reagdo. O reagente OPA foi acondicionado em frasco
ambar, coberto com papel aluminio e conservado por até 1 semana em temperatura de
refrigerag@o.

Os extratos das amostras de milho foram redissolvidos em 500 pL de
acetonitrila:agua (1+1) e filtrados em filtros de 0,45 um. Foram transferidos 100 uL deste
extrato para um frasco, e adicionados 200 uL do reagente OPA. Foi agitado em ultra-som a
5-15°C durante 30 segundos, e injetados 20 pL apds 60 segundos de reagdio. As
fumonisinas foram analisadas por um sistema de cromatografia ligiiida de alta eficiéncia,
consistindo de uma bomba M-510 (Waters Associates, Milford, MA) com alga de injegdo
de 20 pL e um injetor tipo Rheodyne Inc M-7125 (Cotati, CA) conectado a um detector de
fluorescéncia HP1046A e um integrador HP3393A (Hewlwtt Packard, Avondale, PA). As
separacdes foram feitas em coluna (250 mm x 4,6 mm) Varian (Walnut Creek, CA)
empacotada com Microsorb-MV 5 um ODS de fase reversa, usando uma fase movel
composta por acetonitrila:agua:acido acético glacial (50+50+0,5) até 15 minutos, seguida
por acetonitrila pura. O tempo total de analise foi de 30 minutos. Apos a corrida foram
necessarios 30 minutos para condicionar a coluna com a fase movel inicial, antes da
proxima inje¢do. Os comprimentos de onda de excita¢cdo e emissdao foram 335 nm e 440
nm, respectivamente. A vazdo foi de 1,0 mL/minuto.

A identificacdo dos compostos analisados foi realizada através da comparagdo dos
tempos de retencdo estabelecidos com as amostras e os padrdes. A quantificagdo dos
compostos foi o da padronizagdo externa, utilizando-se as areas dos picos. Os limites de
deteccio do método foram definidos para nossas condi¢cdes de trabalho, como a
concentragdo das fumonisinas B, e B, presente na amostra que originou a menor area que
permitia visualizag@o inequivoca do pico.

5. Controle de qualidade analitico: as amostras foram analisadas em 3 séries de 10

e uma série de 5, sendo que cada série incluiu um teste de recuperagdo onde uma amostra
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controle, ndo contaminada naturalmente, foi fortificada ao nivel de 2 pg/g para fumonisinas
B, e B;. Os teores de fumonisinas encontrados nas amostras analisadas foram corrigidos de
acordo com a recuperagdo encontrada na amostra controle artificialmente contaminada,
pertencente a mesma série. Duplicatas de uma mesma amostra foram analisadas em dias
diferentes, seguindo o mesmo esquema ja descrito. Foram aceitos coeficientes de variagdo
entre duplicatas de até 30%.

6. Descontaminacio do material: todo o material utilizado foi descontaminado
com uma solugdo concentrada de hipoclorito de sédio comercial, por 24 horas. Apos a
descontaminag¢do o material foi lavado normalmente, enxaguado com agua destilada e seco
em estufa.

7. Andlise estatistica: nas EstacGes Experimentais o delineamento utilizado no
campo foi o de blocos casualizados com trés repetigdes, com 35 tratamentos. As parcelas
foram constituidas de quatro linhas de 5,0 m de comprimento, empregando-se as duas
centrais para as avaliagdes. O espagamento foi de 0,9 m entre linhas e o nimero de plantas
por metro quadrado igual a 5, correspondendo a populagdo de 55.555 plantas por hectare.
Foram colhidas todas as espigas das duas linhas centrais, da primeira repeticao, e
debulhadas. Os graos foram homogeneizados e uma amostra representativa de 500 g do lote
foi retirada para a analise de fumonisinas. A analise de varidncia dos dados de
contaminag¢do com fumonisinas seguiu o esquema de blocos inteiramente casualizados, e,
para comparagdo de médias, utilizou-se o teste de Tukey a 5%, obtidos em
microcomputadores utilizando-se o programa de analise estatistica — SANEST (ZONTA et
alii, 1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Controle de qualidade analitico: as curvas padrdo para FB; e FB, foram
lineares de 0,02 a 10 pg/g e de 0,04 a 10 pg/g, respectivamente. Os limites de detecgdo do
método foram 0,02 pg/g e 0,04 pg/g para FB; e FB,, respectivamente. A recuperagao do
método modificado variou de 93 a 97% (média de 95%) para FB, e de 70 a 85% (média de
78%) para FB; (Tabela 6).
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TABELA 6. Recuperagao de amostras de milho enriquecidas com fumonisinas B; e B,
como controle nas andlises das amostras de milho cultivados nas Esta¢des
Experimentais do Instituto Agrondémico em Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e
Votuporanga durante a safra de 94/95.

Colunas empregadas Recuperacio (%)

na limpeza do extrato FB, FB,

97 70

Colunas de troca ionica 96 70

novas 94 84

93 84

Média 95 77

96 84

Colunas de troca idnica 9% 79

94 85

regeneradas 04 70

93 84

Média 95 79

A repetibilidade do método mostrou-se adequada com desvios padrdao relativos
(RSD) de 0,6% para FB, e 2,2% para FB,. Todas as analises foram realizadas em duplicata.
O desvio padrio entre duplicatas variou de 0,00 a 2,13 (o desvio padrdo médio foi de 0,24).
A repetibilidade das analises apresentou desvios padrao relativos (RSD) de 0,00 a 106,15%
(o RSD médio foi de 21,81%). A quantificagéo foi executada comparando-se as areas dos
picos com as areas dos padrdes.

2. Incidéncia de fumonisinas: a incidéncia de fumonisinas B, e Bz variou
significativamente (p<0,001) entre locais e cultivares, sendo também significativa a
interagdo cultivares x locais (p<0,001). Todos os cultivares analisados continham
fumonisina B; (FB,) em niveis que variaram de 0,13 pg/g a 6,58 ug/g (concentragdo média
de 2,34 ug/g) e fumonisina B, (FB;) em niveis que variaram de 0,06 pg/g a 2,15 pg/g
(concentragdo média de 0,59 pg/g). A concentragdo total de fumonisinas variou de 0,31
ng/g a 8,69 ng/g com valor médio de 2,92 pg/g. A proporgéo FBo/FB; variou de 0,06 a
0,93, excluindo os valores atipicos de 1,38 e 1,47 encontrados nas amostras dos cultivares
XL 370 e G 600 de Votuporanga. As maiores médias de contaminagao foram encontradas

nas amostras de Capdo Bonito, tanto para FB; como para FB;. O cultivar Densus
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apresentou os maiores niveis de contaminagdo em Capdo Bonito e Ribeirdo Preto, sendo
mais sensivel a produgdo de fumonisinas B; e B,, portanto, nd3o se indica o seu plantio
nestes locais.

Cerca de 24,0% das amostras continham niveis de fumonisina B até 1,0 pg/g, e
7,6% das amostras estavam contaminadas com niveis superiores a 5,0 pg/g (Figura 9), que
¢ um nivel de contaminagdo preocupante, de acordo com as recomendag¢des dadas pelo
“Mycotoxin Committee of American Association of Veterinary Diagnostician” (RILEY e/
alii, 1993). Sdo indicados niveis menores que 5,0 pg/g em ragido para equlinos, e para ragao
de suinos, niveis menores que 10,0 pg/g (RILEY et alii, 1993). Segundo ROSS ef alii
(1992), uma concentragdio de FB; maior que 10,0 pg/g em ragdo pode causar
leucoencefalomalacia (LEME) em eqiiinos. Entretanto, concentragdes menores de FB,, 7,7
ng/g, foram associados a LEME (THIEL et alii, 1991).
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FIGURA 9. Distribui¢do de freqiiéncia da contaminagdo por fumonisinas B; e B, das
amostras de 35 cultivares de milho obtidos em Capao Bonito, Ribeirdo Preto e
Votuporanga, na safra de 94/95.

Os resultados observados para incidéncia de fumonisinas no presente trabalho (0,13-

6,58 ug/g para FB; e de 0,06-2,15 pg/g para FB,) s3o maiores que os encontrados no milho
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da Republica da China (0,19-2,96 ug/g para FB; e de 0,30-0,55 pg/g para FB;), segundo
YOSHIZAWA et alii (1994) onde foi observada uma correlagdo entre contaminagfio por
fumonisinas e incidéncia de cancer de es6fago na populagio humana e, maiores do que os
niveis detectados na Espanha por SANCHIS et alii (1994), onde a contaminagio variou de
0,05 a 0,2 ug/g e também em diferentes gendtipos analisados em varios paises da Europa e
da Africa (VISCONTI, 1996). No entanto, sdo menores do que os detectados em gendtipos
da Argentina (0,18-27,05 ng/g para FB; e de 0,04 a 9,96 pg/g para FB,), segundo
RAMIREZ et alii (1996), e do que os detectados no Estado do Parana (0,6 a 12,55 pg/g
para FB; e 1,2 a 10,24 pg/g para FB,), segundo HIROOKA et alii (1996). Pode-se concluir
entdo, que € necessario uma investigacdo maior, quanto a contaminagdo 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 incidéncia de FB; com niveis acima de 5,0 pg/g. Para FB,, os maiores
niveis foram observados nos cultivares C 701 e Densus, com valores acima de 2,0 pg/g. Em
Ribeirdo Preto, os cultivares C 805, Densus e G 550, apresentaram valores acima de 5,0
ug/g de FBy, enquanto que todos os cultivares apresentaram valores abaixo de 1,0 pg/g para
FB,. Apesar da média de FB; em Votuporanga ter sido a metade da observada em Capao
Bonito, os cultivares AG 1043 e C 901 apresentaram valores elevados de contaminagdo.
Para FB,, os cultivares AG 1043, AGN 2012, C 805, C901, G 550, P 3051 e ZEN 8392
apresentaram valores acima de 1,0 pg/g.

Os resultados da incidéncia de fumonisinas B; e B, nos genétipos de milho

analisados por local estdo apresentados na Tabela 7.
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TABELA 7. Incidéncia de fumonisinas B; e B2 em 35 cultivares de milho plantados nas
Estagdes Experimentais do Instituto Agronémico em Capao Bonito, Ribeirdao
Preto e Votuporanga, na safra de 94/95.

_" Capdo Bonito Ribeirdo Preto Votuporanga
PO° 'FBi (ug/g) [ FB, (ug/g) | FB: (ng/g) | FB; (ug/g) | FBy (ug/g) | FB, (ng/g)

AG 122 3,54 0.83 032 0,04 1.00 0.24
AG 510 4,04 1.00 3,67 0,50 1,32 0,46
AG 1043 5,06 113 2,10 0,29 4,675 1,15
AG 5012 4,34 1,19 2,05 0,39 1,55 0,50
AGN 2003 6,05 1,59 2,29 0,32 1,11 0,18
AGN 2012 2.21 0,55 3,12 0,64 3,43 1,47
AL 25 4,31 1.20 3.88 0.33 1.04 0.44
AL 34 2,39 0,55 2,27 0.17 2.22 0.62
BR 201 1,68 0,46 2,74 0,29 1,04 0,36
BR 205 1 o,@ 01D 1,49 0.15 1,37 0,65
C 701 2,64 (215 4,04 0,49 0,21 0,10
C 805 5,07 1,08 5.77 0.60 2,03 1,04
C 855 0,87 0.29 0.90 0,16 2,79 0,96

C 901 1,92 0.51 1,43 0,15 4,03 1,86
CO32 1,70 0,53 2,89 0,23 0,66 0.53

CO 42 2,57 0,35 2,76 0,28 0,73 0,06)
Densus 6,58) 2,11 6,13) 0,82) 0,98 0,23
DINA 556 4,39 1,89 2,47 0,28 0.89 0.83
DINA 766 2,25 0,72 3,29 0,30 0.74 0.23
DINA 887 4,28 1,47 0,88 0,07 0,54 0.37
G 550 0,80 0,22 5.07 0,48 2,88 1,62
G 600 3,26 1,19 033 0,11 0,65 0,96
IAC Taiuba 6,30 1,51 1,37 0,25 1.96 0.34
IAC 3651 E 3,06 1,02 1,55 0,25 1,52 0.44
IAC 4243 E 1,26 0,63 2,34 0,21 0,82 0,31
IAC 9643 E 3,44 0,84 2,46 0.27 2,70 0,75
P 3041 3,04 0,80 1,47 0.17 0.36 0,25
P 3051 2,99 0,90 4.58 0.64 2,66 1.49
P 3071 3,95 0,99 3,25 0,28 0,30 0,17
XL 370 0,78 0,32 2,68 0,36 70,13/ 0,18
XL 380 1,71 0,32 1,95 0,21 1,03 0,22
XL 660 2.69 0,79 1,94 0,11 0,62 0,28
ZEN 8392 1.68 0.38 248 0,36 3,24 1,26
ZEN 8452 1,68 0,13 0,54 0,05 0.69 0,27
ZEN 8501 2,33 0,24 1,97 0,25 0.40 0.36
Média 3,00 0.86 2,53 0,30 1.49 0.60
Desvio Padrdo 0,24 0,12 0,41 0,09 0.42 0.14
C.V.(%)* 21.6 286 216 286 216 28,6
Dums * 1,99 0.67 1,99 0.67 1.99 0,67

('rukey a 5% ) L] ] - L) ] >

Os resultados representam a média de duplicatas e foram corrigidos para a recuperagéo.
Limites de detecgdo: FB, = 0,02 pg/g e FB, = 0,04 pg/g.
* Dados obtidos da andlise de varidncia conjunta dos trés locais.
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3. Influéncia das caracteristicas agronémicas na produciio de fumonisinas: a
analise estatistica dos dados mostrou haver uma forte interagdo entre contaminagdo por
fumonisinas e o local de plantio dos cultivares. Ndo houve correlagdo entre contaminagio
por fumonisinas e tipo de cultivar, no entanto hibridos duplos apresentaram niveis de
contamina¢@o abaixo da média nos trés locais estudados. As variedades estavam mais
contaminadas em Capdo Bonito, € os hibridos triplos foram mais contaminados em
Ribeirdao Preto, ndo havendo diferenga 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 Capio
Bonito (CB), Ribeirdo Preto (RP) e Votuporanga (VO), da safra 94/95. (HS
= hibrido simples; HSm = hibrido simples modificado; HT = hibrido triplo e
HTm = hibrido triplo modificado).

Quando se analisa a contamina¢io de fumonisinas em relagdo ao tipo de
endosperma, observa-se uma maior contaminag@o dos cultivares de graos duro em Ribeirdo
Preto e Votuporanga, no entanto, em Capdo Bonito ndo ha diferenca significativa (Figura
11). Dois cultivares com endosperma semidentado apresentaram maior contamina¢do de
FB, do que de FB; (G 600 e XL 370). Os niveis de contaminagio foram de 0,96 ug/g para

FB, e de 0,65 pg/g de FB; no G 600 e de 0,18 pg/g para FB; e de 0,13 pg/g para FB; no
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XL 370. Nio foi observada correlagdo entre contaminagdo por fumonisinas e tipo de
endosperma, no entanto os cultivares semidentados apresentaram contaminagdo abaixo da

meédia nos trés locais estudados.
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FIGURA 11. Fumonisinas totais em cultivares de milho agrupados conforme o tipo de
endosperma, em amostras de Capdo Bonito (CB), Ribeirdo Preto (RP) e
Votuporanga (VO), da safra de 94/95.

Em estudo realizado por VISCONTI (1996) ndo foi observada nenhuma interagao
entre hibrido e caracteristicas de endosperma.

Quando se analisa a influéncia da duragdo do ciclo até o florescimento, na
incidéncia de fumonisinas, pode-se observar que houve diferenga significativa somente em
Votuporanga, onde os cultivares super precoces estavam mais contaminados. No entanto,
em Capdo Bonito e Ribeirdo Preto ndo houve diferenga significativa (Figura 12). Nao
houve correlagido entre ciclo e contaminagdo por fumonisinas, no entanto os cultivares com
ciclo precoce apresentaram niveis de contaminagdo abaixo da média nos trés locais
estudados. Os hibridos G 600 e XL 370, ambos de ciclo precoce, apresentaram maiores
niveis de FB; do que FB;_Isto pode ter ocorrido devido a presenca de cepas atipicas de F.
moniliforme elou F. proliferatum que produzam mais FB, que FB,. Cepas com este

comportamento foram encontradas em um estudo realizado na Argentina (CHULZE et alii,
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1996). Em um outro trabalho realizado com milho e derivados na Asia, também foram
observados maiores niveis de FB, do que FB,, em alguns casos (SYDENHAM et alii,
1990).
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FIGURA 12. Fumonisinas totais em cultivares de milho agrupados de acordo com o ciclo,
em amostras de Capao Bonito (CB), Ribeirdo Preto (RP) e Votuporanga
(VO), na safra de 94/95.

A classificagio por Numero de Dias de Calendario (NDC) sugerida pela
EMBRAPA (1996) considera como super precoces, -cultivares que apresentam
florescimento masculino abaixo de 60 dias, as precoces em torno de 65 dias e normais em
torno de 70 dias. A época de semeadura afeta, principalmente, o ciclo da cultura e a
produgdo dos grios, o que torna o ciclo do cultivar de milho uma variavel que merece
atengdo especial. O genotipo IAC 9643 E foi o que apresentou ciclo mais longo,
apresentando contaminag¢do por fumonisinas acima da em Cap@o Bonito e Votuporanga.

Em Capdo Bonito, foram 143 dias do plantio a colheita, sendo que o milho foi
colhido por volta de 80 dias apos o florescimento feminino. Em Ribeirdo Preto, foram 176
dias de cultura e o milho foi colhido em torno de 115 dias apos o florescimento. E, em
Votuporanga foram 153 dias do plantio a colheita, com a mesma acontecendo cerca de 90
dias apos o florescimento. Apesar do milho em Capido Bonito ter permanecido menos
tempo no campo, observou-se neste local os maiores niveis de contaminagdo. Estes

resultados foram semelhantes aos obtidos por CHULZE et alii (1994), que observaram
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maior produ¢go de fumonisinas aos 75 dias ap6s o florescimento feminino, devido a maior
presenca de Fusarium proliferatum e I. moniliforme neste periodo e portanto uma maior ou
menor permanéncia no campo ndo influenciaria no teor da toxina nos graos. VISCONTI
(1996) por sua vez observou uma ligeira correlagdo negativa entre a maior duragdo do ciclo
vegetativo do cultivar e contaminagdo por fumonisinas. CHULZE ef alii (1996) observaram
baixos niveis de fumonisinas nos primeiros estagios de desenvolvimento. Nas amostras
coletadas apos a maturidade fisiologica, os niveis médios de FB,, apresentaram-se acima de
1,0 pg/g.

O milho € atacado por varios patdégenos que causam podriddo dos graos das espigas,
com ocorréncia em todas as regides onde se cultiva, causada por Fusarium moniliforme e F.
moniliforme var. subglutinans EMBRAPA, 1997).

Atualmente tem sido dado énfase a comparagdo da qualidade de grios entre os
cultivares comerciais para orientar a escolha das sementes. Os cultivares mais danificados
por lagartas foram AGN 2003, IAC Taitba, AG 1043 e¢ G 600, demonstrando alta
susceptibilidade a praga. Os cultivares que apresentaram maior porcentagem de graos
doentes foram IAC Taiaba, G 600, AGN 2003, C 701, AG 1043 e AG 510, indicando haver
correlagdo positiva entre ataque de Spodoptera frugiperda e incidéncia de Fusarium spp
(MEREGE ef alii, 1996), o que contradiz os resultados obtidos por DUARTE e alii (1997)
que compararam diferentes cultivares de milho “safrinha” e verificaram que a ocorréncia de
danos por lagartas ou de mal empalhamento nd3o indica necessariamente elevada
porcentagem de espigas com sintomas de Fusarium spp e Diplodia spp.

Em Votuporanga foram encontrados os menores niveis de contaminagdo por
fumonisinas By e B3, (0,13 a 4,67 pg/g e 0,06 a 1,86 ng/g, respectivamente). ALMEIDA
(1996) realizou um estudo da microbiota fungica em 78 amostras de graos de milho de trés
hibridos cultivados em diferentes regides no Estado de Sdo Paulo, na safra 94/95. Dentro do
genero Fusarium, a espécie F. moniliforme foi a mais frequente nas regides estudadas:
Capao Bonito (50,0%), Ribeirdo Preto (66,7%) e Votuporanga (16,7%). A menor
contaminagdo com fumonisinas observada em Votuporanga poderia ser explicada pela
menor freqiiéncia de F. moniliforme encontrada por ALMEIDA (1996) em alguns hibridos
analisados nesta mesma safra. No Brasil, outros autores também referem a alta freqtiéncia

de F. moniliforme (MEIRELLES et alii, 1994, POZZI et alii, 1995 e ORSI, 1995).
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Em condig¢des de campo houve alto indice de plantas acamadas + quebradas com
porcentagem elevada de espigas tocando o solo. As maiores médias foram atingidas pelos
cultivares BR 201, BR 205, TAC 4243 E e IAC 9643 E que sdo os menos indicados para
colheita mecanica (MEREGE et alii, 1996). O cultivar IAC 9643 E apresentou niveis de
contamina¢do por fumonisinas acima da média, dentre aqueles com alto indice de
acamamento.

4. Influéncia dos fatores climaticos na produ¢iio de fumonisinas: os cultivares
em Capdo Bonito apresentaram maior contaminagdo, tanto de FB; (0,29 a 6,58 ug/g)
quanto de FB; (0,11 a 2,15 pg/g), em relagdo aos outros locais estudados. Neste local, a
temperatura variou de 15,9 a 29,0°C, com temperatura média de 22,9°C, o que ¢ favoravel
ao crescimento do Fusarium, conforme NELSON ef alii (1983). Pode-se observar também,
que a partir de 60 dias de plantio, quando comega o florescimento feminino, houve uma
diminui¢do nas temperaturas.

Os dados relativos as condi¢gGes ambientais nas Esta¢gdes Experimentais do Instituto
Agrondmico em Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga, na safra de 94/95 estio

apresentados na Tabela 8.

TABELA 8. Condiges ambientais nas Estagdes Experimentais do Instituto Agronémico de
Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga, durante o crescimento do milho
na safra de 94/95.

Estagoes Fatores M¢és/Ano
Experimentais | Ambientais | Nov/94 | Dez/94 | Jan/95 | Fev/95 | Mar/95 | Abr/95 | Mai/95

TMa (°C) | 27.8 287 | 290 | 27.0 | 274

Capdo Bonito | TMi (°C) 15,9 17,9 19,2 18.7 17,1
IP (mm) g7 75 8.6 5.8 0.9
TMa (°C) 28.6 30,9 30,7 29.0 30,4 28.5 27.6
TMi (°C) 17.8 19,8 20,6 20,3 19,2 17,2 16,7

Ribeirdo Preto| e 73 73 | 65 | 146 | 34 | 35 | 33

UR (%) 74,4 79,2 79,2 83,2 75,2 73,8 ?6,9
T™a (°C) 29.6 31,5 32,2 293 31,2 29,1
Votuporanga | TMi (°C) 17.6 21,0 21,0 21,0 19,6 16,5
IP (mm) 6,5 6,5 5.3 21,6 3,6 3.4

Dados obtidos no Centro de Ecofisiologia e Biofisica do Instituto Agrondmico de Campinas. _
TMa = temperatura maxima; TMi = temperatura minima; IP = indice pluviométrico; UR = umidade relativa.
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Pelas Figuras 13 e 14, onde estdo representadas graficamente as médias das
temperatura maximas € minimas nos locais estudados, verificamos que em Capdo Bonito
ocorreram as menores temperaturas maximas € minimas desde o plantio até a colheita do
milho. N&o houve diferenga significativa entre temperaturas maximas observadas nos locais
de plantio. Houve diferenga significativa entre as temperaturas minimas observadas nos
locais de plantio apos o florescimento feminino. N&o foi observada correlagdo entre

temperaturas no local de plantio e contaminagdo por fumonisinas.
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FIGURA 13. Temperaturas maximas (médias mensais) do plantio a colheita nas Esta¢des
Experimentais do Instituto Agrondmico em Capdo Bonito (CB), Ribeirdo
Preto (RP) e Votuporanga (VO), na safra de 94/95.
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FIGURA 14. Temperaturas minimas (médias mensais) do plantio a colheita nas Estacdes
Experimentais do Instituto Agronémico em Capdo Bonito (CB), Ribeirdo
Preto (RP) e Votuporanga (VO), na safra de 94/95.

Observou-se que a quantidade de chuvas ocorridas durante a safra de 94/95 nas trés
Estagoes Experimentais determinou um perfil pluviométrico diferente entre elas. Houve
diferenca significativa entre indice pluviométrico nos locais de plantio apos o florescimento
feminino. Foi observada correlagdo negativa (r = -0,96) entre indice pluviométrico apos o
florescimento feminino e contaminag¢do por fumonisinas. Em Capao Bonito houve uma
reducdio drastica na quantidade de chuvas a partir do més de janeiro, coincidindo com a
época do florescimento feminino. Nos outros locais, foi a partir dai que aumentou a
quantidade de chuvas (Figura 15). A Estagdo Experimental de Capdo Bonito apresentou
chuvas reduzidas durante o florescimento feminino acompanhadas de temperaturas amenas

o que, segundo MILLER (1994) favorece o crescimento de . moniliforme.
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FIGURA 15, indice pluviométrico (média diaria) do plantio a colheita nas Estagdes
Experimentais do Instituto Agronomico em Capao Bonito (CB), Ribeirdo
Preto (RP) e Votuporanga (VO), na safra de 94/95.

Segundo MEREGE ef alii (1996) as amostras utilizadas no presente trabalho foram
colhidas com umidade dos grdos variando de 18,0 a 23,8%. O cultivar que apresentou a
maior umidade nos graos na época da colheita foi 0 AG 1043, que também apresentou a
maior contaminag¢ao por fumonisinas B; e B, em Votuporanga, e contaminagdes acima da
média em Capdo Bonito. No entanto, ndo houve correlagdo entre a contaminag¢@o por
fumonisinas e a umidade dos graos logo apos a colheita.

Os dados de umidade relativa do ar foram coletados apenas na Estacao
Experimental do Instituto Agronémico em Ribeirdo Preto, e os valores variaram de 74,4 a
83,2%. Nao foi possivel verificar se ha correlagdo entre contaminag@o por fumonisinas e
umidade relativa do ar, porque as Estagdes Experimentais de Capdo Bonito e Votuporanga

nao fazem a coleta destes dados.
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CONCLUSOES

Os teores de fumonisinas encontrados em 35 gendtipos de milho plantados em trés
diferentes regides do Estado de Sdo Paulo na safra de 94/95 revelaram que 76,2% estio
com contaminagdo acima de 1,0 pg/g, nivel considerado suficientemente alto para causar
preocupagdes para a saude humana, e 7,6% estavam acima de 5,0 pg/g, portanto acima do
recomendado pelo “Mycotoxin Committee of American Association of Veterinary
Diagnostician” para ragdo de eqtiinos. Os resultados colocam o milho plantado no Estado
de S@do Paulo dentre os mais contaminados do mundo.

Embora todos os cultivares analisados apresentassem contaminagdo por fumonisinas
B, e B, pode-se concluir que as condigdes ambientais (indice pluviométrico) especificas de
cada area de cultivo representaram um importante fator na formag@o das fumonisinas no
milho. As diferengas nos niveis de fumonisinas encontradas em alguns cultivares em
diferentes locais, sugerem a possibilidade da selecdo de cultivares menos sensiveis ao
Fusarium e ao acumulo de fumonisinas adaptados para cada local em particular. No entanto
nenhum dos cultivares apresentou imunidade a produgdo de fumonisinas.

Nio foi observada nenhuma correlagdo entre contaminagdo por fumonisinas e tipo
de cultivar, tipo de endosperma e ciclo vegetativo.

Apesar da diferenga significativa entre as temperaturas minimas observadas nas
Estagdes Experimentais analisadas durante a safra 94/95, ndo foi observada nenhuma
correlagdo entre temperatura ambiente e contaminag@o por fumonisinas.

Foi observada correlagdo negativa (r = -0,96) entre indice pluviométrico apos o
florescimento feminino € contaminagdo por fumonisinas. Chuvas reduzidas apos o
florescimento feminino apresentaram-se como um fator possivelmente importante para a

produgdo de fumonisinas nos cultivares.
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FUMONISINAS EM CULTIVARES DE MILHO NO ESTADO DE SAO PAULO:
INFLUENCIA DAS CARACTERISTICAS DO CULTIVAR E DAS CONDICOES
CLIMATICAS DA SAFRA DE 97/98.

RESUMO

Cento e dez amostras, representando 52 genétipos de milho com diferentes tipos de
cultivar, de endosperma e ciclo vegetativo, foram avaliadas quanto ao teor de fumonisinas e
da influéncia de caracteristicas e das condigdes climaticas na produgio destas toxinas em
trés Estagdes Experimentais do Instituto Agrondmico (Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e
Votuporanga) em S3o Paulo, durante a safra de 97/98. Todos os cultivares analisados
estavam contaminados com fumonisinas em niveis que variaram de 1,15 pg/g a 43,80 ug/g
de FB; e de 0,08 pg/g a 11,65 ug/g de FB,. Mais de 67% das amostras continham niveis de
fumonisinas acima de 1,0 pg/g. Nao foi observada correlagio entre concentragio de
fumonisinas e tipos de cultivar, de endosperma e do ciclo. Foi observada uma forte
interagdo entre a contamina¢io por fumonisinas e o local de cultivo das amostras
analisadas. Houve diferenca significativa entre as temperaturas minimas observadas nas
Estagoes Experimentais estudadas durante a safra de 97/98. Néo foi observada correlagio
entre temperaturas no local de plantio e contaminagdo por fumonisinas. Foi observada
correlagdo negativa (r = -0,99) entre indice pluviométrico apds o florescimento feminino e
contaminag¢do por fumonisinas. Embora todos os cultivares analisados apresentassem
contaminag¢io por fumonisinas B, e B;, concluiu-se que as condi¢Ges ambientais especificas
de cada area de cultivo representaram um importante fator na formag¢io das fumonisinas no

milho.

INTRODUCAO

O milho se destaca entre as graniferas por ser o primeiro em area cultivada e volume

de produgdo no pais e pela participagéo preponderante das empresas privadas na pesquisa,
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produg@o e comercializagdo das sementes melhoradas. Embora tenha pequena participagéo
no mercado de sementes de milho e ndo seja responsavel pela recomendagio dos cultivares
langados (principalmente depois da extingdo das Comissbes de Recomendagdo de
Cultivares), o Estado pode contribuir fornecendo informagdes para orientar técnicos e
agricultores na escolha das sementes (DUARTE & PATERNIANI, 1998).

Em S@o Paulo, o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) e a Coordenadoria de
Assisténcia Técnica Integral (CATI), 6rgdos da Secretaria de Agricultura e Abastecimento,
e as Empresas de Pesquisa e Producio de Sementes estabeleceram parceria para a avaliagdo
de cultivares de milho. Esse trabalho é inovador por utilizar apenas cultivares comerciais,
estudar sua resisténcia as doengas, estratificar os ambientes visando & regionalizagio dos
cultivares, proceder a analises de estabilidade e adaptabilidade e divulgar amplamente os
resultados.

O milho, € constantemente exposto ao risco do desenvolvimento de fungos
micotoxigénicos (ZUMMO & SCOTT, 1992). Inimeras espécies de fungos associadas ao
milho, principalmente dos géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium, tém sido relatadas
como produtoras de micotoxinas e como causadoras de micotoxicoses em animais
domesticos e em humanos (MARASAS, 1988).

As fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas produzidas principalmente por
Fusarium moniliforme, F. proliferatum e outras espécies da secdo Liseola, sendo o milho o
produto agricola mais frequentemente infectado. O F. moniliforme € uma espécie
cosmopolita e saproéfita, podendo produzir infec¢Ges assintomaticas (HEADRICK &
PATAKY, 1991). A FB; causa leucoencefalomalacia em eqiiinos - LEME (ROSS ef alii,
1991), edema pulmonar e hidrotérax (EPS) em suinos (OSWEILER et alii, 1992),
hemorragia cerebral em coelhos (BUCCI et alii, 1996) e céancer hepatico em ratos
(GELDERBLOM et alii, 1991). FB, e FB; também ja foram associadas a cancer
(GELDERBLOM et alii, 1992).

Poucas sdo as informagSes sobre os fatores que favorecem a produgdo de
fumonisinas em milho (ALBERTS et alii, 1990, THIEL et alii, 1991; LE BARS et alii,
1994; SHELBY et alii, 1994). No Brasil, alguns trabalhos relataram a existéncia de surtos
de LEME nos Estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Santa Catarina, Minas Gerais

(MEIRELES et alii, 1992), e Parana (YAMAGUSHI et alii, 1992; SYDENHAM et alii,
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1992). Milho proveniente do Parani, Mato Grosso do Sul e Goids apresentou-se
contaminado com FB; e FB, HIROOKA et alii (1996).

Um dos enfoques possiveis na prevengdo da contaminagiio por fumonisinas no
milho € encontrar genétipos que sejam resistentes a infecgfo pelo F. moniliforme ou F.
proliferatum, ou que ndo sejam susceptiveis & formag@o de fumonisinas. KING & SCOTT
(1981) demonstraram diferencas varietais no milho em relagdo & infecgdo por F.
moniliforme e mostraram pelo cruzamento entre variedades que a resisténcia é de heranca
genética. Produgdo diferenciada de fumonisinas foi constatada em 15 hibridos de milho
plantados em diferentes localizages nos Estados Unidos (SHELBY et alii, 1994), na Africa
do Sul (RHEEDER et alii, 1990), e em 98 amostras de genétipos de milho cultivados em
varios paises da Europa e da Africa (DOKO et alii, 1995). Apesar de ndo encontrarem
cultivares isentos de fumonisinas, todos os autores concluiram que € importante selecionar
cultivares de milho menos sensiveis a produ¢do destas toxinas. Um outro aspecto que
precisa ser entendido € a influéncia dos fatores climaticos na producdo das fumonisinas.

NELSON et alii (1991) estudaram a toxigenicidade de 95 linhagens de F.
moniliforme provenientes de diversas areas geograficas em diferentes substratos e
obtiveram resultados que demonstraram que o potencial toxigénico parece depender mais
da area de origem do que do substrato. No entanto, LESLIE et alii (1992) concluiram que a
quantidade de fumonisina B; produzida depende mais do grupo da populagdo a que
pertence a linhagem do fungo do que da planta hospedeira ou origem geografica da
linhagem.

Uma avaliag¢io da produgdo de fumonisinas em cultivares de milho plantados no
Estado de Sdo Paulo foi realizada na safra de 94/95. Observou-se entdo que 100% das
amostras analisadas estavam contaminadas com fumonisinas, ndo havendo correlagdo com
tipo de cultivar, endosperma ou ciclo vegetativo (CAMARGOS et alii, 2000).

O presente trabalho teve como objetivo estudar o comportamento de cultivares de
milho plantados no Estado de Sdo Paulo quanto a produgdo de fumonisinas, em uma
segunda safra para verificar se as tendéncias observadas na safra de 94/95 eram mantidas.
A avaliagdo dos teores de fumonisinas em milho recém-colhido em duas safras diferentes

poderia vir a possibilitar uma melhor observagdo da influéncia dos fatores climaticos sobre
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a produg@o destas toxinas. Foi ainda avaliada a influéncia das caracteristicas agrondémicas

dos cultivares.

MATERIAL E METODOS

1. Amostras: cento e dez amostras de milho correspondendo a 52 genotipos, foram
coletadas nas Estages Experimentais do Instituto Agronémico, de Capao Bonito, Ribeirao
Preto e Votuporanga. Todos os ensaios que deram origem as amostras foram desenvolvidos
em condi¢do de sequeiro, semeados em Capao Bonito no dia 16 de outubro de 1997 e
colhidos no dia 16 de margo de 1998 (151 dias do plantio a colheita), semeados em
Ribeirdo 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 Votuporanga no dia 17 de novembro de 1997 e
colhidos no dia 26 de margo de 1998 (130 dias do plantio a colheita). A adubagdo de
plantio e de cobertura foi feita em fung&io da analise quimica do solo, utilizando a Tabela de
Adubag@o de Milho do IAC (Van RAIJ et alii, 1996). Todas as amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos impermeaveis a agua e armazenadas a -18°C até o
momento da analise. A localizagdo das Estagdes Experimentais no Estado de Sdo Paulo

pode ser observada na Figura 16.

FIGURA 16. Estagdes Experimentais utilizadas em 1997/98 no Estado de Sao Paulo: (1)
Capdo Bonito, (2) Ribeirdo Preto e (3) Votuporanga.
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Nas Tabelas 9 e 10, estfio relacionados os cultivares que foram avaliados nos testes

regionais de 97/98 nos ensaios das Estagdes Experimentais do Instituto Agron6mico, onde

entraram 29 cultivares comuns nas trés Estacdes, sendo os demais avaliados apenas em uma

regizo.

TABELA 9. Relagdo e caracteristicas dos cultivares de milho avaliados nas Estacdes
Experimentais do Instituto Agrondmico em Cap3o Bonito, Ribeirdo Preto e
Votuporanga, Estado de Sdo Paulo, na safra de 97/98.

Produtores

Tipo de

Cor dos Graos/Tipo

r o . (2)

efou Criadores| GenOtipos Cultivar” de Endosperma i
Agromen AGN 2012 HD Amarelo Semidentado SP
CATI AL 30 A" Laranja Semidentado N
CATI AL 34 A" Amarelo Semidentado N
Agroeste AS 3466 HT Vermelho Duro P
Novartis Avant HS Laranja Semiduro P
Unimilho BR 3123 HT Laranja Semiduro P
Cargill C333B HSm Amarelo Semiduro N
Cargill C 435 HD Amarelo Semiduro P
Cargill C 444 HD Amarelo Semiduro P
Cargill C 505 HT Amarelo Semidentado P
Cargill C 806 HT Amarelo Semiduro SP
Cargill C 909 HS Amarelo Semiduro SP
Colorado Colorado 32 HT Laranja Semiduro P
Colorado Colorado 42 HD Laranja Semiduro P
Colorado Colorado 9560 HS Laranja Semidentado P
Dinamilho Dina 766 HSm Laranja Semiduro SP
Dinamilho Dina 1000 HSm Laranja Semiduro P
Novartis Exceler HT Laranja Semidentado P
Novartis Master HT Amarelo Dentado N
Ribeiral MR 2601 HS Amarelo Duro P
Pioneer P 3041 HT Laranja Duro P
Novartis Savana HT Amarelo Semiduro N
Braskalb XL 251 HS Laranja Semiduro P
Braskalb XL 345 HT Laranja Semiduro P
Braskalb XL 360 HT Amarelo Duro P
Zeneca Zeneca 8392 HS Laranja Semiduro SP
Zeneca Zeneca 8440 HT Amarelo Semiduro P
Zeneca Zeneca 8474 HS Laranja Semiduro P
Zeneca Zeneca 8501 HT Amarelo Semidentado P

V'HD = hibrido duplo; HT = hibrido triplo; HS = hibrido simples; HSm = hibrido simples modificado

e V = variedade.

@ SP = super precoce; P = precoce € N = normal.
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TABELA 10. Relagdo e caracteristicas dos cultivares de milho avaliados em apenas uma

das Estagdes Experimentais do Instituto Agrondmico (Capao Bonito,
Ribeirdo Preto ou Votuporanga) na safra de 97/98.

Produtores

Cor dos Graos/Tipo

Estacgdo 2.8 Tipo de oce )
Experimental | e/ou Criadores Gescipos Cultivar'” de Endosperma Gikla
Agroceres AG 1043 HD Amarelo Semidentado N
Agroceres AG 1051 HD Amarelo Dentado N
Agroceres AG 5011 HT Amarelo Semidentado P
Capdo Bonito Embrapa BR 2121 HD Amarelo Semiduro N
FT/Balu FT 9043 HT Laranja Semiduro P
Pioneer P 3071 HT Laranja Duro P
Braskalb XL 269 HS Laranja Duro P
Agroceres AG 1051 HD Amarelo Dentado N
Agroceres AG 4051 HD Amarelo Dentado N
FT/Balu FT 9043 HT Laranja Semiduro P
Ribeirdo Preto IAC TAC Taiuba \% Amarelo Semidentado 4
Pioneer P 3021 HT Laranja Semiduro N
Braskalb XL 660 HD Amarelo Semidentado P
Zeneca Zeneca 8452 HS Laranja Semidentado P
Agroceres AG 106 HD Amarelo Semidentado N
Agroceres AG 405 HD Laranja Semiduro P
Agroceres AGS5I19 HD Amarelo Semidentado N
Agroceres AG 1043 HD Amarelo Duro SP
Votuporanga Agroceres AG 3010 HD Amarelo Semidentado P
Embrapa BR 201 HD Laranja Semidentado P
Dinamilho Dina 657 HSm Laranja Semiduro P
Novartis G 500 HT Amarelo Semidentado P
Braskalb XL 660 HD Amarelo Semidentado P
"HD = hibrido duplo; HT = hibrido triplo; HS = hibrido simples e HSm = hibrido simples modificado.

) N = normal; P = precoce e SP = super precoce.

2. Avaliacio das caracteristicas agrondmicas: as caracteristicas agrondmicas
foram avaliadas nos laboratérios do Instituto Agrondmico em Campinas. Os dados diarios
de temperatura maxima, minima e média, e as precipitagdes pluviais foram coletados no
Centro de Ecofisiologia e Biofisica do Instituto Agrondémico de Campinas. Os resultados
das analises das caracteristicas dos genétipos de milho nas Estagdes Experimentais do
Instituto Agrondmico em Cap@o Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga, na safra de 97/98
encontram-se no Documento IAC n° 62 (DUARTE & PATERNIANI, 1998).
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3. Padrdes de fumonisinas B; e B,: solugdes estoque individuais de fumonisinas B;
e B, (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) foram preparadas pesando-se 1 mg e
dissolvendo-se em 10 mL de acetonitrila:agua (1+1) segundo VISCONTI et alii (1994),
obtendo-se uma concentragdo de 100 pg/mL. Solugdes de trabalho foram preparadas com
concentragdes de 50 ug/mL de FB; e de FB,, respectivamente. Todas as solucdes padrio
foram armazenadas em frascos &mbar vedados, a -18°C.

4. Analise das fumonisinas: para a andlise das fumonisinas foi utilizada a
metodologia descrita por SHEPHARD et alii (1990) com algumas modificagGes, segundo
CAMARGOS et alii (no prelo). As amostras de milho foram trituradas em moinho até
atingirem um tamanho de 20 mesh. Cingiienta gramas da amostra foram homogeneizadas
em liqiiidificador com 100 mL de metanol:agua (3+1, v/v) durante 5 minutos. A mistura foi
centrifugada durante 10 minutos a 2000 rpm e o sobrenadante foi filtrado em papel de
filtro. O filtrado teve o pH corrigido, quando necesséario, para um pH entre 5,8—6,5 com
hidréxido de sédio 1 M (somente 2 a 3 gotas). A limpeza do extrato filtrado foi feita em
coluna de extragdo em fase solida (SPE) por troca aniénica forte (SAX) apds
condicionamento da coluna. O condicionamento da coluna foi feito através de lavagens
com 10 mL de metanol seguidos por 10 mL de metanol:4gua (3+1, v/v). Foram aplicados
10 mL do extrato filtrado na coluna e, lavados com 10 mL de metanol:agua (3+1, v/v)
seguidos por 6 mL de metanol. As fumonisinas B; e B, foram eluidas com 20 mL de
metanol:acido acético glacial (95+5, v/v). Durante a limpeza o fluxo dos solventes foi
controlado a vacuo para que ndo excedesse a 1 mL/minuto. O eluato foi evaporado a 60°C
sob atmosfera de nitrogénio. O residuo concentrado foi lavado com 1 mL de metanol e
novamente evaporado para garantir que todo o acido acético fosse evaporado. O residuo
seco foi mantido em freezer até o momento da analise. A regeneracdo das colunas de troca
ani6nica forte foi realizada com 5 mL de HCI 0,1 M seguidos por 8 mL de agua destilada,
segundo SYDENHAM et alii (1996). As duplicatas foram feitas em colunas regeneradas.

Para a preparagdo dos padroes derivados foram transferidos 100 pL das solugdes de
trabalho das fumonisinas B; e B; (50+50 pg/mL) para um frasco e adicionados 200 pL do
reagente OPA (dissolver 40 mg de OPA em 1 mL de metanol, diluir com 5 mL de tamp@ao
tetraborato de sodio 0,1 M e adicionar 50 uL de 2-mercaptoetanol), segundo SHEPHARD

et alii (1990). Foi agitado em ultra-som a 5-15°C durante 30 segundos, e injetados 20 pL
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ap6s 60 segundos de reagdo. O reagente OPA foi acondicionado em frasco ambar, coberto
com papel aluminio e conservado por até 1 semana em temperatura de refrigeracao.

Os extratos das amostras de milho foram redissolvidos em 500 pL de
acetonitrila:agua (1+1) e filtrados em filtros de 0,45 um. Foram transferidos 100 pL deste
extrato para um frasco, e adicionados 200 pL do reagente OPA. Foi agitado em ultra-som a
5-15°C durante 30 segundos, e injetados 20 pL ap6és 60 segundos de reagdo. As
fumonisinas foram analisadas por um sistema de cromatografia ligiiida de alta eficiéncia,
consistindo de uma bomba M-510 (Waters Associates, Milford, MA) com alga de injeg@o
de 20 pL e um injetor tipo Rheodyne Inc M-7125 (Cotati, CA) conectado a um detector de
fluorescéncia HP1046A e um integrador HP3393A (Hewlett Packard, Avondale, PA). As
separagdes foram feitas em coluna (250 mm x 4,6 mm) Varian (Walnut Creek, CA)
empacotada com Microsorb-MV 5 pm ODS de fase reversa, usando uma fase movel
composta por acetonitrila:agua:acido acético glacial (50+50+0,5) até 15 minutos, seguida
por acetonitrila pura. O tempo total de analise foi de 30 minutos. Apds a corrida foram
necessarios 30 minutos para condicionar a coluna com a fase movel inicial, antes da
proxima injeg¢do. Os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo foram 335 nm e 440
nm, respectivamente. A vazao foi de 1,0 mL/minuto.

A identificagdo dos compostos analisados foi realizada através da comparagdo dos
tempos de retengdo estabelecidos com as amostras e os padrdes. A quantificagdo dos
compostos foi o da padronizag¢do externa, utilizando-se as areas dos picos. Os limites de
detec¢do do método foram definidos para nossas condigdes de trabalho, como a
concentrag¢do das fumonisinas B; e B, presente na amostra que originou a menor area que
permitia visualiza¢@o inequivoca do pico.

5. Controle de qualidade analitico: as amostras foram analisadas em 3 séries de 10
e uma série de 8, sendo que cada série incluiu um teste de recuperagdo onde uma amostra
controle, ndo contaminada naturalmente, foi fortificada ao nivel de 2 pg/g para fumonisinas
B; e B;. Os teores de fumonisinas encontrados nas amostras analisadas foram corrigidos de
acordo com a recuperagdo encontrada na amostra controle artificialmente contaminada,
pertencente a mesma série. Duplicatas de uma mesma amostra foram analisadas em dias
diferentes, seguindo o mesmo esquema ja descrito. Foram aceitos coeficientes de variagio

entre duplicatas de até 30%.
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6. Descontaminacdo do material: todo o material utilizado foi descontaminado
com uma solu¢do concentrada de hipoclorito de sddio comercial, por 24 horas. Apds a
descontaminac@o o material foi lavado normalmente, enxaguado com 4gua destilada e seco
em estufa.

7. Analise estatistica: nas Estagdes Experimentais, o delineamento utilizado foi o
de latice quadrado, com 36 tratamentos e trés repeti¢des em todas as regides. As parcelas
foram constituidas de quatro linhas de 5,0 m de comprimento, empregando-se as duas
centrais para as avaliacdes. O espagamento foi de 0,9 m entre linhas e o nimero de plantas
por metro igual a 5, correspondendo & populagdo de 55.555 plantas por hectare. Foram
colhidas todas as espigas das duas linhas centrais, da primeira repeti¢do, e debulhadas. Os
graos foram homogeneizados e uma amostra representativa de 500 g do lote foi retirada
para analise das fumonisinas. Para anélise de varidncia dos dados de fumonisinas utilizou-
se o modelo inteiramente casualizado e para comparagdo de médias, utilizou-se o teste de
Tukey a 5%, sendo os dados processados em microcomputadores utilizando o programa de
analise estatistica — SANEST (ZONTA et alii, 1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Controle de qualidade analitico: as curvas padrio para FB; e FB; foram
lineares de 0,02 a 10 pg/g e de 0,04 a 10 pg/g, respectivamente. Os limites de detecgdo do
método foram 0,02 pg/g e 0,04 pg/g para FB; e FB,, respectivamente. A recuperagao do
método modificado foi de 84 a 97% (média de 92%) para FB; e de 56 a 84% (média de
72%) para FB,, conforme Tabela 11.
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TABELA 11. Recuperagdo de amostras de milho enriquecidas com fumonisinas B; e B,
como controle nas analises das amostras de milho cultivados nas Estagdes
Experimentais do Instituto Agrondmico durante a safra de 97/98.

Colunas empregadas Recuperagio (%)

na limpeza do extrato FB; FB,

97 71

Colunas de troca i0nica 96 70

novas 94 84

30 59

Media 92 71

97 56

Colunas de troca idnica 20 70

regeneradas o4 3

87 78

84 84

Média 92 74

A repetibilidade do método mostrou-se adequada com desvios padrdo relativos
(RSD) de 0,6% para FB; e 2,2% para FB,. Todas as analises foram feitas em duplicatas. O
desvio padrdo entre duplicatas variou de 0,00 a 25,13 (o desvio padrdo médio foi de 1,25).
A repetibilidade das anélises apresentou desvios padrio relativos (RSD) de 0,11 a 99,18%
(o RSD meédio foi de 27,34%). A quantificag@o foi executada comparando-se as areas dos
picos com as areas dos padrdes.

2. Incidéncia de fumonisinas: os niveis de fumonisinas B; e B, variaram
significativamente (p< 0,001) entre locais e cultivares, sendo também significativa a
interag@o cultivares x locais. Todos os cultivares analisados continham fumonisina B; (FB;)
em niveis que variaram de 1,15 pg/g a 43,80 pg/g (concentragdo média de 6,79 pg/g) e
fumonisina B, (FB;) em niveis que variaram de 0,08 pg/g a 11,65 pg/g (concentragdo
meédia de 2,00 pg/g). A concentragdo total de fumonisinas variou de 1,27 pg/g a 52,53 pg/g
(concentragdo média de 8,79 ng/g). A propor¢do de FB,/FB; variou de 0,04 a 0,57. As
maiores médias de contaminagdo foram encontradas em Ribeirdo Preto, tanto para FB,
como para FB,. Os niveis de contaminag@o observados nos cultivares analisados na safra de
97/98 sdo maiores que os encontrados naqueles analisados na safra de 94/95 (CAMARGOS

124



et alii, 2000), cujos valores variaram de 0,13 pg/g a 6,58 ug/g (concentragio média de 2,34
ug/g) para FB) e de 0,06 ng/g a 2,15 pg/g (concentragdo média de 0,59 pg/g) para FB,.

Mais de 67% das amostras continham niveis de fumonisina B; acima de 1,0 pg/g,
mas 42,7% estavam contaminadas com niveis superiores a 5,0 pg/g (Figura 17) que,
segundo as recomendagdes dadas pelo “Mycotoxin Committee of American Association of
Veterinary Diagnostician” € um nivel de contamina¢do preocupante. Segundo RILEY et
alii (1993), sdo recomendados niveis menores que 5,0 pg/g em ragéo para cavalos e outras
espécies de eqiiinos, 10,0 pg/g para ragéo de suinos, e para gado de corte e frango de corte,
50,0 pg/g na ragao. Uma concentragao de FB; maior que 10,0 pg/g em ragdo pode causar
leucoencefalomalacia (LEME) em eqiiinos ROSS ef alii (1992). Entretanto, concentra¢des
menores de FB;, 7,7 pg/g, foram associadas a LEME (THIEL ef alii, 1991).
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FIGURA 17. Distribui¢@o de freqiiéncia da contaminagdo por fumonisinas B; e B, em 52
cultivares de milho nas Esta¢des Experimentais do Instituto Agronémico em
Capao Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga, na safra de 97/98.

Os resultados observados para incidéncia de fumonisinas no presente trabalho (1,15-

43,80 pg/g para FB; e de 0,08-11,65 ng/g para FB;) sdo maiores que os encontrados no
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milho da regido de Transkei, na Africa do Sul (0,45-18,90 ug/g para FB; e de 0,15-6,75
ug/g para FBy), por SYDENHAM et alii (1990). Os resultados sdo ainda, maiores que 0s
encontrados por HIROOKA et alii (1996) no norte do Parana (0,60-12,55 pg/g para FB, e
de 1,20-10,24 pg/g para FB;). Os niveis de fumonisinas encontrados nas amostras de milho
analisadas no Estado de S3do Paulo nas safras de 94/95 (CAMARGOS et alii, 2000) e de
97/98 sdo bastante elevados. Pode-se concluir entdo, que € necessario uma investigacao
maior, quanto a contaminagdo por fumonisinas, nos produtos destinados ao consumo
humano no Brasil.

Em Capdo Bonito e Ribeirdo Preto a contaminagdo por fumonisinas foi bastante
elevada, 50% e 69,4% das amostras apresentaram mais de 5,00 pg/g de FB,,
respectivamente, sendo que em Ribeirdo Preto, 22,2% das amostras também apresentaram
mais de 5,00 pg/g para FB,. Em Votuporanga, os genotipos AL 30, AL 34, C 806 e XL
345, representando 10,5% das amostras continham niveis superiores a 5,00 pg/g para FB;,
sendo que 52,6% continham FB; acima de 1,00 pg/g.

Os resultados da incidéncia de fumonisinas B; € B, nos genoétipos de milho

analisados neste trabalho estdo apresentados nas Tabelas 12 e 13.
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TABELA 12. Médias de fumonisinas B; e B, em cultivares de milho avaliados nas

Estacdes Experimentais do Instituto Agronémico em Capdo Bonito,
Ribeirdo Preto e Votuporanga, na safra de 97/98.

Genétipos Capéo Bonito Ribeirdo Preto Votuporanga
FB, (ug/g) | FB, (ug/g) | FB, (ug/e) | FB, (ug/g) | FBi (ug/e) | FB, (ng/e)
AGN 2012 4,06 0,96 12,27 3,60 3,82 1,47
AL 30 6,20 2,02 24,35 8,79 6,49 2,18
AL 34 3,96 1,44 3,00 1,20 7,64 4,11
AS 3466 3,27 0,50 36,41 10,79 3,64 0,01
Avant 6,03 1,04 20,68 5,56 4,08 0,94
BR 3123 4,50 0,53 4,95 1,43 2,20 1,09
C333B 7,64 1,34 1,44 0,44 2,57 0,60
C 435 6,29 1,49 20,61 5,83 1,15 (0,12
C 444 5.45 1,17 5,16 1.21 3,16 0,94
C 505 2,08 1,16 5,30 0,89 1,48 0,28
C 806 451 1,21 3,60 0,74 5,49 1,44
C 909 2,33 0,66 8,67 235 3.41 1,04
Colorado 32 1,91 0,08 1,50 0,46 1,80 0,24
Colorado 42 22,20 4,83 533 1,03 435 1:52
Colorado 9560 1,28 0,42 43,80 .72 1,94 0,51
Dina 766 11,33 3,05 5,61 1,12 2,24 0,86
Dina 1000 3,49 0,65 4,95 1,10 3,69 1,13
Exceler 2,69 0,65 18,58 431 2.66 0,61
Master 10,38 3,73 6,64 1,56 2,49 0,45
MR 2601 4,47 0,75 5,58 2.34 1.77 0,38
P 3041 8,60 2.98 5.11 2.00 4,29 1,90
Savana 12,15 2,43 9,41 2,31 4,59 2,63
XL 251 2,09 0,58 22.51 11,65“3 3,13 1,35
XL 345 7.31 2,81 30,14 7.67 6,98 298
XL 360 9,43 2,44 11,91 2,09 4,89 1,99
Zeneca 8392 7,52 1,99 2,38 0,73 3,74 0,97
Zeneca 8440 6,01 1,37 6,75 2,88 4,48 1,30
Zeneca 8474 8,42 2.78 3,69 1,67 3,55 1,32
Zeneca 8501 2,92 0,63 435 1,01 3,56 1,16
Média 6,15 1,58 11,54 3,31 3,63 1,23
Desvio Padrio 1,92 0,34 3,43 1,06 1,20 0,30
C.V. (%)* 59.6 53,9 59.6 53,9 596 53,9
dms *
(Tukey 2 5%) 16,32 424 16,32 4,24 16,32 4,24

Os resultados representam a média de duplicatas corrigidos para a recuperacdo.
Limites de detec¢do: FB; = 0,02 pg/g ¢ FB, = 0,04 ng/g.
* Dados obtidos da andlise de varidncia conjunta dos trés locais.
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TABELA 13. Médias de fumonisinas B; e B, em cultivares de milho avaliados nas
Esta¢oes Experimentais do Instituto Agronémico, na safra de 97/98.

Estacido i Fumonisinas (ng/g)
Experimental Oictige B, B,
AG 1043 9,49 2,76
AG 1051 6,82 2,50
AG 5011 3,33 0,65
BR 2121 1,78 0,38
Capao Bonito ' FT 9043 1,63 0,45
P 3071 4,48 1,17
XL 269 7,96 2,73
Média 5,08 1,52
Desvio Padrio 0,80 0,30
AG 1051 12,25 3,69
AG 4051 7,18 2,09
FT 9043 2,57 1,01
_ IAC Taiuba 25,69 8,60
Ribeirdo Preto P 3021 8,33 2,88
XL 660 528 2,00
Zeneca 8452 2,76 1,02
Média 9,15 3,04
Desvio Padrio 1,71 0,86
AG 106 2,40 0,89
AG 405 4,13 1,62
AG 519 4,82 1,90
AG 1043 4,58 1,37
. AG 3010 3,83 1.89
Votuporanga BR 201 2,31 0,56
Dina 657 1,86 0,82
G 500 2.85 0,69
XL 660 2,60 1,08
Média 3.26 1,20
Desvio Padriao 0,79 0,31

Os resultados representam a média de duplicata corrigidos para a recuperagao.
Limites de detecgdo: FB; = 0,02 pg/g e FB, = 0,04 pg/g.

ROSS et alii (1991) relataram a ocorréncia de surtos de edema pulmonar em suinos
quando a ragdo estava contaminada com 10 pg/g de FB;. SYDENHAM et alii (1992) no
entanto, relataram suspeitas de micotoxicose em suinos, aves e coelhos apods a ingestdao de
ra¢do contaminada com 7 pg/g de FB;. Ja BANE ez alii (1992) encontraram niveis muito

maiores de FB;+FB; associadas a doengas em suinos, >31 pg/g. De qualquer maneira, os
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niveis de contaminag¢do encontrados no presente trabalho sio muito altos e preocupantes,
podendo causar surtos de micotoxicose nos animais que consumirem rag¢des formuladas
com este milho.

Os niveis médios de contaminag¢@o nos genétipos de milho analisados nas Estagdes

Experimentais do Instituto Agrondmico na safra de 97/98 estdo representados na Figura 18.
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FIGURA 18. Niveis médios de contaminagdo por fumonisinas B; e B; nos cultivares de
milho analisados nas Estagbes Experimentais do Instituto Agrondmico em
Capio Bonito (CB), Ribeirdo Preto (RP) e Votuporanga (VO), na safra de
97/98.

3. Influéncia das caracteristicas agronémicas na producio de fumonisinas: a
analise estatistica dos dados mostrou haver uma forte interagdo entre contaminag¢do por
fumonisinas e o local de plantio dos cultivares. Ndo houve correlagdo entre contaminagio
por fumonisinas e tipo de cultivar nos genotipos analisados, hibridos triplos apresentaram
niveis de contaminac¢do abaixo da média nos trés locais estudados. Na safra de 94/95 os
hibridos duplos apresentaram niveis de contaminagdo abaixo da média, ressaltando mais
uma vez em ndo correlagio entre contaminagdo por fumonisinas e tipo de cultivar
(CAMARGOS et alii, 2000). Pela Figura 19, pode-se observar que as variedades estavam
mais contaminadas por fumonisinas em Ribeirdao Preto e Votuporanga, enquanto em Capao

Bonito, os hibridos duplos estavam mais contaminados.
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FIGURA 19. Niveis médios de fumonisinas totais nos tipos de cultivares de milho nas
Estagdes Experimentais do Instituto Agronémico em Capdo Bonito (CB),
Ribeirdo Preto (RP) e Votuporanga (VO), na safra de 97/98. (HS = hibrido
simples e HSm = hibrido simples modificado).

Em geral, existiram efeitos e intera¢Ges significativas no que se refere aos fatores
localizagdo x hibrido, o que também foi observado por SHELBY et alii (1994). KING &
SCOTT (1981) demonstraram que os genotipos de milho diferem significativamente quanto
ao percentual de grios aparentemente saudaveis que estio contaminados com F.
moniliforme, e opinaram que essas diferengas podem estar sob controle genético.

Quando se analisa a contaminagdo por fumonisinas em relagdo ao tipo de
endosperma, observa-se que em Capdo Bonito os cultivares com endosperma dentado
estavam mais contaminados, sendo que em Ribeirdo Preto e Votuporanga, os cultivares
com grdos do tipo duro apresentaram contaminag¢do acima da média. Estes resultados
confirmam aqueles encontrados na safra de 94/95 (CAMARGOS et alii, 2000), onde os
cultivares com endosperma duro estavam também, mais contaminados nestes dois locais.
Nio foi observada correlagdo entre tipo de endosperma e contaminagdo por fumonisinas
(Figura 20).
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FIGURA 20. Niveis médios de fumonisinas totais em cultivares de milho com diferentes
tipos de endosperma nas EstacGes Experimentais do Instituto Agrondmico
em Capdo Bonito (CB), Ribeirdao Preto (RP) e Votuporanga (VO), na safra
de 97/98.

Néo houve correlag@o entre ciclo vegetativo e contamina¢do por fumonisinas, no
entanto, os cultivares de ciclo super precoce apresentaram niveis de contaminag@o abaixo
da média nos trés locais estudados, ao contrario do ocorrido na safra de 94/95
(CAMARGOS et alii, 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 contaminagdo por fumonisinas na média dos locais. Em Ribeirdo Preto o

grupo dos precoces diferenciou dos demais com maior nivel de fumonisinas.
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FIGURA 21. Niveis médios de fumonisinas totais em cultivares de milho agrupados de
acordo com o ciclo vegetativo nas Estagdes Experimentais do Instituto
Agrondmico em Capdo Bonito (CB), Ribeirdo Preto (RP) e Votuporanga
(VO), na safra de 97/98.

Os resultados da avaliagdo dos caracteres agrondomicos de DUARTE &
PATERNIANI (1998), mostraram que Capdo Bonito apresentou as maiores médias de
produtividade e maior ciclo até o florescimento masculino. Observaram-se ainda, elevados
indices 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 contaminagio elevada por fumonisinas
(8,22 pg/g para FB|+FB; e 5,40 pg/g para FB+FB,, respectivamente). Em Ribeirdo Preto,
os cultivares AL 30, Avant, XL 251, XL 360 e Zeneca 8392 apresentaram 0s maiores
indices de plantas acamadas + quebradas. Com exceg¢@o do Zeneca 8392, todos os outros
apresentaram niveis de contaminagdo 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 o cultivar AL 34 apresentou elevado
nivel de contaminagdo por fumonisinas (11,75 pug/g de FB;+FB;). O cultivar AL 34 ndo ¢
recomendado para colheita mecanica em nenhuma das Estagdes Experimentais estudadas.
Os maiores indices de acamamento em alguns cultivares pode ser devido a presenca de

fungos apodrecedores do colmo em determinados locais.
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PEREIRA (1995) relatou que o aumento da doen¢a na cultura do milho esta
relacionado também com o surgimento de novas doengas, 4 implantacdo de uma cultura
mais tecnificada, erosdo de resisténcia, época de plantio e surgimento de novas ragas de
patogenos. Considerando-se que as doencas foliares, entre outras, sdo uma das causas de
baixa produtividade e ma qualidade dos grios, torna-se imprescindivel observar o material
disponivel para o cultivo, em condigdes edafoclimaticas variadas.

Na safra de 97/98, DUARTE & PATERNIANI (1998) relataram a ocorréncia do
complexo enfezamento/mosaico, ferrugem comum, o carvio e a podridio de Fusarium spp
em espigas nos ensaios regionais. Em Votuporanga, apenas cinco cultivares mostraram um
namero maior que 10% de plantas com sintomas de enfezamento (doenga causada por
insetos): Avant, C 806, C 909, Dina 657 e Dina 766. Desses, Avant e C 806 apresentaram
contaminacdo elevada por fumonisinas. O complexo enfezamento/mosaico foi constatado
em Votuporanga, variando de baixa a alta incidéncia. No cultivar AL 34, a incidéncia de
espigas com sintomas de doengas foi de 24%.

Na Estagdo Experimental em Capdo Bonito ocorreu a ferrugem comum, causada
pela Puccinia sorghi, com uma severidade de aproximadamente 50% de area foliar afetada
no cultivar BR 2121. As doengas foliares ocorreram em intensidade relativamente alta em
alguns cultivares, o que permite discriminar o grau de resisténcia apresentado por eles.

Com relag@o a espigas com grdos afetados por Fusarium spp, a maior incidéncia
ocorreu em Capdo Bonito, onde variou de 88% no cultivar XL 345, a 10% no Colorado 42,
no entanto, o Colorado 42 foi o cultivar que apresentou maior nivel de contaminagdo por
fumonisinas. Em Votuporanga, o cultivar XL 345 também foi o mais danificado por
lagartas, demonstrando alta susceptibilidade a praga, este cultivar apresentou contaminagéo
por fumonisinas acima da média nos trés locais. Qutros cultivares que se destacaram pela
alta porcentagem de espigas atacadas foram AS 3466, BR 201 e C 444, no entanto, em
Ribeirdo Preto o cultivar AS 3466 apresentou contaminac@o acima da média.

Os resultados apontaram uma interagdo significativa entre locais e cultivares,
indicando que a incidéncia e severidade de doengas entre cultivares foi varidvel de um local
para outro. Com base nas observagdes realizadas, verificou-se que a ocorréncia de doengas

foi diferenciada nas regides avaliadas. Possivelmente, essa manifestagdo foi em fungdo de:
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condigbes climaticas favoraveis ao desenvolvimento de patogenos, pelo acumulo de
inoculo no campo e/ou a diversidade de material genético.

4. Influéncia dos fatores climaticos na producio de fumonisinas: os cultivares
em Ribeirdo Preto apresentaram uma contaminagdo maior, tanto de FB; (1,44 a 43,80 ng/g)
quanto de FB; (0,44 a 11,65 pg/g), em relagdo aos outros locais. Neste local, a temperatura
variou de 17,91 a 31,10°C, com temperatura média de 25,14°C. Pode-se observar também,
que as temperaturas minimas diminuiram apos os 60 dias de plantio, coincidindo com o
inicio do florescimento feminino.

Os dados relativos as condigdes ambientais nas Estagdes Experimentais do Instituto
Agrondmico em Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga, na safra de 97/98 estdo

apresentados na Tabela 14.

TABELA 14. Condigdes ambientais nas Estagdes Experimentais do Instituto Agronémico
em Cap@o Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga, do plantio a colheita do

milho na safra de 97/98.
Esta¢oes Condigdes Més/Ano
Experimentais | Ambientais | Out/97 | Nov/97 | Dez/97| Jan/98 | Fev/98 | Mar/98 | Abr/98
TMa (°C) | 25,71 | 27,60 | 29,10 | 30,00 | 28,00 | 28,55
Capiio Bonito | TMEC) | 20,52 | 23,50 | 23,70 | 2550 | 23,50 | 23,79
P °| ™™i(c) | 1531 | 1930 | 1830 | 20,90 | 19,00 | 19,02
IP(mm) | 221 | 7,50 | 530 | 650 | 620 | 1234
TMa (°C) 30,50 | 31,10 | 30,61 | 30,90 | 29,68
TMe (°C) 2525 | 2574 | 25,64 | 2530 | 23,78
Ribeirdo Preto | TMi (°C) 19,95 | 2039 | 20,66 | 19,71 | 17,91
IP (mm) 717 | 349 | 10,00 | 574 | 045
UR (%) 81,07 | 7839 | 81,40 | 79,78 | 72,22
TMa (°C)* 30,86 | 32,00 | 32,90 | 31,90 | 32,19
TMe (°C) 2583 | 26,50 | 27,00 | 26,70 | 26,60
Votuporanga | 1 i cocy 20,76 | 21,00 | 2120 | 21,40 | 21,00
IP (mm) 564 | 500 | 510 | 750 | 6,55

Dados obtidos no Centro de Climatologia do Instituto Agronémico em Campinas.
A umidade relativa no més de dez/97 foi determinada somente nas primeiras 3 semanas.
TMa = temperatura maxima; TMe = temperatura média; TMi = temperatura minima; IP = indice pluviométrico

e UR = umidade relativa.
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Segundo THIEL et alii (1991), as fumonisinas, especialmente as B; e B, sdo
facilmente produzidas quando cepas de F. moniliforme sdo cultivadas em milho a 25°C
durante 21 dias. NELSON et alii (1983) verificaram que a temperatura de incubagdo 6tima
para o crescimento do Fusarium spp em culturas é de ﬁS"C dia/20°C noite, embora este
crescimento também ocorra em temperaturas constantes entre 20 e 25°C.

Nas Figuras 22 a 24, onde estdo representadas graficamente as temperaturas
maximas, médias e minimas dos locais estudados, verificamos que em Capao Bonito foram
relatadas as menores temperaturas desde o plantio até a colheita do milho, o que também
foi observado na safra de 94/95 (CAMARGOS et alii, 2000). Houve diferenga significativa
entre as temperaturas minimas nos locais de plantio, apos o florescimento feminino. Nao

foi observada correlagdo entre temperatura ambiente e contaminagdo por fumonisinas.
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FIGURA 22. Temperaturas maximas (TMa), médias (TMe) e minimas (TMi) do plantio a

colheita na Estagio Experimental do Instituto Agrondmico em Capao
Bonito, na safra de 97/98.
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FIGURA 23. Temperaturas maximas (TMa), médias (TMe) e minimas (TMi) do plantio a

colheita na Estagio Experimental do Instituto Agronémico em Ribeirdo
Preto, na safra de 97/98.
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FIGURA 24. Temperaturas maximas (TMa), médias (TMe) e minimas (TMi) do plantio a

colheita na Estacdo Experimental do Instituto Agronémico em
Votuporanga, na safra de 97/98.

Houve diferenga significativa entre indice pluviométrico nos locais de plantio apos
o florescimento feminino. Foi observada correlagdo negativa (r = -0,99) entre quantidade de
chuvas apos o florescimento feminino e contaminagio por fumonisinas. Em Ribeirdo Preto
houve uma reducfio drastica na quantidade de chuvas a partir do més de fevereiro,

coincidindo com a época do florescimento. Nos outros locais, a quantidade de chuvas
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apresentou uma ligeira elevagio a partir do florescimento (Figura 25). Na safra de 94/95. os
cultivares plantados em CapZo Bonito apresentaram maiores niveis de contaminacdo, ao
contrario da safra de 97/98, onde a maior contaminagio foi observada em Ribeirdo Preto.
No entanto, o perfil pluviométrico observado nos dois locais durante as duas safras
analisadas, se assemelham nos casos em que cada local mostrou a maior contaminago
dentre as trés estudadas. A reduc@io drastica de chuvas apds o florescimento feminino
mostra-se diretamente correlacionada com a produgdo de fumonisinas, independentemente
das temperaturas registradas. Uma possivel explicagdo € oferecida por SCHNEIDER &
PENDERY (1983) que notaram que em épocas do ano com deficiéncia de agua, a
senescéncia da raiz do milho € acelerada, resultando no envelhecimento precoce da planta,
0 que aumenta a infecg@o pelo /. moniliforme

Em 1997/98, a produtividade média das lavouras em Votuporanga foi influenciada
pela irregularidade da distribuicdo das chuvas, predominando as “chuvas de manga”.
Embora a maioria das lavouras semeadas em novembro tenham sido afetadas por veranicos
(auséncia de chuvas e calor intenso) na fase de florescimento e enchimento dos graos,
mesmo assim foram obtidas médias elevadas de produtividade. E possivel que a baixa
incidéncia de fumonisinas em Votuporanga seja explicada pelas caracteristicas climaticas
apresentadas nesta regido, ou seja, temperaturas maximas geralmente acima de 30°C e

indice pluviométrico na maioria das vezes acima de 5,0 mm.
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FIGURA 25. Indice pluviométrico (média diaria) do plantio a colheita nas Estag¢Ges
Experimentais do Instituto Agronémico em Capdo Bonito (CB), Ribeirdo
Preto (RP) e Votuporanga (VO), na safra de 97/98.

As amostras utilizadas foram colhidas com umidade dos grdos variando de 13,4 a
22,0%. O cultivar que apresentou maior umidade nos graos na época da colheita foi o Dina
1000. No entanto este cultivar apresentou baixos niveis de contaminagdo nos locais
estudados. Ndo houve correla¢do entre a contaminagdo por fumonisinas e a umidade dos
grdos logo apo6s a colheita. Na safra de 94/95 os grdos foram colhidos com umidade
variando de 18,0 a 23,8%, o que confirma o fato de ndo ter sido observada nenhuma
correlagfio entre umidade dos graos durante a colheita e a contaminag@o por fumonisinas.

Os dados de umidade relativa do ar foram coletados apenas na Estagdo
Experimental do Instituto Agrondémico em Ribeirdo Preto, e os valores variaram de 72,22 a
81,4%. Na safra de 94/95 a umidade relativa do ar variou de 74,4 a 83,2%. Apesar de ter
ocorrido maior quantidade de chuvas na safra de 97/98 em relagdo a safra de 94/95 a
umidade relativa do ar ndo apresentou diferengas marcantes de um ano para o outro e
portanto ndo pode ter influenciado a maior producio de fumonisinas em 97/98 em Ribeirdo
Preto. Segundo CHRISTENSEN & SAUER (1982) os fungos do género Fusarium,

requerem para seu desenvolvimento, elevada umidade relativa do ar (80%) e altos teores de
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umidade nos gréos (20-21%). Nao foi possivel verificar se ha correlagio entre
contaminagdo por fumonisinas e umidade relativa do ar, porque as Estagdes Experimentais

de Cap@o Bonito e Votuporanga nio fazem a coleta destes dados.

CONCLUSOES

Os teores de fumonisinas encontrados em 52 cultivares de milho plantados em trés
diferentes regides do Estado de Sdo Paulo na safra de 97/98 revelaram que mais de 67% das
amostras estdo com contaminacdo acima de 1,0 pg/g, nivel este considerado
suficientemente alto para causar preocupagdes para a saude humana. Sendo que, 42,7%
estavam acima de 5,0 pg/g, portanto acima do recomendado pelo “Mycotoxin Committee
of American Association of Veterinary Diagnostician” para ragdo de eqiiinos. Os resultados
colocam o milho plantado no Estado de S&o Paulo dentre os mais contaminados do mundo.

Embora todos os cultivares analisados apresentassem contaminagfo por fumonisinas
B; e By, pode-se concluir que as condigdes ambientais especificas de cada area de cultivo
representaram um importante fator na formag@o das fumonisinas no milho. As diferencas
nos niveis de fumonisinas encontradas em alguns cultivares em diferentes locais, sugerem a
possibilidade da selegdo de cultivares menos sensiveis ao Fusarium e ao acumulo de
fumonisinas adaptados para cada local em particular.

Niao foi observada nenhuma correlagdo entre contaminagdo por fumonisinas e tipo
de cultivar, tipo de endosperma e ciclo vegetativo, sendo o mesmo observado nos cultivares
analisados durante a safra de 94/95 (CAMARGQOS et alii, 2000).

Foi encontrada diferenca significativa entre as temperaturas minimas observadas nas
Estacdes Experimentais estudadas apos o florescimento feminino, no entanto, ndo foi
observada nenhuma correlagdo entre temperatura ambiente e contamina¢do por
fumonisinas, sendo o mesmo observado nos cultivares analisados durante a safra de 94/95
(CAMARGQOS et alii, 2000).

Foi encontrada correlagio negativa (r = -0,99) entre a contaminagdo por

fumonisinas e o indice pluviométrico observado nas EstacSes Experimentais apos o
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florescimento feminino, sendo o mesmo observado nos cultivares analisados durante a safra
de 94/95 (CAMARGOS et alii, 2000).
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FUMONISINAS EM CULTIVARES DE MILHO DE DIFERENTES REGIOES E
SAFRAS DO ESTADO DE SAO PAULO.

RESUMO

Quarenta e oito amostras de milho recém-colhidos, representando oito gendtipos
com diferentes tipos de cultivar, endosperma e durago do ciclo vegetativo foram avaliados
quanto ao teor de fumonisinas e a influéncia das caracteristicas ¢ das condi¢des climaticas
na produgdo destas toxinas em trés Estagdes Experimentais do Instituto Agrondmico
(Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga) em Sdo Pauls, durante as saffas de 94/95 o
97/98. Todos os cultivares analisados estavam contaminados com fumonisinas em niveis
que variaram de 0,36 pg/g a 3,43 pg/g para FB; e de 0,06 pg/g a 1,47 pgl/g para FB,
durante a safra de 94/95 e de 1,50 pg/g a 22,20 pg/g para FB; e de 0,08 pg/g a 4,83 pg/g
para FB,, durante a safra de 97/98. Todas as amostras continham niveis de fumonisinas
acima de 1,0 pug/g. Nio foi observada correlagdo entre concentragdo por fumonisinas e tipos
de cultivar, de endosperma, ou duragdo do ciclo vegetativo. Foi observada uma forte
interagdo entre a contaminacdo por fumonisinas e o local de cultivo das amostras
analisadas. Nao foi observada correlagdo entre temperatura ambiente e contaminagio por
fumonisinas. A comparagéo dos resultados da incidéncia de fumonisinas em dois anos por
regido indica uma grande diferenga de comportamento dos cultivares quanto ao acimulo de
fumonisinas. Embora todos os cultivares analisados apresentassem contaminagdo por
fumonisinas B; e B,, pode-se concluir que as condigdes ambientais especificas de cada area
de cultivo representaram um importante fator na formagdo das fumonisinas no milho. As
diferengas nos niveis de fumonisinas encontrados em alguns cultivares em diferentes
Estactes Experimentais, sugerem a possibilidade da selecdo de cultivares menos sensiveis
ao Fusarium, e ao acumulo de fumonisinas para uso em locais especificos. Ficou
evidenciada a necessidade de empregar mais de um ano agricola para observar a resisténcia
dos cultivares de milho ao Fusarium, bem como a experimentagdo regional na
caracterizacdo de gendtipos mais adaptados e/ou resistentes em cada condigdo

edafoclimatica.
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INTRODUCAO

A= fumonisinas, um grupo de micotoxinas produzidas por Fusarium moniliforme
GELDERBLOM et alii, 1988, SEZUIDENHOUT et alii, 1988), tem sido encontradas
naturalmente no milho e derivados e sdo associadas com doengas nos animais {ROSS ef
alii, 1991, 1992; SYDENHAM ef alii, 1992). Fumonisina B; (FB;) tem sido relacionada
como a causa da leucoencefalomaldcia eqiiina (KELLERMAN ef alii, 1990), edema
pulmonar suino (HARRISON et alii, 1990) e cancer hepatico em ratos (GELDERBLOM ef
alii, 1991). As fumonisinas tem sido encontradas em alimentos a base de milho consumidos
por wumanns (& DENHAM »f 4lii 1991; PITTET et alii, 1992; RHEEDER et alii, 1992;
LTHIEL et alii, 1992). A ocorréncia de fumonisinas em milho foi correlacionada com altas
taxas de cancer de esdfago em Transkei, Africa do Sul (MARASAS ef alii, 1988), e na
China (ZHEN, 1984).

A ocorréncia de fumonisinas na Europa foi primeiro relatada em espigas de milho
infectadas por F. verticilloides (= F. moniliforme) na Austria (LEW ef alii, 1991). Desde
entdo, varios trabalhos mostraram a ocorréncia natural de fumonisinas em milho da Polénia
e Franga, em milho importado pela Italia da Franga, Grécia, e Argentina € em varias
amostras de alimentos a base de milho coletados na Itélia.

Contaminagdo por fumonisinas na Argentina foi relatada no milho colhido na
Provincia de Buenos Aires (SYDENHAM et alii, 1993). Relativamente baixos niveis de
fumonisinas foram encontrados nas amostras de milho argentino (safra 1991) exportado
para a Africa do Sul (RHEEDER et alii, 1994).

Virios trabalhos relataram a presenga do F. moniliforme no milho brasileiro
(SALGADO & CARVALHO, 1980; WENTZ et alii, 1981; LILLEHOJ & ZUBER, 1988),
no entanto poucos foram os trabalhos que determinaram a presenga das fumonisinas em
milho no nosso pais (YAMAGUSHI et alii, 1992; MEIRELES et alii, 1992; SYDENHAM
et alii, 1992; e HIROOKA ef alii, 1994 e 1996). Tendo em vista o nimero reduzido de
publicag¢Ges sobre a incidéncia de fumonisinas no milho brasileiro, e o fato de nenhum ter
relatado o comportamento de cultivares frente a este tipo de contaminagdo, o presente

trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento de cultivares de milho plantados no
145



Estado de Sdo Paulo quanto a produgdo de fumonisinas B; e B, em duas safras ndo
consecutivas, 94/95 e 97/98. Com a observagdo do comportamento dos mesmos cultivares
de milho em diferentes regides e em diferentes safras, torna-se possivel verificar como
fatores especificos como caracteristicas agrondmicas e climéticas influenciam a produc¢do

de fumonisinas quando o fator variabilidade genética é mantido sob controle.

MATERIAL E METODOS

1. Amostras: foram utilizadas 48 amostras de milho provenientes de oito genétipos
plantados durante duas safras ndo consecutivas (94/95 e 97/98) em trés Estacdes
Experimentais do Instituto Agrondmico em Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga.
Na safra de 94/95, os cultivares foram semeados no dia primeiro de novembro de 1994 e
colhidos no dia 23 de margo de 1995 (143 dias do plantio & colheita) em Capdo Bonito; em
Ribeirdo 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 ocorreu no
dia 24 de novembro de 1994 ¢ a colheita no dia 25 de abril de 1995 (153 dias do plantio a
colheita).

Na safra de 97/98, os cultivares foram semeados no dia 16 de outubro de 1997 e
colhidos no dia 16 de marco de 1998 (151 dias do plantio & colheita) em Capdo Bonito;
semeados no dia 02 de dezembro de 1997 e colhidos no dia 13 de abril de 1998 (133 dias
do plantio a colheita) em Ribeirdo Preto; e semeados no dia 17 de novembro de 1997 e
colhidos no dia 26 de margo 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 até o momento da analise.

Na Tabela 15, estédo relacionados os oito cultivares avaliados nos testes regionais de

94/95 e 97/98 nos ensaios das Estagdes Experimentais do Instituto Agrondmico.
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TABELA 15. Relacido e caracteristicas dos cultivares de milho avaliados consecutivamente
nas Estagcdes Experimentais do Instituto Agronémico em Capiao Bonito,
Ribeirdo Preto e Votuporanga, nas safras de 94/95 e 97/98.

Produtores
e/ou Criadores

Tipo de Cor dos Graos/Tipo de

o inla@
i e Cultivar® Endosperma Ciclo

Agromen AGN 2012 HD Amarelo Semidentado | SP
CATI AL 34 A Amarelo Semidentado N
Colorado | Colorado 32 HT Laranja Semiduro P
Colorado | Colorado 42 HD Laranja Semiduro P
Dinamilho Dina 766 HSm Laranja Semiduro SP
Pioneer P 3041 HT Laranja Duro P
Zeneca Zeneca 8392 HS Laranja Semiduro SP
Zeneca Zeneca 8501 HT Amarelo Semidentado P

“VHD = hibrido duplo; V = variedade; HT = hibrido triplo ¢ HSm = hibrido simples modificado.
@ SP = super precoce; N = normal e P = precoce.

2. Avaliacio das caracteristicas agrondmicas: as caracteristicas agronomicas
foram avaliadas nos laboratorios do Instituto Agrondmico em Campinas. Os dados diarios
de temperatura maxima, minima e média, umidade relativa do ar e as precipitagGes pluviais
foram coletados no Centro de Ecofisiologia e Biofisica do Instituto Agronomico de
Campinas

Os resultados das analises das caracteristicas agrondmicas dos cultivares de milho
nas Estagdes Experimentais do Instituto Agronémico em Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e
Votuporanga, na safra de 94/95 encontram-se no Documento Técnico n° 99 da
Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral — CATI (MEREGE et alii, 1996). Os
resultados das analises da safra de 97/98 encontram-se no Documento IAC n° 62
(DUARTE & PATERNIANI, 1998).

3. Padrées de fumonisinas B; e B;: solugdes estoques individuais de fumonisinas
B; e B; (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) foram preparadas pesando-se 1 mg e
dissolvendo-se em 10 mL de acetonitrila:agua (1+1) segundo VISCONTI et alii (1994),
obtendo-se uma concentragdo de 100 pg/mL. Solugdes de trabalho foram preparadas com
concentragdes de 50 pg/mL de FB; e de FB,, respectivamente. Todas as solugdes padrio

foram armazenadas em frascos ambar vedados, a -18°C.
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4. Analise das fumonisinas: para a analise das fumonisinas foi utilizada a
metodologia descrita por SHEPHARD e alii (1990) com algumas modificacdes, segundo
CAMARGOS et alii (1999). As amostras de milho foram trituradas em moinho até
atingirem um tamanho de 20 mesh. Cinqiienta gramas da amostra foram homogeneizadas
em liqiidificador com 100 mL de metanol:agua (3+1, v/v) durante 5 minutos. A mistura foi
centrifugada durante 10 minutos a 2000 rpm e o sobrenadante foi filtrado em papel de
filtro. O filtrado teve o pH corrigido, quando necessario, para um pH entre 5,8-6,5 com
hidroxido de sodio 1 M (somente 2 a 3 gotas). A limpeza do extrato filtrado foi feita em
coluna de extragdo em fase soOlida (SPE) por troca anibnica forte (SAX) apés
condicionamento da coluna. O condicionamento da coluna foi feito através de lavagens
com 10 mL de metanol seguidos por 10 mL de metanol:dgua (3+1, v/v). Foram aplicados
10 mL do extrato filtrado na coluna e, lavados com 10 mL de metanol:dgua (3+1, v/v)
seguidos por 6 mL de metanol. As fumonisinas B; € B, foram eluidas com 20 mL de
metanol:acido acético glacial (95+5, v/v). Durante a limpeza o fluxo dos solventes foi
controlado a vacuo para que ndo excedesse a 1 mL/minuto. O eluato foi evaporado a 60°C
sob atmosfera de nitrogénio. O residuo concentrado foi lavado com 1 mL de metanol e
novamente evaporado para garantir que todo o 4cido acético fosse evaporado. O residuo
seco foi mantido em freezer até o momento da analise. A regeneragdo das colunas de troca
anidnica forte foi realizada com 5 mL de HCI] 0,1 M seguidos por 8 mL de agua destilada,
segundo SYDENHAM et alii (1996). As duplicatas foram feitas nas colunas regeneradas.

Para a preparaggo dos padrdes derivados foram transferidos 100 pL das solugGes de
trabalho das fumonisinas B; e B; (50+50 pg/mL) para um frasco e adicionados 200 pL do
reagente OPA (dissolver 40 mg de OPA em 1 mL de metanol, diluir com 5 mL de tampao
tetraborato de sddio 0,1 M e adicionar 50 uL de 2-mercaptoetanol), segundo SHEPHARD
et alii (1990). Foi agitado em ultra-som a 5-15°C durante 30 segundos, e injetados 20 pL
apos 60 segundos de reagdo. O reagente OPA foi acondicionado em frasco ambar, coberto
com papel aluminio e conservado por até 1 semana em temperatura de refrigeragdo.

Os extratos das amostras de milho foram redissolvidos em 500 pL de
acetonitrila:agua (1+1) e filtrados em filtros de 0,45 um. Foram transferidos 100 pL deste
extrato para um frasco, e adicionados 200 puL do reagente OPA. Foi agitado em ultra-som a

5-15°C durante 30 segundos, e injetados 20 pL apdés 60 segundos de reagdo. As
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fumonisinas foram analisadas por um sistema de cromatografia ligiiida de alta eficiéncia,
consistindo de uma bomba M-510 (Waters Associates, Milford, MA) com alga de inje¢do
de 20 pL e um injetor tipo Rheodyne Inc M-7125 (Cotati, CA) conectado a um detector de
fluorescéncia HP1046A e um integrador HP3393A (Hewlett Packard, Avondale, PA). As
separagoes foram feitas em coluna (250 mm x 4,6 mm) Varian (Walnut Creek, CA)
empacotada com Microsorb-MV 5 pm ODS de fase reversa, usando uma fase mével
composta por acetonitrila:agua:acido acético glacial (50+50+0,5) até 15 minutos, seguida
por acetonitrila pura. O tempo total de analise foi de 30 minutos. Apds a corrida foram
necessarios 30 minutos para condicionar a coluna com a fase mével inicial, antes da
proxima injegdo. Os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo foram 335 nm e 440
nm, respectivamente. A vazio foi de 1,0 mL/minuto.

A identificacdo dos compostos analisados foi realizada através da comparagdo dos
tempos de retengdo estabelecidos com as amostras e os padrdes. A quantificagio dos
compostos foi o da padronizagdo externa, utilizando-se as areas dos picos. Os limites de
detec¢do do método foram definidos para nossas condigbes de trabalho, como a
concentragdo das fumonisinas B; e B, presente na amostra que originou a menor area que
permitia visualizagdo inequivoca do pico.

S. Descontaminac¢io do material: todo o material utilizado foi descontaminado
com uma solugdo concentrada de hipoclorito de sddio comercial, por 24 horas. Apos a
descontaminagdo o material foi lavado normalmente, enxaguado com agua destilada e seco
em estufa.

6. Analise estatistica: os dados de fumonisinas dos oito cultivares comuns obtidos
das amostras de dois anos (safras 94/95 e 97/98) em trés locais (Capao Bonito, Ribeirdo
Preto e Votuporanga), foram analisados conjuntamente, utilizando o modelo inteiramente
casualizado. Para comparagé@o de médias utilizou-se o teste de Tukey a 5%. Os dados foram
analisados utilizando o programa de anélise estatistica — SANEST (ZONTA et alii, 1987).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Incidéncia de fumonisinas em milho cultivado em safras diferentes: as duas
safras estudadas mostraram-se distintas entre si considerando-se a contaminagio por
fumonisinas. Os locais estudados também mostraram-se distintos entre si considerando-se a
contaminag@o por FB;. Todos os cultivares analisados continham fumonisinas B; (FB;) e
B; (FB2). Na safra de 94/95 os niveis de FB; variaram de 0,36 pg/g a 3,43 pg/g
(concentragdo média de 2,04 pg/g) e os niveis de FB, variaram de 0,06 pg/g a 1,47 pg/g
(concentragdo média de 0,47 pg/g). A concentragdo total de fumonisinas variou de 0,60
ng/g a 4,90 pg/g, sendo a média da concentragdo total de 2,50 pg/g. A proporgio FB,/FB;
variou de 0,08 a 0,88.

Na safra de 97/98 os niveis de fumonisinas foram maiores que os observados em
94/95, com FB, variando de 1,50 pg/g a 22,20 pg/g (concentragdo média de 5,56 pg/g) e
FB; variando de 0,08 pg/g a 4,83 pg/g (concentragdo média de 1,69 pg/g). A concentragdo
total de fumonisinas variou de 1,96 pg/g a 27,04 pg/g, sendo que a média da concentracdo
total foi de 7,25 pug/g. A proporgio FB,/FB, variou de 0,04 a 0,54. As maiores médias de
contaminacio tanto de FB; como de FB, foram encontradas na Estagdo Experimental em
Capao Bonito.

A incidéncia de FB; e FB; e o total de fumonisinas variaram significativamente
(p<0,001) entre anos, locais e entre cultivares. Todas as interagdes analisadas foram
significativas (p<0,001) mostrando que a incidéncia de fumonisinas € muito variavel e
complexa. Houve maior producé@o de FB; e FB; em 97/98 em todos os locais e em todos os
cultivares, a excegdo do CO 32, que foi o mais estavel com menor sensibilidade a produg@o
dessas toxinas.

Em Capio Bonito e Ribeirdo Preto, a produgdo de fumonisinas foi sempre maior
que em Votuporanga nas duas safras estudadas. Na média dos dois anos e em 97/98, a
produ¢do de fumonisinas em CapZo Bonito foi maior do que em Ribeirdo Preto. Ao nivel
de cultivar, observou-se maior diferenciag@o entre os cultivares quanto a FBy, sendo o CO

42 o mais sensivel a produgio de FB; com nivel médio > 5,0 pg/g.
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Os resultados da analise de varidncia conjunta dos dados de fumonisinas estdo

apresentados na Tabela 16.

TABELA 16. Resultados da analise de varidncia conjunta dos dados de fumonisinas B, e
B,, das safras de 94/95 e 97/98, nas Estagdes Experimentais do Instituto
Agrondémico em Cap@o Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga.

. Graus de Quadrado Médio (QM)
Cansaside VAR | v b erdade 0Ly B0y FB, | FB,; +FB,
Ano 1 297,15 ** | 35,60 ** | 538,47 **
Local 2 4122 %% | 141%% | 47,67 **
Cultivar 7 28,19 ** 0,41 * 34,93 **
Ano x Local 2 23,91 ** | 150%F | 3538 %*
Ano x Cultivar 7 18,82 ** 1,52 ** 20 12 %%
Local x Cultivar 14 21,54 ** | 1,79** | 3513 **
Ano x Local x Cultivar 14 17.53 ##* | R 28,74 **
Residuo 48 11,20 0,24 1,78
C. V. (%) 28,81 45,20 27,35

* Significativo a 5% pelo teste de F.
** Significativo a 1% pelo teste de F.

Os resultados da incidéncia de fumonisinas B; e B; nos cultivares de milho

analisados estdo apresentados na Tabela 17.
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TABELA 17. Média de fumonisinas B; e B, em 8 cultivares de milho colhidos nas
Estagdes Experimentais do Instituto Agronémico em Capdo Bonito,
Ribeirdo Preto e Votuporanga, nas safras de 94/95 e 97/98.

Capiao Bonito Ribeirdo Preto Votuporanga
. 94/95 97/98 94/95 97/98 94/95 97/98
notipos
POS |\ ¥B, | FB, | ¥B, | FB, | ¥B, | FB, | ¥B, | FB, | FB, | FB, | FB; | FB,
ng/g | ng/g | ng/s | ug/g | ng/g | ng/g | uglg | ne/g | ng/s | ng/s | ng/g | nelg
AGN 2012 2,21 0,55 4,06 0,96 3,12 0,64 12,27 3,60 3,43 1,47 3,82 1,47
AL 34 2,39 0,55 3,96 1,44 227 0,17 3,00 1,20 2,22 0,62 7,64 4,11
Colorado 32 1,70 0,53 1,91 0,08 2,89 0,23 1,50 0,46 0,66 0,53 1,80 0,24
Colorado 42 2,57 0,35 22,20 4.83 2,76 0,28 5,33 1,03 0,73 0,06 4,35 1,52
Dina 766 2,25 0,72 11,33 3,05 3,29 0,30 5,61 1,12 0,74 0,23 2,24 0,86
P 3041 3,04 0,80 8,60 2,98 1,47 0,17 5,11 2,00 0,36 0,25 429 1,90
Zeneca 8392 1,68 0,38 1,52 1,99 2,48 0,36 2,38 0,73 3,24 1,27 3,74 0,97
Zeneca8501 | 233 | 024 292 | 063 | 197 | 025 | 4735 1,01 | 040 | 036 | 3,56 | 1,16
Média 227 | 052 | 781 | 200 | 253 | 030 | 493 | 139 | 147 | 060 | 3,93 | 153
Desvio Padrdo | 0,25 | 0,11 147 | 036 | 067 | 004 | 092 | 051 | 0,73 | 0,14 | 1,19 | 032
C.V.(%)* 15,91 | 26,47 19,35 26,55 | 28,14 | 18,02 25,52 56,59 | 68,93 | 35,85 | 32,90 | 40,42
dms *

(Tukey a 5%) 1,34 0,54 5,98 2,10 2,82 0,22 5,00 3,12 4,02 0,84 5,12 2,69

Os resultados representam a média de duplicatas e foram corrigidos para a recuperagéo.
Limites de detecgdo: FB; = 0,02 pg/g e FB, = 0,04 pg/g.
* Dados obtidos na analise de varidncia individual dos experimentos.

A comparagdo dos resultados da incidéncia de fumonisinas em dois anos por regido
indica diferenca de comportamento dos cultivares quanto ao acumulo de fumonisinas.

Os cultivares AGN 2012 e Zeneca 8392 apresentaram as maiores médias de
fumonisinas sem diferir dos demais, no entanto, na safra de 97/98 o cultivar mais
contaminado foi o Colorado 42 para FB; e FB,. Quando se analisa as duas safras ndo
consecutivas observa-se que os cultivares Colorado 42 e AGN 2012 s@o os mais sensiveis
ao acumulo de fumonisinas, respectivamente para FB; e FB,, nas Estagdes Experimentais
estudadas, ndo sendo portanto indicado o seu plantio. Assim, fica evidenciada a
necessidade de empregar mais de um ano agricola para fazer inferéncias sobre a resisténcia
dos cultivares de milho ao acimulo de fumonisinas, bem como a validade da
experimentagio regional para caracterizar os genotipos mais adaptados e/ou resistentes em

cada condigd@o edafoclimatica.
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Quando se comparam cultivares plantados em duas safras ndo consecutivas,
observa-se que o cultivar Colorado 32 apresentou maior estabilidade, ndo sofrendo
interagao com o meio ambiente. Foi 0 que menos acumulou fumonisinas (Tabela 18). O
comportamento apresentado por este cultivar indica a possibilidade de sele¢do de cultivares

menos sensiveis ao acumulo de fumonisinas.

TABELA 18. Médias de fumonisinas de trés locais (Capdo Bonito, Ribeirdo Preto e
Votuporanga) nas safras de 94/95 e 97/98, em oito cultivares de milho.

Safra
o 94/95 97/98 o
Genotipos FB, + FB, FB, + FB, Média (ng/g)
(ng/g) (ng/g)
AGN 2012 4,01 8,73 6,37
AL 34 2,74 5,99 437
Colorado 32 2,18 2,00 2,09
Colorado 42 225 13,09 7,67
Dina 766 2.51 8,07 5,29
P 3041 2,03 8,29 5,16
Zeneca 8392 3,13 5,78 445
Zeneca 8501 1,85 454 3,20
Média 2,59 7,06
C. N (%) * 57,46 57,46 57,46
dms * (Tukey a 5%) 5,08 5,08 3,59

Os resultados foram corrigidos para a recuperagio.
Limites de detec¢do: FB; = 0,02 pg/g e FB, = 0,04 pg/g.
* Dados obtidos da andlise de varidncia conjunta.

Todas as amostras analisadas nas safras de 94/95 e 97/98 continham niveis de
fumonisinas acima de 1,0 pg/g, sendo que 75% das amostras analisadas em 97/98
continham niveis superiores a 5,0 pg/g. O “Mycotoxin Committee of American Association
of Veterinary Diagnostician” (RILEY et alii, 1993) recomenda niveis maximos de 5,0 pg/g
de fumonisinas para ragdo de eqiiinos, 10,0 pg/g para ragdo de suinos, e 50,0 pg/g para

rac@o de bovinos e frangos de corte.
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Os resultados observados para incidéncia de fumonisinas em duas safras sdo
bastante elevados, indicando a necessidade de uma investigagio maior quanto a
contamina¢do por fumonisinas em milho, n3o s6 no Estado de Sio Paulo, mas como em
todos os outros Estados produtores de milho no pais. A necessidade de se investigar
produtos derivados de milho para o consumo humano torna-se evidente tendo em vista que
13,5% do milho produzido se destina a industria de alimentos (PEDROZA & DEZEN,
1991).

A distribuicdo de frequiéncia dos niveis de contaminagdo por fumonisinas nas

amostras analisadas estdo representadas pela Figura 26.
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FIGURA 26. Distribuigdo de freqiiéncia da contaminagdo por fumonisinas em oito
cultivares de milho das Estagdes Experimentais do Instituto Agronémico em
Capio Bonito, Ribeirdo Preto e Votuporanga, nas safras de 94/95 e 97/98.

Os niveis de fumonisinas encontrados nas amostras de milho analisadas nas safras
de 94/95 e 97/98 estdo entre os maiores do mundo, ocasionando um risco a saude dos

animais e principalmente dos humanos que utilizarem este milho em sua dieta.

2. Influéncia dos fatores climaticos na producio de fumonisinas: as diferengas
nos niveis de contaminagdo por fumonisinas observadas nos cultivares plantados nas
diferentes Estacdes Experimentais estudadas podem ser parcialmente atribuidas as
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variagdes climaticas e condi¢des ambientais apresentadas nos diferentes locais e safras. No
entanto, ndo foi observada correlagdo entre temperaturas e contaminagéo por fumonisinas,
entre as duas safras analisadas. As temperaturas observadas em todas as Estagdes
Experimentais estudadas, foram maiores durante a safra de 97/98. As temperaturas
maximas e minimas observadas nas Estagdes Experimentais de Capdo Bonito, Ribeirdo

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 minimas (TMi) do plantio a
colheita na Estagdo Experimental do Instituto Agrondomico em Capdo
Bonito, nas safras de 94/95 e 97/98.
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FIGURA 28. Temperaturas maximas (TMa) e temperaturas minimas (TMi) do plantio &
colheita na Estagio Experimental do Instituto Agronémico em Ribeirdo
Preto, nas safras de 94/95 e 97/98.

35 +
&30 4 W\\z—/"d——i\.
3 25 4
g —eo—TMa 94/95
= 201 —=—TMa 97/98
% 15 - TMi 94/95
g 10 TMi 97/98
&
9
O 1 T ] L] ] 1
Nov Dez Jan Fev Mar Abr
Meses

FIGURA 29. Temperaturas maximas (TMa) e temperaturas minimas (TMi) do plantio a
colheita na Estagdo Experimental do Instituto Agrondmico em Votuporanga,
nas safras de 94/95 e 97/98.

A contaminagdo por fumonisinas em produtos agricolas reflete a incidéncia da
infecgdo fungica nos graos durante uma safra em particular, que € influenciada por varios
fatores tais como origem, condigdes atmosféricas, ¢ danos causados por insetos. Estes

efeitos sazonais podem ser vistos pela comparagdo 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
niveis de contaminagdo que os cultivares plantados na safra anterior. Alguns autores
sugerem que a quantidade elevada de esporos flingicos presentes no ar durante o
florescimento feminino € importante para determinar o grau de infec¢do do milho.

No presente trabalho foi possivel observar que a quantidade de chuvas durante a
safra de 94/95 nas Estagdes Experimentais estudadas foi bastante diferente do indice
pluviométrico observado na safra de 97/98. Foi observada uma forte correlagio (r = -0,96 e
-0,99, respectivamente) entre indice pluviométrico e contaminagdo por fumonisinas nos
cultivares analisados nas safras de 94/95 e 97/98 (CAMARGOS et alii, 2000 a, b). Devido
ao numero reduzido de cultivares analisados em comum nas duas safras nio consecutivas,
ndo foi possivel observar correlagdo entre a contaminagdo por fumonisinas e o indice
pluviométrico apés o florescimento feminino. Os dados referentes aos indices
pluviométricos (médias diarias/mensais) nas Estacdes Experimentais analisadas durante o
periodo do plantio & colheita dos cultivares de milho durante as safras de 94/95 e 97/98

(Figuras 30 a 32).
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FIGURA 30. Indice Pluviométrico (IP) do plantio & colheita nas Estagdes Experimentais do
Instituto Agrondmico em Capdo Bonito, nas safras de 94/95 e 97/98.
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FIGURA 31. Indice Pluviométrico (IP) do plantio a colheita nas Esta¢bes Experimentais do
Instituto Agronémico em Ribeirdo Preto, nas safras de 94/95 e 97/98.
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FIGURA 32. Indice Pluviométrico (IP) do plantio a colheita na Estagdo Experimental do
Instituto Agrondmico em Votuporanga, nas safras de 94/95 e 97/98.

Os dados de umidade relativa do ar foram coletados apenas na Estagdo
Experimental do Instituto Agrondmico em Ribeirdo Preto, e os valores variaram de 74,4 a
83,2% na safra de 94/95 e de 72,2 a 81,4% na safra de 97/98. Apesar dos indices
pluviométricos apresentarem perfis diferentes nas duas safras, com maior quantidade de

chuvas na safra de 94/95, ndo houve diferenca significativa na umidade relativa do ar
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durante o periodo do plantio a colheita nas duas safras. Nao foi possivel verificar se ha
correlagdo entre contaminag@o por fumonisinas e umidade relativa do ar, pela falta de dados
nas outras Estacdes Experimentais.

Os dados de umidade relativa do ar na Estagdo Experimental do Instituto
Agrondmico em Ribeirdo Preto nas duas safras analisadas estdo representados pela Figura

33.
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FIGURA 33. Umidade relativa do ar (UR) do plantio a colheita na Estacdo Experimental do
Instituto Agrondmico em Ribeirdo Preto, nas safras de 94/95 e 97/98.

CONCLUSOES

Os teores de fumonisinas encontrados nos cultivares de milho plantados em trés
regides do Estado de Sdo Paulo nas safras de 94/95 e 97/98 revelaram que 100% das
amostras continham niveis de fumonisinas acima de 1,0 pg/g, nivel este considerado
suficientemente alto para causar preocupagdes para a saude humana. Das amostras
cultivadas na safra de 97/98, 75% continham niveis de contaminagdo acima de 5,0 pg/g,
portanto acima do recomendado pelo “Mycotoxin Committee of American Association of
Veterinary Diagnostician” para ragdo de eqiiinos. Os resultados colocam o milho plantado

no Estado de Sdo Paulo dentre os mais contaminados do mundo com relagdo a fumonisinas.
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Embora todos os cultivares analisados apresentassem contaminagio por fumonisinas
B, e By, pode-se concluir que as condigdes ambientais especificas (indice pluviométrico) de
cada area de cultivo representaram um importante fator na formagfio das fumonisinas no
milho. As diferengas nos niveis de fumonisinas encontradas em alguns cultivares em
diferentes locais, sugerem a possibilidade da selegiio de cultivares menos sensiveis ao
Fusarium e ao acumulo de fumonisinas, adaptados para cada local em particular. Em
Votuporanga foram observados os menores niveis de contaminag¢io com FB; nas duas
safras estudadas. O CO 32 apresentou maior resisténcia a producéo de fumonisinas.

Nao foi observada nenhuma correlagdo entre temperatura ambiente e contaminagao
por fumonisinas.

A comparagdo dos resultados da incidéncia de fumonisinas em dois anos por regido
indica uma grande diferenca de comportamento dos cultivares quanto ao acimulo de
fumonisinas. Fica entdo evidenciada a necessidade de empregar mais de um ano agricola
para que inferéncias possam ser feitas sobre a resisténcia dos cultivares de milho ao
Fusarium, bem como a validade da experimentagdo regional para caracterizar os genotipos

mais adaptados e/ou resistentes em cada condigdo edafoclimatica.
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CONCLUSOES

A avalia¢@o de métodos para a determinagdo de fumonisinas em milho conduzida
durante o presente trabalho indicou o método da AOAC Internacional, com algumas
modificagdes, como mais adequado. Os limites de detecgdo foram de 20 ng/g para FB, e de
40 ng/g para FB; e a recuperacdo foi de 93-96% para FB, e de 69-85% para FB, A
repetibilidade do método para a mesma amostra analisada em dias diferentes expressa pelo
desvio padréo entre duplicatas foi de 0,6% para FB, e de 2,2% para FB,.

Os teores de fumonisinas encontrados em 35 cultivares de milho plantados em trés
diferentes regides do Estado de S@o Paulo na safra de 94/95 e em 52 cultivares na safra de
97/98, revelaram que 76,2% e 67% respectivamente, estavam com contaminagdo acima de
1,0 ng/g, nivel este considerado suficientemente alto para causar preocupagdes para a saude
humana. Sendo que, 7,6% e 42,7% respectivamente, estavam acima de 5,0 pg/g, portanto
acima do recomendado pelo “Mycotoxin Committee of American Association of
Veterinary Diagnostician” para ragdo de eqiiinos. Os resultados colocam o milho plantado
no Estado de Sdo Paulo dentre os mais contaminados do mundo.

Embora todos os cultivares analisados apresentassem contaminag¢do por fumonisinas
B, e B», pode-se concluir que as condig¢des ambientais (indice pluviométrico) especificas de
cada area de cultivo representaram um importante fator na formagao das fumonisinas no
milho. As diferengas nos niveis de fumonisinas encontradas em alguns cultivares em
diferentes locais, sugerem a possibilidade da sele¢do de cultivares menos sensiveis ao
Fusarium e ao acumulo de fumonisinas adaptados para cada local em particular. No entanto
nenhum dos cultivares apresentou resisténcia a produgao de fumonisinas.

Nio foi observada nenhuma correlagio entre contaminagio com fumonisinas e tipo
de germoplasma, de endosperma e duragdo do ciclo vegetativo nos cultivares analisados
nas safras de 94/95 e 97/98.

Foi observada diferenca significativa entre as temperaturas minimas registradas nas
Estacdes Experimentais analisadas durante as safras de 94/95 e 97/98, no entanto, n3o foi
observada nenhuma correlagdo entre temperatura ambiente e contaminagdo com

fumonisinas.
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Foi observada correlagdo negativa (r = -0,96 e -0,99, respectivamente) entre indice
pluviométrico apods o florescimento feminino e contaminagdo com fumonisinas nas safras
de 94/95 e 97/98. Chuvas reduzidas apoés o florescimento feminino apresentaram-se como
um fator importante para a produgdo de fumonisinas nos cultivares.

A comparagdo dos resultados da incidéncia de fumonisinas em dois anos por regido
indica uma grande diferenga de comportamento dos cultivares quanto ao acumulo de
fumonisinas. Tais resultados ficaram aparentes apenas quando os mesmos cultivares foram
testados por dois anos agricolas. Estes resultados evidenciam a necessidade do emprego de
mais de um ano agricola para fazer inferéncias sobre a resisténcia dos cultivares de milho a
producdo de fumonisinas, bem como a validade da experimentagdo regional para
caracterizar os genoOtipos mais adaptados e/ou mais resistentes em cada condigdo

edafoclimatica.
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