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BERND, LUCIANA P. Modelagem com énfase no crescimento de Fusarium
verticillioides e producgéo de fumonisinas na perda da qualidade de milho.
2006. 127f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) Universidade Estadual
de Londrina. Londirna, 2006.

RESUMO

O milho tem importancia relevante no mercado brasileiro e mundial por constituir a
base de diversos alimentos destinados ao consumo humano, além de ser matéria-
prima principal na industria de racdes animais. Fusarium verticillioides,
freqlentemente associado ao milho, é o principal produtor de fumonisina, uma
micotoxina que representa riscos a saude da populacéo e de animais. A manutencao
da qualidade de milho no periodo pds-colheita tem sido motivo constante de
preocupacdo do setor produtivo, aliado a exigéncia do controle de micotoxinas,
tornando estudos centrados nos pontos criticos da producdo de fumonisina assunto
de importancia fundamental. Em face disto, o trabalho objetivou desenvolver
modelos matematicos para descrever o efeito de umidade e temperatura no
crescimento fungico no milho, com énfase em F. verticillioides e producédo de
fumonisinas, aliado a dinAmica da perda de qualidade desta matéria prima. Graos de
milho submetidos ou ndo ao tratamento térmico a 121°C/ 15 min foram ajustados
para a umidade de 15, 20 e 25%, sendo inoculados ou ndo com F. verticillioides
(cepa 103F) e, permaneceram incubados a temperatura de 20, 25 e 30°C por 20
dias. Os dados in vitro deste planejamento experimental possibilitaram a elaboracéo
de modelos matematicos preditivos para simulacdo de crescimento fungico e
producdo de fumonisinas, assim como a avaliacdo do efeito de contaminacdo na
qualidade fisico-quimica e fisiologica de milho. Os modelos desenvolvidos foram
aplicados inserindo dados reais de andlise, pertencentes a amostras coletadas na
entrada da moega (Projeto FINEP — Cadeia Produtiva de Milho). Maior crescimento
de Fusarium spp. ocorreu em graos mantidos a 25% de umidade sob 25°C, sendo
que a umidade foi a variavel que exerceu maior influéncia no crescimento fungico,
em comparacao a temperatura. Ja em relacdo a producédo de fumonisinas, a variavel
temperatura exerceu maior influéncia, havendo niveis mais elevados de toxina a
20°C sob umidade de 25%. O teor de proteina, atividade de agua e umidade
elevaram-se com o aumento de umidade; o teor de extrato etéreo tendeu a um
aumento na regido intermediaria de umidade (20%) e no nivel superior de
temperatura (30°C). Houve redug¢des no vigor e viabilidade das sementes mantidas
por 20 dias nas condi¢cdes adotadas para o planejamento experimental, sendo as
mais acentuadas em milho estocado a 25% de umidade a 25°C. Os modelos
desenvolvidos podem ser ferramentas Uteis na simulacéo, visando a prevencéao do
crescimento de Fusarium spp., Penicillium spp., bolores/ leveduras totais e producao
de fumonisinas no milho. Outrossim, em virtude de estagio ainda inicial dos modelos
obtidos, recomenda-se que seja dada a continuidade visando modelagem preditiva
melhor adaptada e com maior flexibilidade, através da ampliacdo de variaveis, assim
como incorporando fatores criticos na equacao, essenciais para 0 crescimento
fungico econsequente producdo de micotoxinas.

Palavras-chave: Cadeia produtiva de milho. Fusarium verticillioides. Fumonisina.
Modelagem preditiva. Controle de qualidade. Metabolismo secundério. Pds-colheita.



BERND, LUCIANA P. Modelling with emphasis to F. verticillioides growth and
fumonisins production in loss quality of corn. 2006. 127f. Dissertation (Master
on Science of Foods) State University of Londrina, Londrina, Parana, Brazil.

ABSTRACT

The corn is one of major commodity in Brazil and worldwide, due to its use as
ingredient of many foods for human, in addition to claimed position in the industry of
animal feed. Fusarium verticillioides, frequently associated with corn produces
fumonisin group of micotoxin, which is hazardous to both human and animal health.
The maintenance of quality in post-harvest corn has been a topic of concern in the
productive section, where the exigency in the mycotoxin control also targets onto the
critical points of the fumonisin production. This study aimed the development of
mathematical models settled on the effect of moisture content and temperature in
quality of corn, with emphasis on F. verticillioides growth and fumonisin production,
as in physiological characteristic of grains. Corn submitted or not to thermal treatment
(121°C / 15 min) were adjusted to moisture content of 15, 20 and 25%, then
inoculated or not with F. verticillioides (strain 103F) series were incubated at 20, 25
and 30°C for 20 days according to ... experimental planning model. The data was
used in elaboration of predictive mathematical models to simulate the fungal growth
and fumonisin production, as well as their effect on physical-chemical and physiologic
quality of corn. The developed models were applied inserting real analysis data
belonging to samples collected in the entrance of “moega” (FINEP Project -
Productive Chain of Corn). Higher Fusarium sp. growth occurred in corn maintained
at 25% moisture content at 25°C. The variable which caused the highest influence in
fungal growth was moisture content, while in fumonisin production the variable
temperature was more significant. The highest fumonisin level was reached at 200C
under moisture content of 25%. The protein content and water activity increased
proportionally with moisture content in grain, while the higher lipid content was
reached with intermediate moisture (20%) at 30°C. The seed vigor and viability
during 20 days experience decreased in the conditions adopted for the experimental
planning, being the more accentuated in corn maintained at 25% of humidity at 25°C.
The developed models can be an useful tool in the prevention of Fusarium sp.,
Penicillium sp., total fungi / yeasts growth and fumonisin production in corn. However,
this is still the initial step of developing models, and the improvement should be
targeted on predictive model with higher flexibility through inclusion of additional
variables, as well as insertion of further critical factors of the fungal growth and
mycotoxin production.

Keywords: Productive chain of corn. Fusarium verticillioides. Fumonisin. Predictive
modeling. Quality control. Secondary metabolism. Post-harvest.
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem na agropecuaria a base da economia, garantindo
fornecimento continuo de insumos de origem vegetal e animal, sendo o cenario
mundial atual favoravel a consolidacdo deste pais como grande exportador. Em
2005, a producgéo total de cereais, leguminosas e oleaginosas do Brasil atingiu
112,715 milhdes de toneladas; o IBGE estima uma producédo de 127,612 milhdes de
toneladas para a safra brasileira de 2006, valor este superior em 13,22% ao ano
anterior. No cenario, o Estado do Parand ocupa posicdo estratégica pela maior
producao de graos, com destaque ao milho pela maior produtividade nacional.

O milho é uma importante fonte nutricional e componente constante
na alimentacdo humana, assim como representa 60 a 70% da composicao de racdes
empregadas na suinocultura e avicultura. Outrossim, sua qualidade nutricional
confere caracteristica ideal, que aliado favoravel ao crescimento fangico, tem sido
constante motivo de preocupacdo em relacdo ao perigo de degradacéo de gréos e
da producéo de micotoxinas.

Alimentos destinados ao consumo humano sofrem contaminacfes
das mais variadas origens desde o plantio, colheita, armazenamento da matéria-
prima, processamento, embalagem a comercializacdo do produto final, sendo a
composicao quimica, um dos fatores determinantes no grau e tipo de contaminacao.

No caso de graos, o principal risco com relacdo a infestacao
microbiana, refere-se ao crescimento fangico. Estes produzem metabdlitos
secundarios, as micotoxinas, capazes de causar alteracdes patoldgicas resultantes
de anormalidades fisiolégicas em humanos e animais.

Fusarium verticillioides Niremberg (= Fusarium moniliforme Sheldon)
destaca-se entre os fungos envolvidos na qualidade pds-colheita de milho, cujo
metabdlito secundario téxico principal produzido pertence ao grupo de fumonisinas,
classificadas como carcinégenas do grupo 2B, isto é, possiveis carcinégenas a
humanos pelo “International Agency for Research on Cancer”.

A ocorréncia frequente de Fusarium verticillioides em milho e a
possibilidade de producdo de fumonisinas, justificam a necessidade de estudo

direcionado ao ponto critico de controle na producdo destas toxinas. O
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monitoramento de toda cadeia produtiva € crucial, uma vez que 0 processamento
industrial n&o elimina as toxinas préformadas nos graos de milho.

Em face disto, o trabalho pretende contribuir com a minimizagao de
contaminacdo de milho através do estudo da dindmica da perda de qualidade, pela
contaminacéao por F. verticillioides e producdo de fumonisinas, propondo modelos

matematicos preditivos de risco.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver modelos matematicos para descrever o efeito de
umidade e temperatura no crescimento fangico no milho, com énfase em F.
verticillioides e producdo de fumonisinas, aliado a dinamica da perda de qualidade
em graos. O fato visa estabelecer os niveis de parametros prioritarios (temperatura e
umidade) na pos-colheita, especificamente na etapa antecedente a secagem de

milho, para minimizar a producdo de fumonisinas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFiCOS

Padronizar a quantidade de solo a ser utillizada como veiculo
destinado ao in6culo de F. verticilioides em milho previamente caracterizado
(microbiologia, fisiologia e fisico-quimica), para uso como substrato na pesquisa;

Desenvolver planejamento experimental para:

(i) Estabelecer os niveis dos parametros prioritarios (temperatura e
umidade) a serem controlados na etapa antecedente a secagem;

(i) Analisar as mudancas fisico-quimicas (proteina, extrato etéreo,
umidade e atividade de agua) e fisioldgicas (teste de germinacdo e vigor) das
sementes devido ao crescimento de F. verticillioides nos graos de milho;

(i) Propor modelos matematicos visando estimativa da contagem de
F. verticillioides e outros fungos contaminantes predominantes no milho, bem como
do teor de 20 fumonisinas, seguida de validagcdo matematica/ estatistica e grafica
dos modelos desenvolvidos;

Aplicar o modelo desenvolvido (dados laboratorias in vitro) aos dados
reais da contaminagdo natural fungica e niveis de fumonisinas (Projeto FINEP —
Cadeia produtiva de Milho).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na ultima década, a importancia da qualidade de grdos concentrou-
se particularmente em relacdo ao aspecto fisico, sanitaria e nutricional, responsavel
desde desempenho de rebanhos a satde humana.

A qualidade de grdos vem sendo assunto prioritario ao setor
produtivo, seja in natura, industrializado e/ou sob forma de subprodutos animais; ja
gue a comercializacdo baseada em peso e qualidade incide maior impacto no preco
final (LAZZARI & LAZZARI, 2000).

3.1 MiLHO

O milho classifica-se entre uma das plantas comerciais mais
importantes no mundo globalizado. As indicacbes mostram sua origem no México,
América Central ou Sudoeste dos Estados Unidos, com escavacfes arqueoldgicas/
geoldgicas e medi¢des por desintegracéo radioativa comprovando que seja uma das
culturas mais antigas do mundo, i.e. cultivado h& pelo menos 5.000 anos.
Imediatamente pds-descobrimento da América, foi levado a Europa, para ser
cultivado em jardins, até o reconhecimento do valor alimenticio, estimulando o
plantio em escala comercial desde a latitude de 58° norte (Unido Soviética) até 40°
sul (Argentina) (www.cnpms.embrapa.br).

E uma planta mundialmente cultivada pertencente a familia das
Gramineas, subdividida em tribos. A tribo Maydeae engloba oito géneros, com
destaque a trés de origem americana, denominados de Zea spp., Tripsacum spp. e
Euchlaena spp.. Entre estes Zea spp. 22 destaca-se pela importancia econdmica e
social, o Tripsacum spp. devido ao uso na forragem e o Euchlaena spp. por ser
precursor do milho (SOTOMAYOR-RIOS & WEIBEL, 1987).

No Brasil, o cultivo ocorre em todas as regibes, sendo que a
producédo nacional corresponde a 7% da producdo mundial. O Estado do Parana é o

maior produtor nacional, com a producdo de 6,7 milhdes de toneladas em 2005,
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segundo o Levantamento Sistematico da Producéo Agricola (LSPA), divulgado pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).

A importancia econdmica de milho se caracteriza pelas diversas
formas de utilizaco, estendendo-se desde a alimentagdo animal & industria de alta
tecnologia. O uso de milho na alimentacdo animal representa a maior parte de
consumo desse cereal, i.e., cerca de 70% no mundo. Nos Estados Unidos, cerca de
50% destina-se a esse fim, enquanto que no Brasil varia de 60 a 80%, dependendo
da fonte de estimativa e de ano para ano.

A fonte energética de alimentacdo humana com derivados de milho
constitui fator primordial em regi6es com baixa renda, a exemplo do Nordeste
brasileiro e populagdo mexicana, onde o milho constitui o ingrediente basico da
culinaria. O milho contém quantidade apreciavel de amido (70%), além de proteina
(10%) e lipideo (4,5%). Através da refinacdo e processamento obtém-se dextrinas,
Oleos para fins alimentares e industriais, além de glicoses liquida e sdlida.

O milho e seus subprodutos também se destacam na alimentacao
especialmente de ruminantes, constituindo-se em complementagcdo adicionada em
forragens verdes, fenos, silagens e palhas, por serem pobre em nutrientes
digestiveis e energia (KRUG et al., 1996).

Os cereais complementam aproximadamente 70% da necessidade
protéica humana em paises subdesenvolvidos, principalmente nas regiées tropicais
e subtropicais (TOSELLO, 1999).

A elevada concentracéo de carboidratos confere ao milho um elevado
valor energético (1660 kJ/100g), enquanto que o Oleo extraido constitui excelente
fonte de acidos graxos, representados pelos acidos linoléico (59,8%), oléico (25,8%),
palmitico (11%), estearico (1,7%) e linolénico (1,1%) (MORETTO & FETT, 1998).
Todavia, a proteina presente no endosperma do milho € deficiente em aminoacidos
essenciais - lisina e triptofano, limitando o valor nutricional. Atualmente, o mercado
disponibiliza diversos hibridos de milho visando melhoramento na qualidade protéica
da semente, seja em termos de quantidade como qualidade das fracdes protéicas
(TOSELLO, 1999).
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3.2 CONTAMINACAO FUNGICA E MICOTOXINAS

As propriedades intrinsecas associam o milho a vulnerabilidade
diante de ataque de fatores biolégicos constituidos de fitopatdgenos e/ou de
deterioracdo, com destaque especial a fungos micotoxigénicos. Fusarium
verticillioides, F. proliferatum, F. oxysporum, F. subglutinans, F. graminearum, F.
solani,  Aspergillus flavus, A. parasiticus, Colletotricum  graminicola,
Helminthosporium maydis, Stenocarpella maydis, S. macrospora, Diplodia spp.,
Penicillium spp., Alternaria spp., Cladosporium spp., Epicoccum spp., Nigrospora
spp., Trichoderma spp. e Acremonium spp. constituem os fungos predominantes na
microbiota de milho (GONZALEZ et al., 1995; JULIAN et al., 1995; MACDONALD e
CHAPMANN, 1997; KEDERA et al., 1999; ONO et al., 1999; DESJARDINS et al.,
2000; KPODO et al., 2000; ORSI et al., 2000).

Os principais danos causados pelos fungos no milho séo (i), perda de
peso/descoloracdo/necrose dos graos e (ii), producdo de micotoxinas, sendo o fator
decisivona liberacdo de produtos agricolas no comércio internacional globalizado
(JULIAN et al.,1995).

Entre os pontos de estrangulamento na cadeia produtiva do milho, a
impossibilidade de analise de micotoxinas em todos os lotes recebidos, em nivel de
cooperativas e processadores devido ao alto custo, vem sendo motivo de constante
preocupacdo. Por outro lado, a escassez de silos e secadores nas propriedades
rurais brasileiras expde o0s graos pos-colheita a umidade favoravel ao
desenvolvimento de microrganismos toxigénicos nas etapas de pré-secagem. O fato
inclui exposicdo de grdo com maturacdo fisiolégica maxima a condicbes
desfavoraveis no campo, o transporte e tempo de espera para a descarga e
permanéncia na moega, permitindo o crescimento microbiano, assim como a fatores
extrinsecos favoraveis ao desencadeamento da ativacdo de metabolismo
secundario, com énfase na producdo de micotoxinas pelos fungos contaminantes
(THIEL et al., 1991; BACON & WILLIANMSON, 1992).

Estudo anterior ja demonstrou que nessas fases, a concentracdo de
fumonisinas pode aumentar em até 10 vezes, prejudicando a qualidade do produto
(FIGUEIRA et al., 2003c; ONO et al., 2002).
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3.2.1 Fungos Toxigenos

Os fungos sdo organismos heterotréficos isentos de clorofila,
dependentes exclusivos de fonte externa de componentes organicos para suprir a
demanda energética. Estacaracteristica confere a muitas espécies, a necessidade
de subsisténcia com organismos superiores, através de parasitismo ou saprofitismo,
constituindo em importante contaminante em alimentos desencadeadores de
deterioracdo (SWEENEY & DOBSON, 1998).

Em termos praticos, dois aspectos indesejaveis resultam do
crescimento e multiplicacdo de fungos: a perda econbmica e o risco potencial a
saude, oriunda da producdo de micotoxinas (MISLIVEC, 1979). Os fungos
produtores de micotoxinas sdo abundantes no solo, nos restos de cultura das
plantas, em moegas, silos, sendo detectados em todos os locais de armazenagem e
processamento de produtos. O ataque ou infeccdo dos graos pelos fungos toxigenos
inicia-se no campo durante o desenvolvimento, maturagdo e colheita, com o
incremento no transporte, moega, secagem e armazenamento (LAZZARI &
LAZZARI, 2000).

As principais espécies toxicas de fungos e respectivas micotoxinas
predominantes sao apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1 — Fungos micotoxigenos e respectivas micotoxinas.

Fungos micotoxigenos Micotoxinas
Aspergillus flavus; A. parasiticus Aflatoxinas. dc. cicloprazdnico
A.ochraceus; Penicillium viridicatum; P. cvclopium Ocratoxina A
P. expansum Patulina
Fusarium culmorum,; F. graminearum; I Deoxinivalenol

sporotrichioides

F. sporotrichioides; F. poae Toxina T-2

F. poae; F. graminearum; F. sporotrichioides Diacetoxicirpenol
F.oculmorum; . graminearum, F. sporotrichioides Zearalenona
F.overticillioides Fumonisina
Acremonium coenophialum Alcaldides ergopeptina
Acremonium lolli Alcaloides lolitrem
Phomaopsis leptostromiformis Fornicinas
Pithomyees chartarum Esporidesminas

Fonte: MELLO & MACDONALD (1997).

As pesquisas tém demonstrado que a ocorréncia de micotoxinas e
micotoxicoses ndo se restringe a um determinado clima ou regido geografica. A
ocorréncia natural de micotoxinas devido a contaminacdo por Fusarium spp.
normalmente associa-se a cereais de paises com clima temperado, por requererem
temperaturas mais brandas para o crescimento e producdo de micotoxinas, se

comparado ao género Aspergillus. Entretanto, a revisao realizada por Scott (1990)
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indicou a contaminacdo de Fusarium spp. Amplamente difundida nos cereais de
paises tropicais. Placinta et al. (1999) descreveram contaminacdo mdultipla de
cereais e ragao animal por tricotecenos, zearalenona e fumonisinas, indicando
coocorréncia das principais micotoxinas de Fusarium spp.. As espécies toxigenas de
Fusarium spp. sdo fitopatogénicos comuns responsaveis por doencas de dificil

controle, tornando inevitavel a contaminacdo em gréos de cereais.

3.2.1.1 Fusarium verticillioides

Fusarium spp. € um género fangico amplamente disseminado em
plantas nativas e cultivadas, mas a importancia primordial se deve a atuacdo como
patdogeno primario de milho a nivel cosmopolita, sendo responsavel pela perda
econdmica de centenas de milhdes de délares anuais (HIROOKA, 2000).

Membros do género Fusarium sdo reconhecidamente um dos
maiores problemas na agricultura (DOKO et al.,, 1996) e, se enquadram entre 0s
fitopatdgenos mais importantes do mundo (NELSON et al., 1983). A presenca de
Fusarium spp. em grédos estocados diminui a qualidade e o valor econdmico (MARIN
et al., 1998a), além de contribuir para perdas nutricionais deste cereal basico,
induzindo doencas e reducéo da performance em humanos e animais (MARIN et al.,
1999a).

F. verticillioides, cuja fase anamorfica é Giberella fujikuroi, € um fungo
universal associado ao milho (MARASAS, 2001), presente no solo de regibes
tropicais e subtropicais. A infeccdo predominante ocorre na fase final de
desenvolvimento e maturacdo de milho e, uma vez estabelecida, pode desenvolver-
se rapidamente dependendo das condi¢cbes climéaticas. Além da producdo de
fumonisinas, F. verticillioides produz uma grande quantidade de esporos
responsaveis pela doenca em espiga, colmo e raizes (MUNKVOLD &DESJARDINS,
1997), assim como podriddo de sementes em germinacdo (MATHRE & JOHNSTON,
1995). Graos, sabugo e partes contaminadas da planta constituem em inéculo para
a safra seguinte. Os esporos podem causar a contaminagdo cruzada entre milho
colhido e armazenado, devido a mistura de diferentes lotes oriundos da colheita até
o processamento final (LAZZARI, 1997).
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A faixa de temperatura otima para o crescimento de F. verticillioides
situase entre 22,5 a 27,5°C e atividade de agua minima de 0,98 (MARIN et al.,
1998a). De acordo com SAMAPUNDO et al. (2005), em condi¢cdes experimentais,
um aumento na atividade de agua e/ou temperatura aumenta a taxa de crescimento
de F. verticillioides. A variacdo na atividade de agua de grdo num experimento
laboratorial pode ocorrer inclusive no momento da inoculacdo de esporos fungicos,
gue, tradicionalmente, se realiza adicionando a suspensao diretamente no substrato
grdo. O aumento significativo na atividade de agua em grdo pode ser anulado
utilizando-se veiculos solidos na transferéncia dos esporos aos graos, a exemplo de
solo (PALACIOS CABRERA et al., 2001).

3.2.2 Micotoxinas

O termo micotoxina, originario de palavra grega “mykes” (fungo) e de
palavra latim “toxicum” (toxina), € usado para definir um grupo de compostos
altamente toxicos produzidos por fungos infectantes de produtos e subprodutos
agricolas (LAZZARI, 1994; SCUSSEL, 1998). Entre estes, citam-se o milho,
amendoim, trigo, triticale, cevada, centeio, farelos, canjicas, quireras, farinhas,
racdes e outros alimentos destinados ao consumo humano e animal. O carater
carcinogénico, mutagénico, teratogénico e imunodepressivo de determinadas
micotoxinas tem sido motivo de intoxicagdo aguda ou cronica em homem e/ou
animais, com intenso esforgco concentrado no controle e eliminagdo da cadeia
produtiva de alimentos (SWEENEY & DOBSON, 1998).

As micotoxinas, produzidas numa infinidade de cereais, vém
merecendo atengdo consideravel ndo s6 ao nivel de criagdo animal, mas também
sob aspectos relacionados a saude publica. A contaminacdo de graos por estas
toxinas gera prejuizos financeiros decorrentes de baixa qualidade de gréo, baixa
performance animal e ainda limita as exportacdes devido as restricbes impostas
pelos paises importadores (MALLMANN, 1998).

Em decorréncia de esforcos da comunidade cientifica internacional,

desde 1960 novas micotoxinas vém sendo isoladas e caracterizadas, especialmente
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as fusariotoxinas, com destaque especial as fumonisinas, que juntamente com as

aflatoxinas, podem ser consideradas de ocorréncia mundial (POZZI et al., 2002).

3.2.2.1 Fumonisinas

Fumonisinas, metabolitos secundérios produzidos por F. verticillioides
(GELDERBLOM et al., 1988; BEZUIDENHOUT et al., 1988), tém sido meta de
intensa investigacdo na micotoxicologia atual, devido a sérios riscos de intoxicacao
animal e efeito promotor de cancer, inclusive a humanos. Outras espécies do género
também produzem fumonisinas, a exemplo de F. proliferatum (ROSS et al., 1990), F.
nygamai (THIEL et al., 1992), F. anthophilum, F. dlamini e F. napiforme (NELSON,
1992), F. subglutinans (SCOTT, 1993), F. polyphialidicum (ABBAS e OCAMB, 1995),
F. oxysporum (AH SEO & WON LEE, 1999).

A elucidacdo da estrutura quimica da fumonisina foi realizada por
Bezuidenhout et al. (1988). Os 28 analogos de fumonisinas caracterizados até o
momento podem ser separados em quatro grupos, denominados de fumonisinas das
séries A, B, C e P (MUSSER e PLATTNER, 1997; RHEEDER et al., 2002). As
toxinas da série B (FB;, FB, e FB3) compreendem as fumonisinas toxicologicamente
importantes, por constituirem os contaminantes naturais de milho, sendo que a FB1
representa 70% do total de fumonisinas detectadas (MARASAS, 1996; RHEEDER et
al., 2002).

Conforme mostra a figura 1, as fumonisinas sdo diésteres de
propano-1,2,3- acido tricarboxilico e 2-amino-12,16-dimetilpoliidroxieicosanos, com o
grupo hidroxila no Cy14 e Ci5 esterificados com o grupo carboxila terminal do acido
tricarboxilico (SORIANO & DRAGACCI, 2004).

Este amino-polialcool € um composto tricarboxilado (TCA) altamente
polar, solivel em agua, acetonitrila/ agua e em metanol, insolivel em solventes
apolares, com ponto de fusdo aproximada de 105°C (SCUSSEL, 2000).

Os grupamentos TCA e amina apresentam papel especifico na
atividade biolégica das fumonisinas, sendo que a remog¢édo dos mesmos pode reduzir
a poténcia de toxidez no fator de 10 e 50 vezes, respectivamente (MERRIL et al.,
1993; BOLGER et al., 2001).
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*FB: fumonisinas do grupo B; FC: fumonisinas do grupo C; AP: aminopentol; TCA: acido

tricarboxilico.Fonte: SORIANO & DRAGACCI, (2004).
Figura 1 — Estrutura quimica dos principais analogos de fumonisinas.

A semelhanca estrutural de fumonisinas, ao esqueleto carbénico de

esfingolipideos, justifica a sua interferéncia no metabolismo biossintético de todos os

componentes celulares envolvendo a presenca deste grupo de lipidio complexo

(esfingomielinas, gangliosideos, entre outros). As fumonisinas inibem a esfingosina

N-acetil transferase (ceramida sintetase), uma enzima da sintese de esfingolipideos.

O fato resulta no acumulo de bases esfingbides (esfinganina e esfingosina) em

contraste a deplecdo de esfingolipideos, alterando a proliferacdo e diferenciacao

celular e regulacdo de apoptose (WANG et al., 1991). Este desequilibrio no

metabolismo de esfingolipideos poderia estar relacionado a acdo toxica e

carcinogénica em animais, uma vez que o acumulo de esfinganina inibe o

crescimento celular, além de ser citotdxico, portanto a falta de esfingolipideos altera
o 32 comportamento celular (SWEENEY apud WANG et al., 1991; DILKIN et al.,
2003; MINERVINI et al., 2004).
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A ingestdo de fumonisinas através de racdo contaminada induz uma
variedade de respostas nos animais testados, incluindo-se neuro, renal e
hepatotoxicidade, podendo conduzir a morte (NELSON et al., 1993; GELDERBLOM
et al; 1992). Fumonisinas sdo conhecidas por induzirem leucoencefaloméacia em
equideos (KELLERMAN et al., 1990), edema pulmonar em suinos (OSWEILER et
al., 1992), nefro-toxicidade e cancer hepatico em ratos (GELDERBLOM et al., 1991),
aterosclerose em macacos (NORRED & VOSS, 1994), imunossupressao em aves
(LI et al., 1999) e hemorragia cerebral em coelhos (BUCCI et al., 1996).

A ocorréncia natural de fumonisinas em milho foi estatisticamente
relacionada com altas taxas de cancer esofagico humano na Africa do Sul
(MARASAS et al; 1988; RHEEDER et al., 1992; SYDENHAM et al., 1990b; THIEL et
al., 1992), norte da Italia (FRANCESCHlI, et al., 1990), Ird (SHEPHARD et al., 2000),
sudoeste dos Estados Unidos (GELDERBLOM et al, 1992) e com o
desenvolvimento de cancer hepatico primario na China (CHU e LI, 1994; GROVES
et al., 1999; LI et al., 2001) e outros paises, onde este cereal constitui a base da
dieta diaria.

Embora os limites legais para fumonisinas ainda n&do estejam
estabelecidos, o “Mycotoxin Committee of the American Association of Veterinary
Laboratory Diagnosticians” recomenda 5, 10, 50 e 50 pg/g para racdes de equinos,
suinos, bovinos e aves, respectivamente (MUNKVOLD & DESJARDINS, 1997). A
Suica recomenda o limite de 1ug/g para os derivados de milho destinados ao
consumo humano (VISCONTI & BOENKE, 1995). A recomendacdo estabelecida
pelo “Food and Drug Administration” (FDA) para consumo humano se limita em 2,0
pg/g de fumonisinas (FB1+FB2+FB3) para farelos de milho, 3,0 pg/g para milho
pipoca e 4,0 pg/g para milho destinado a producédo de massas (AVANTAGGIATO et
al., 2002).

A elevada frequéncia desta micotoxina no milho brasileiro é
preocupante. Os levantamentos apontaram a ocorréncia de FB; e FB, em 97,4% e
94,8%, respectivamente, em 48 amostras de milho analisadas, sendo 39 do Estado
do Parana e 9 do Mato Grosso do Sul (HIROOKA et al., 1996). Silva et al. (2004)
avaliaram o potencial toxigeno de 35 isolados de F. verticillioides obtidos de
amostras de sorgo do Estado de S&o Paulo e, detectaram produtores de FB1 em

91,5% dos isolados.



29

A producdo de fumonisinas depende de fatores bioldgicos,
enfatizando-se a susceptibilidade do vegetal a infeccado flungica e a capacidade
genética do fungo em produzir micotoxinas, assim como fatores ambientais
envolvidos com as condi¢cdes de desenvolvimento da planta, colheita e estocagem
de graos. O teor de umidade do gréao e temperatura séao fatores criticos na regulacao
do crescimento de F. verticillioides e producédo de micotoxinas. Além disso, o grau de
maturacdo do gréo influencia a sua producdo, sendo maior em graos mais maduros
(THIEL et al., 1991; CAHAGNIER et al., 1995; WARFIELD et al., 1999; DILKIN et al.,
2002; ONO et al., 2002).

Relatos sobre o desenvolvimento em armazenagem indicam o
potencial de F. verticillioides em produzir micotoxinas em diversas condi¢bes de
estocagem. (ONO et al., 2002; SORIANO & DRAGACCI, 2004). A producéo de
fumonisinas pode ser iniciada no campo sob condicbes favoraveis devido ao
parasitismo do fungo, mas podem aumentar sob estocagem imprépria, i.e., as
fumonisinas sdo produzidas tanto no campo como na armazenagem (BACON &
NELSON, 1994). A contaminagao natural por fumonisinas em sementes de milho
estocado em condi¢cdes de umidade adequada confirma que as micotoxinas sao

produzidas antes do estagio de secagem (MILER, 2001).

3.3 DETECCAO E QUANTIFICACAO DE FUMONISINAS

O impacto de fumonisinas na seguranca alimentar, aliada a
significante perda econdmica na producdo de milho, torna imprescindivel o
desenvolvimento de técnicas para o controle de qualidade eficiente e viavel, desde o
campo até o produto final pelos paises fornecedores de matéria-prima agropecuaria.

Métodos analiticos para a analise de fumonisinas iniciam com a
extracdo da toxina empregando solvente polar constituido de metanol-agua (SCOTT
& LAWRENCE, 1994; SHEPHARD et al., 1990), acetonitrila-agua (CASTELO et al.,
1998) ou acetonitrilametanol- agua (VISCONTI et al., 2001). A seguir procede-se a
limpeza por meio de coluna de fase solida ou fase reversa (C18) (RICE et al., 1995),
imunoafinidade (TRUCKSESS et al., 1995) ou troca i6nica (SYDENHAM et al.,

1996). As metodologias usualmente utilizadas na deteccdo e quantificacdo de
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fumonisinas incluem cromatografia em camada delgada (GELDERBLOM et al.,
1988; ROSS et al, 1991; PLATTNER et al., 1990), cromatografia gasosa-
espectroscopia de massa (JACKSON & BENNET, 1990; SYDENHAM et al., 1990a)
e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescéncia
(GELDERBLOM et al., 1988; ALBERTS et al., 1990; SHEPHARD t al., 1990;
WILSON et al., 1990; ROSS et al., 1991), ou espectrometria de massa (MUSSER,
1996). Somam-se ainda, os métodos imunoenzimaticos como uma alternativa
promissora para o0 setor produtivo, devido a alta sensibilidade, reprodutibilidade e
simplicidade, que permite uma rapida analise viavel no controle de qualidade, seja
no campo ou na industria (AZCONA-OLIVEIRA et al., 1992a e b; PESTKA et al.,
1995; ONO et al., 2000).

Outrossim, a técnica para deteccdo de fumonisinas oficialmente
aceita pela “Association of Official Analytical Chemistry” (AOAC) é a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (SYDENHAM et al., 1996). Cromatografos liquidos
sdo compostos por reservatorio, sistema de bombeamento de fase mével, sistema
para a introdugdo de amostra, sistema analitico de coluna cromatografica,
termostato de colunas, sistema de deteccdo e registro e tratamento de dados
(CIOLA, 1998).

A fase estacionaria da cromatografia liquida é selecionada conforme
as propriedades fisico-quimicas do analito em estudo e conseqliientemente, baseado
no mecanismo de separacao (Hanai, 1999). A silica constitui o material de escolha
para compor a fase estacionaria da CLAE, devido a diversidade de aplicacdo e
possibilidade de modificagdo na superficie pela adicdo de grupos alquila. Os mais
comuns sdo C8 e o0 C18, que se ligam quimicamente aos grupos silandéis superficiais
(SILVA et al.,, 2002, TONHI et al., 2002). A cromatografia de fase reversa
caracteriza-se pela menor polaridade da fase estacionaria em relacdo a fase movel
(AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH AB, 1999).

A modificagdo na superficie da silica introduzindo uma camada de
grupamento ativo visa agregar, em um material Unico, as propriedades quimicas de
grupo organico, aliado a rigidez e estabilidade térmica e hidrolitica da silica (TONHI
et al., 2002). A principal desvantagem da silica como matriz de fase reversa consiste
na instabilidade quimica em solu¢do aquosa com pH alto, ndo se recomendando o
uso de pH superior a 7,5, devido a dissolucdo da fase solida (AMERSHAM
PHRAMACIA BIOTECH AB, 1999).
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As fumonisinas sdo compostos de alta polaridade, portanto podem
ser adequadamente eluidas com agua e solventes polares pela CLAE. Todavia, a
molécula ndo contém croméforos no espectro visivel ou ultravioleta, devendo-se
proceder a derivatizacdo no grupamento amina primario da molécula, para torna-la
fluorescente (SYDENHAM et al., 1990a).

O derivatizador de escolha tem sido orto-ftaldialdeido (OPA), que
reage com a amina primaria da fumonisina sob condi¢des alcalinas (pH 9,0 — 10,0)
na presenca de 2-mercaptoetanol a temperatura ambiente em tampao borato
(MYHARA et al., 1996). A desvantagem desta derivatizacao consiste na instabilidade
do derivado fluorescente, iniciando-se o processo de decomposicdo nos primeiros
minutos apos o preparo, além de interferentes fluorescentes derivados oriundos da
reacdo com 0s componentes da matriz, principalmente em alimentos processados
(HARTL & HUMPF, 1999; SHEPHARD, 1998; SYDENHAN et al., 1992b;

SHEPHARD et al., 1990).

3.4 FATORES QUE INTERFEREM NA PRODUCAO DE MICOTOXINAS

Graos sofrem alteracdes na qualidade desde o estagio de maturagéo
no campo, até o momento de consumo. As alteracbes na qualidade de gréaos
ocorridas no inicio da cadeia produtiva manifestam-se no produto final, afetando as
caracteristicas sensoriais e seguranc¢a de todos os alimentos, que tém esta matéria-
prima como ingrediente (canjica, fuba, cereal matinal, paes, entre outros). Soma-se
ainda a sua participacdo na alimentacdo animal através de racdo, causando
contaminacdo indireta pelo consumo dos produtos de origem animal (SWEENEY &
DOBSON, 1998). As perdas na qualidade decorrem da presenca de fungos, insetos
e manuseio incorreto durante a colheita, recebimento, secagem e armazenamento
de matéria-prima. Aliado a isto, as condi¢des climaticas adversas durante a colheita
constituem os fatores relevantes, que afetam a qualidade de trigo, milho, cevada,
aveia, triticale, feijao e outros (LAZZARI & LAZZARI, 2000).

As condicbes essenciais que desencadeiam a produgcdo de

micotoxinas sdo: 0 armazenamento inadequado de grédo (tempo, umidade e
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temperatura) e o ataque de insetos nas imediacdes da colheita (MUNKVOLD &
DESJARDINS, 1997; SANTURIO, 2004).

Entre os fatores listados, a atividade de agua constitui o principal
determinante do crescimento flngico e, consequente deterioracdo de alimentos
(CAHAGNIER et al., 1995). O milho, cereal de importancia relevante na producao
animal no Brasil, podera propiciar crescimento fungico a partir de 0,717 de atividade
de agua (14% de umidade), sendo este valor o maximo permitido pela Legislacao
Federal para conservacao de sementes de milho (BRASIL, 1989).

O requerimento de agua divide os fungos contaminantes nos graos
em dois grupos ecologicos, denominados fungos de campo e armazenagem
(CHRISTENSEN & SAUER, 1982). Os fungos de campo invadem 0s graos no
estagio de pré-colheita, ou nas espigas poés-colheita antes do debulhamento. O
grupo requer alto teor de umidade (20-21%) e inclui os géneros Alternaria,
Cladosporium, Fusarium e Helminthosporium. Os fungos de armazenagem requerem
teor de umidade na faixa de 16% para a invasdo micelial e, compreendem as
espécies pertencentes ao género Aspergillus e Penicillium (WATSON & RAMSTAD,
1987).

Determinados fungos desenvolvem-se nos gréos imaturo ou maduro,
desde que seja proximo ao periodo de pés-colheita ou armazenagem, vindo a
constituir o terceiro grupo intermediario, que compreende os géneros Epicoccum,
Nigrospora e Papularia (MARSH & PAYNE, 1984). Segundo Hill et al. (1985), esta
classificacdo é inadequada aos tropicos Umidos, onde Aspergillus spp. e Penicillium
spp. podem desenvolver-se ainda no campo e produzir micotoxinas no estagio pré-
colheita. Além disso, Marsh & Payne (1984) indicaram que a situacdo nao € tao
definida como sugerem os esquemas de classificacdo de fungos em trés categorias:
campo, armazenamento e intermedirios.

A temperatura também é fundamental ao crescimento fungico, sendo
que faixas térmicas 6timas correspondem a atividade maxima de cinética enzimatica,
capaz de propiciar multiplicacéo celular rapida (FURLONG, 2000). Por outro lado, o
choque térmico parece estar relacionado a ativacdo enzimatica responsavel pela
formacgao de toxina, tendo em vista a maior toxidez das cepas de Fusarium spp. em
regides de clima temperado, em contraste a alta toxicidade de Aspergillus flavus nos
tropicos (MARIN et al., 1998a; SAUTOUR et al., 2002).
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Soma-se ainda o fator tempo que o fungo permanece sob condi¢cdes
favoraveis ao desenvolvimento, sendo necessarias apenas algumas horas para a
producao de toxinas, em determinadas situacdes (THIEL et al., 1991).

A formacdo de metabdlitos secundarios pode iniciar j& na lavoura,
salientando-se entre os fatores de extrema importancia o estresse hidrico provocado
pela estiagem; a infestacdo por plantas invasoras; a densidade de plantio, rotacao
de cultura e caracteristicas minerais e microbiota presente no solo. A colheita tardia
também pode influenciar na propagacédo fangica, aumentando a exposi¢ao de graos
as condicbes ambientais e ao ataque de insetos/ pragas (DAVIS et al., 1989;
BACON & WILLIANMSON, 1992).

Relevancia particular dada em regifes tropicais é o efeito de danos
causados pelos insetos no campo e na estocagem, capazes de danificarem a
camada do revestimento do gréo, permitindo a invasao de micélios fungicos. O dano
mecanico e térmico, resultantes do processo de colheita, transporte, secagem e
armazenagem removem a protecao externa natural do gréo. A falta de regulagem na
colheitadeira provoca trincas e quebras nos graos, permitindo a entrada de fungos e,
consequente producdo de micotoxinas no estagio anterior a secagem (MALLMANN,
1998).

Entre outros fatores, a carga flngica, ou seja, a quantidade de
esporos no substrato, a competicdo entre grupos microbianos, ou a interacado dos
mesmos, influenciam no crescimento fungico e consequente producdo de
micotoxinas (MARIN et al., 1998a,b; DOKO et al., 1996). Além disso, no recebimento
podem ocorrer misturas de cargas, longas filas de espera para secagem, secagem
incompleta, mistura de lotes no silo ou armazém graneleiro e 39 armazenamento
inadequado. A falta de controle no teor de umidade do produto armazenado, aliado a
infiltracdo de 4gua em silos e armazéns constituem as maiores responsaveis por
altas perdas econdmicas (LAZZARI & LAZZARI, 2000).

Na armazenagem, o0 incremento de micotoxinas depende da
interferéncia de componentes da microbiota de grdos estocados no silo, i.e. outros
grupos microbianos naotoxigenos na proliferacdo de micoflora toxigénica (MILLER,
2001). A corrente de conveccéo desloca e concentra a umidade nas massas de
grdos mais frias do silo, desencadeando o crescimento fungico e formacao de
“bolsbes de toxinas”, cuja localizacdo tende a ser no topo do silo no inverno,

enguanto que no verao, ocorre na base do mesmo. Somam-se ainda o efeito de
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distribuicdo heterogénea de impurezas, poeiras e graos quebrados no interior do
silo, contribuindo a formacédo de grdo mofado. Além do perigo de micotoxinas, 0s
bolores resultam na perda do teor de massa seca, gordura, vitaminas, minerais e
aminoéacidos (MALLMANN, 1998).

3.5 QUALIDADE DE SEMENTES

As perdas e deterioracdes na qualidade podem ocorrer tanto na
etapa pré ou pos-maturacgéo fisioldgica de graos, envolvidas desde o campo. O milho
atinge a maturacdao fisiolégica, i.e. maximo de qualidade e peso em matéria seca,
quando o grdo encontra-se numa faixa de umidade entre 36-40%, fator este
dependente do hibrido, localizacdo geogréfica, clima e outros fatores associados ao
desenvolvimento. A seguir desencadeiam-se perdas gradativas na qualidade e
quantidade nutricional, com o surgimento de condi¢des propicias para a producao de
micotoxinas, acarretando sérios problemas devido a dificuldade na detoxificacdo de
graos contaminados (LAZZARI & LAZZARI, 2001).

A utilizacdo de sementes de qualidade é um fator primordial para o
sucesso de culturas de interesse econdmico, uma vez que garante a elevada
porcentagem de plantas vigorosas e uniformes no campo, com reflexo posterior
direto na produtividade do cultivo de milho (DURAES et al.,1993). Inimeros fatores
afetam o cultivo do milho, sendo de particular importancia, a qualidade e vigor de
sementes utilizadas. A qualidade pode influenciar a uniformidade, a velocidade e a
porcentagem de emergéncia em campo, além de apresentar reflexos sobre a
producdao final.

A associacdo de F. verticillioides com o milho é endofitica, podendo
tornarse externa ou sistémica. A infeccdo sistémica natural de grdo nao afeta
necessariamente a germinacdo da semente, mas reduz o vigor e crescimento
(BACON & WILLIANMSON, 1992).

Conforme Duraes et al. (1995), o vigor das sementes de milho afetou
a emergéncia em campo, a capacidade de plantulas em acumular a matéria seca
nos estadios iniciais de crescimento, sendo consistente o efeito de vigor no

crescimento vegetativo. Segundo Andrade et al. (2001), o uso de sementes de alta
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qualidade, caracterizado pela elevada pureza, sanidade, viabilidade e vigor, seria um
dos pré-requisitos fundamentais para obter maior produtividade na lavoura. A
qualidade fisiolégica de sementes depende de caracteristicas genéticas de seus
progenitores, além da germinacdo e vigor, sendo os dois ultimos fatores afetados
pela condicdo ambiental, método de colheita, secagem, processamento,
armazenamento e embalagens.

O teste de germinacdo tem sido o método mais utilizado na
determinacdo da qualidade de sementes, para obter o potencial de um lote quanto a
formacdo de plantulas normais sob condi¢cdes favoraveis. A viabilidade de uma
amostra de sementes é expressa em termos de percentagem de germinacao.

O teste de vigor complementa a analise de germinacgéo e, baseia-se
no principio que as amostras mais vigorosas apresentam maior porcentagem de
plantulas normais na primeira contagem. Indiretamente, o teste avalia a velocidade
de germinacdo, uma vez que maior porcentagem na primeira contagem indicaria a
germinacdo mais rapida de sementes desta amostra em relacdo as demais (VIEIRA
et al., 1994).

Embora o vigor de sementes seja fundamental para o plantio no
campo, também apresenta conotacdo importante no armazenamento, devido ao
aumento no potencial de armazenagem em sementes com maior vigor. A
deterioracdo de sementes devido a danos fisicos has membranas celulares e tempo
fisiologico tem sido a principal causa da reducdo do vigor. O processo é
complementado pelo aumento na taxa de respiracdo, mudancas hormonais,
diminuicdo da sintese de RNA e proteinas, danos genéticos e acumulo de
metabolicos toxicos (FRANZIN & ROVERSI,2001).

Além de caracteristicas de produtividade, a preocupacdo na
qualidade também tem incidido diretamente sobre a resisténcia ao ataque de pragas
e fungos micotoxigénicos. O mecanismo natural de defesa seria uma solucdo
desejavel para o controle de fitopatdgenos na planta, caracterizada pela menor
agressividade ao ecossistema (BETIOL, 1991). O controle com componentes
naturais de defesa minimizaria os problemas oriundos de agrotéxicos, assim como
forneceria subsidio para a producéo de alimentos geneticamente modificados, com a
utilizacdo de genes inerentes da planta (SAUNDERS et al., 2001; FIGUEIRA et al.,
2003a,b). As pesquisas vém analisando um mecanismo de defesa ativo oriundo de

participacdo ativa dos inibidores de amilase e protease naturalmente presentes em
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milho, i.e., inibidores capazes de impedir a degradacdo de amido ou proteinas com
finalidades nutricional ou energética pelo fungo (amilases e proteases fungicas) e,
subsequente controle desencadeando inibicdo no crescimento micelial (MAHONEY
et al., 1984; PUEYO & DELGADO-SALINAS, 1997; FIGUEIRA et al., 2003a,b).
Assim sendo, milho ideal para o plantio seria um hibrido de excelente
qualidade nutricional e reoldgica destinado a producdo dos mais diferentes
derivados alimentares. Aliado a isto, deveria ser caracterizado pela alta
produtividade, pouco tempo de exposi¢cdo ambiental (super-precoce), resistente a
infestacdo de insetos, producdo de micotoxinas e plantas daninhas, com ampla

versatilidade perante diferentes condi¢des climaticas.

3.6 MODELOS MATEMATICOS PREDITIVOS EM FUNGOS MICOTOXIGENOS

Microbiologia preditiva de alimentos baseia-se na hipétese de que as
respostas das populacbes de microrganismos perante fatores ambientais sejam
reproduziveis e, através de observacfes passadas, possibilitem predizer o
comportamento de microrganismos submetido a um ambiente particular. Os
resultados sao resumidos na forma de equagcBes matematicas as quais, por
interpolacdo, podem ser usadas pra predizer respostas em determinadas condi¢cbes
gue ainda nao foram especificamente testadas (ROSS, 1996).

A determinacdo de modelo matemético preditivo para um
processamento alimentar, assim como para a instalacdo de armazenagem isento de
risco bioldgico trata-se de metodologia baseada em calculos. Assim sendo, através
de equacdo tenta-se prever / simular processo oriundo de evento altamente
dindmico, mesclando caracteristicas fisico-quimicas e fisiolégicas, seja de matéria-
prima, ou de patégeno capaz de multiplicar neste substrato (WIJTZES et al., 1993).
Consideracdo especial deve ser dada a alteracbes dependentes de carga
microbiana na matéria-prima, condicdes climaticas regionais e introducdo de novos
agentes patogénicos relevantes, que possam influenciar na resposta do modelo
matematico previamente desenvolvido. O tépico requer ampla compreensao sobre o
metabolismo primario relacionado a fase logaritmica de crescimento (SIGMA-

ALDRICH, 2003), em conciliacdo com os fatores que desencadeiam o metabolismo
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secundario, onde cessa a multiplicacdo celular e inicia-se a producdo dos mais
diversos compostos bioativos, a exemplo de micotoxinas (MOLINA & GIANNUZZI,
2002).

Os calculos devem modelar conforme a flexibilidade de processos
fisioldgicos, mantendo a qualidade nutricional e reolégica do alimento especifico em
estudo, em associacdo a todos 0s recursos bioquimicos e expressdo génica do
perigo bioldgico em questdo. Portanto, uma constante observacdo e
acompanhamento por um perito com amplo conhecimento e versatilidade de
compreensao, capaz de associar eventos bioldgicos a processos operacionais fisico-
quimicos, seriam essenciais para obter modelos funcionais e praticos. O fato
requereria calculo imediato a medida que ocorrerem mudancas na condigdo fisica,
ou inclusdo de novos ingredientes e lancamentos de novos produtos no mercado
(DANTIGNY et al., 2005).

A atividade microbiana frequentemente influencia a qualidade e
seguranca de alimentos, sendo assim, a microbiologia preditiva tem-se situado no
entendimento do efeito de pardmetros intrinsecos e extrinsecos no crescimento e/ou
inativacdo de microrganismos patdégenos nos alimentos. Estes modelos podem
predizer mudancas no numero de microrganismos no produto com o tempo e, a
dependéncia de condi¢des quimicas e fisicas do produto (GOULD, 1989; ROBERTS,
1990 apud WIJTZES et al., 1993).

A necessidade cada vez maior de alimentos oriundos de matéria-
prima ndo perecivel, resistente a estocagem durante longos periodos de escassez,
sob forma de imensos silos e armazéns, vem criando atrito e dilema entre
necessidade sob o ponto de vista seguranca — abastecimento pleno de alimentos
indcuos (“food security versus food safety”), devido ao crescimento populacional a
nivel mundial (LAZZARI, 1997). A associacdo segura entre estes dois fatores requer
desenvolvimento de modelos direcionados ao controle do desenvolvimento de
microrganismos xerofilicos, capazes ndo somente de causar deterioracdo, mas
também da producéo de metabdlitos toxicos, a exemplo de fungos micotoxigenos.

Atencdo especial tem sido dada a modelos matematicos para a
descricdo de crescimento microbiano em fungcdo de condicbes ambientais
especificas, como temperatura, atividade de agua, pH, disponibilidade de oxigénio,
aliado as caracteristicas fisicas (difusibilidade, condutibilidade e solubilidade) e

composicao quimica do produto (DANTIGNY et al., 2005).
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Modelos preditivos representam um procedimento pratico, rapido,
facil e relativamente de baixo custo, para estimar o crescimento microbiano (Mc
MEEKIN et al., 1993). Enfase foi dada na area de termobacteriologia (ROSS et al.,
2000; SALTER et al., 2000; FUJIKAWA & MOROZUMI, 2006), visando garantir a
seguranca sanitaria de alimentos altamente pereciveis, em particular de enlatados,
submetidos a tratamento capaz de eliminar todo o perigo microbiolégico, porém com
minima perda de qualidade nutricional. O fator critico sobre risco de Clostridium
botulinum incidiu sobre processo operacional térmico buscando perigo zero, aliado a
manutencao de caracteristicas nutricionais e reoldgicas, num produto processado de
baixa acidez (JUNEJA et al., 1999).

Entretanto, a modelagem do crescimento fuangico ndo recebeu o
mesmo enfoque dado as bactérias, em especial as patogénicas, responsaveis pelo
perigo da producao de toxinas, devido as dificuldades inerentes na avaliacao da taxa
de crescimento fangico e na reunido de dados suficientes, confiaveis e reprodutiveis
(GIBSON et al.,, 1994). Diferente de reproducéo bacteriana, que ocorre por fissao
binaria homogénea, o crescimento flngico envolve germinacao e extensao de hifas,
com penetracao tridimensional na matriz alimentar (GIBSON & HOCKING, 1997).

Além disso, diferindo de bactérias envolvidas na toxinfeccao
alimentar, caracterizada pelo perfil grave e agudo com repercussdo imediata na
saude, a contaminacdo fangica esteve mais relacionada a deterioragdo, portanto
sem muita relacdo com doencas fatais em humanos. No entanto, a relevante
importancia despontou com surto de aflatoxicose em perus ingerindo racao contendo
torta de amendoim importada do Brasil na década de 60 (RICHARD et al., 2003).
Embora raramente esteja envolvida com intoxicacdo aguda, a ingestdo continua e
cronica de compostos conhecidos como toxinas naturais de carater cancerigeno, ou
promotor de cancer vem sendo motivo de preocupacao, principalmente devido a sua
termo-estabilidade e, producédo no inicio da cadeia produtiva de alimentos (SAMSON
et al., 1995).

Os modelos matematicos podem ser usados para estimar o potencial
de crescimento fungico durante a colheita, assim como no periodo imediato pos-
colheita e durante a estocagem. Uma determinada umidade e temperatura mantidas
durante um periodo na pés-colheita, poderiam ser medidas através de aparelhos
eletrénicos (medidor de umidade e termopar). Baseado nestes dados, o potencial de

contaminacdo fungica pode ser calculado, empregando um modelo matematico



39

previamente desenvolvido. A informacédo obtida pode ser usada como ferramenta Uutil
nas decisbes que direcionam o destino da matéria prima, i.e., milho com alto
potencial de contagem flngica deve ser estocado sob temperatura e umidade mais
baixas, ou por um tempo mais curto para evitar a perda adicional de qualidade e
producéo de fumonisina (MARIN et al., 1999b).

O melhor entendimento sobre a dindmica da producdo de
micotoxinas, durante a colheita e estocagem de graos, pode ser obtido através do
uso de modelos matematicos para a predi¢do da producéo destas toxinas. Todavia,
a producdo de metabdlitos secundarios ainda € pouco entendida, assim como a
relacdo entre as taxas de metabolismo primario e secundario ndo é bem esclarecida.
Soma-se ao fato, que os mecanismos de degradacdo ou conjugacao de micotoxinas
nao foram conclusivamente demonstrados (PITT, 1993). A contaminagcdo por
micotoxinas € dificil de se predizer, uma vez que depende de interacbes entre
fatores como temperatura, umidade, tipo de grdo, espécies fungicas presentes no
substrato, histérico e tempo do armazenamento, tipo e tempo de transporte
(CHELACK et al., 1991 apud PARDO et al., 2004).

Na literatura de microbiologia preditiva, é possivel observar a
utilizacdo de métodos para comparacdo de modelos por meio do ajuste aos dados
utiizados para gera-los, ou para determinar se um modelo ajustado é
estatisticamente aceitavel em relagdo aos erros inerentes aos dados (ADAIR et al.,
1989; ZWIETERING et al., 1990, 1994); para esta finalidade, utiliza-se a “validacédo”
da analise de regressado, que envolve a comparacdo entre respostas preditas em
relacdo as experimentalmente observadas (fatores de viés e exatidao, plotagem de
valores observados versus preditos), analise de residuos oriundos de dados,
superficies de resposta, coeficiente de determinacéo (R?) e erro médio quadratico
(EMQ) (ROSS, 1996; SAMAPUNDO et al., 2005; ZURERA-COSANO et al., 2006).

Os fatores de viés (‘bias”) e exatiddo tém sido utilizados
principalmente para a validagdo de modelos preditivos em relacdo ao crescimento
bacteriano. Te Giffel & Zwiertering (1999) e Ross (1996) usaram o fator de viés e
exatidao para a validacdo de modelos desenvolvidos, para descrever o crescimento
de Listeria monocytogenes, obtendo fatores de exatiddo na faixa de 1,26 a 4,25.
Rasch (2002) conseguiu fator de viés e exatiddo de 0,95 e 1,08, respectivamente,
para modelos polinomiais utilizados para descrever a influéncia de temperatura, sal e

pH no efeito inibitorio de reuterina em Escherichia coli.
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Aliada a elucidacdo de vias biossintéticas, a descricdo da dinamica
de processos envolvidos em sistemas bioldégicos pode ser complementada por
modelos matematicos, vindo a constituir ferramentas poderosas na solugcdo de
problemas praticos nos diversos campos de ambito técnico-cientifico. A modelagem
matematica, em si, consiste em formular problemas de interesse em termos de
proposi¢cdes matematicas bem fundamentadas, que possam espelhar o mundo ao
nosso redor da forma mais realistica possivel. No contexto, o profundo
conhecimento sobre o conjunto de fendmenos desencadeados pelo processo,
relacionados com a situacdo desejada para a modelagem, seriam essenciais para

predizer os eventos futuros com a maxima confiabilidade e exatidao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Infra-estrutura

O trabalho foi desenvolvido nos laboratorios do Departamento de
Tecnologia de Alimentos e Medicamentos, Departamento de Agronomia (Centro de
Ciéncias Agrérias) e do Departamento de Bioquimica (Centro de Ciéncias Exatas),

da Universidade Estadual de Londrina.

4.1.2 Matéria-prima

A matéria-prima utilizada no desenvolvimento do trabalho foi o milho
do hibrido simples Tork pertencente a safra mar¢co/2005 da empresa Syngenta,
regides de Londrina e Santa Helena, e fornecido pelo Instituto Agronémico do
Parand (IAPAR). Os grdos apresentavam caracteristicas de textura dura e cor
laranja. O lote de 35 Kg foi homogeneizado em misturador rotativo, em forma de V
do Departamento de Agronomia, dividido em sacos plasticos de 1 Kg e mantido a
5°C até o momento do uso.

Graos de milho da regido Norte do Estado do Parana da safra de
2004 foram fornecidos por uma cooperativa da regiao, amostrando-se 500g de milho
imediatamente apds a colheita (no campo), nos caminhdes antes da descarga na
moega e na saida da moega (antes da secagem); procedendo-se quantificacdo de
fumonisinas e contagem fungica apdés a amostragem. Este estudo objetivou
determinar os Pontos Criticos de Controle relacionados a contaminagdo com
fumonisinas na cadeia produtiva do milho. (Projeto FINEP — Cadeia Produtiva de
Milho, 2003)



42

4.1.3 Fusarium verticillioides

F. verticillioides 103F que foi utilizado no estudo pertence a colecdo
de cepas isoladas de racfes envolvidas em surto de intoxicacdo animal ocorrido em
1991 no Estado do Parana, do Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Tecnologia de Medicamentos e Alimentos — Universidade Estadual de Londrina —
UEL (ONO et al., 2004).

4.2 METODOS

4.2.1 Procedimento Operacional

Aliquotas de 500g de milho submetidos a tratamento térmico a 121°C
por 15min. e igual quantidade ndo submetida a este processo, ambos em
erlenmeyers de 1000mL, tiveram a umidade ajustada para 15, 20 e 25% adicionando
adgua destilada estéril. Os erlenmeyers, que continham também uma quantidade
definida de solo estéril (0,15%), foram inoculados com uma suspensdo de F.
verticillioides de 4,67 x 10* esporos/g de milho e incubados em estufas tipo BOD a
20, 25 e 30°C, por 20 dias. O controle negativo consistiu de grdos de milho sem
inodculo do fungo, submetidos as mesmas condicdes.

Os erlenmeyers foram manualmente agitados para homogeneizacao
do material, sendo este procedimento também realizado a cada 7 dias de incubacao
para obter uma melhor distribuicdo fungica nas amostras.

Os niveis dos paradmetros umidade e temperatura adotados neste
estudo tiveram como finalidade a simulacéo das condi¢cdes da moega observadas na
cooperativa envolvida no Projeto FINEP na safra de milho 2004. A utilizacdo de solo
como veiculo sélido para a transferéncia dos esporos do fungo aos grdos baseou-se
no estudo de Palacios — Cabrera et al. (2001), para evitar o aumento da atividade de
agua do meio no momento da inoculacdo. A esterilizagcdo teve como propdsito

amenizar a interferéncia dos géneros fungicos contaminantes do milho no campo,
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como por exemplo, Penicillum spp., que poderiam interferir no crescimento da
espécie em estudo, F. verticillioides.

O ajuste de umidade dos grdos de milho foi realizado mediante
calculo da quantidade de &gua estéril a ser adicionada utilizando a formula (1):

mL agua estéril ={[(100 — umidade inicial)/ (100 — umidade final)] — 1} x peso

amostra(g) (1)

Os graos foram avaliados antes (tempo zero) e apds o periodo de
ensaio (20 dias), procedendo-se as analises fisico-quimicas, microbiolégicas e
fisiologicas; e concentracdo de fumonisinas. Os dados necessarios para a avaliacdo
da perda de qualidade e para a elaboracdo de modelos matematicos foram obtidos
mediante subtracdo dos valores dos parametros apos decorridos os 20 dias de
incubacédo (tempo 20) com os valores da condi¢ao inicial dos graos de milho (tempo
zero). A figura 2 mostra o esquema geral do procedimento experimental.

Posteriormente, os dados reais de umidade e temperatura,
provenientes da safra 2004 (Projeto FINEP 2003) foram utilizados nos modelos
matematicos desenvolvidos. As respostas preditivas, para um periodo de 20 dias, da
micoflora e concentragao de fumonisinas B;, B, e Btotal em graos de milho mantidos
nestas condi¢cBes, foram confrontadas com as das analises realizadas logo ap6s a

amostragem por pesquisadores envolvidos no Projeto FINEP.
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Milho + solo estéril

I
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Analises Fisiologicas, Fisico-quimicas,
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|
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[
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Determinagoes
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Milho sem tratamento térmico Milho tratado termicamente
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Fisiolégica Fumonisinas Microbiologica Fisico-Quimica
| i |
-Germinagio - Enumeragio - Umidade
- Vigor bolores/ leveduras - Proteina
- Extrato etéreo
- Aw

- Avaliacio resultados
- Construgio modelos matematicos

Figura 2 — Procedimento operacional

4.2.2 Preparo do In6culo

O in6culo de F. verticillioides foi preparado em &agua destilada
contendo 0,1% de Tween 80, ambos estéreis, empregando cultivo ativado em agar

batata dextrose incubado por 14 dias a 25°C. A seguir procedeu-se a contagem em
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camara de Newbauer de 2,33 x 10’ conidios/mL de suspens&o (4,64 x 10* esporos/g
de milho), sendo esta inoculada em uma quantidade pré-determinada de solo
previamente esterilizado com granulometria de 20 um, conforme Palacios-Cabrera et
al. (2001).

4.2.3 Padronizagao da Quantidade de Solo

4.2.3.1 Quantidade de solo para andlises fisico-quimicas

Em estudo realizado por Basso (2003), foi observada uma
interferéncia do solo utilizado como meio para a inoculacdo de esporos fangicos em
analises fisico-quimicas. Com a finalidade de eliminar esta interferéncia, foram
adicionados 0; 0,2; 0,3; 0,5% de solo no milho, concentracdes estas menores do que
as utilizadas pelo autor. Apds um periodo de 7 dias, procedeu-se a determinagcéao do
teor de umidade, atividade de agua e proteina, verificando-se qual tratamento ndo se

diferenciou do controle (auséncia de solo), conforme demonstrado na figura 3.

4.2.3.2 Quantidade de solo para analise microbioldgica

Selecionada a melhor propor¢cdo de solo:milho, i.e., a néao
interferéncia nas analises fisico-quimicas, procedeu-se com a confirmacdo de que
esta quantidade néo influenciaria no crescimento fangico. Foi realizada uma
inoculacdo de 4,64x10* esporos/g de milho (2,33 x 10’ conidios/mL de suspens&o)
acrescido ou nao de solo estéril e apos 7 dias, foi avaliada a contagem fungica,

conforme demonstrado na figura 3.
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Quantidade solo adicionado ao milho

s/ adigdo 0.2% 0,3% 0.5%

Determinagdes

Umidade A Proteina

% solo sem interferéncia
analises fisico-quimicas

5300 g nmulho + solo 500 g milho +
+ F. verticillioides F. verticillioides
| |
|
Enumeracio fungica

[
Selegdo quantidade de solo

Figura 3 — Procedimento Operacional para padronizacdo da quantidade de solo

4.2.4 Planejamento Experimental

Com a finalidade de interpretar a dindmica da perda de qualidade e
construir modelos matematicos preditivos para o crescimento fungico e producéo de
fumonisinas no milho, procedeu-se a um delineamento do tipo fatorial, inteiramente
casualizado, onde o residuo € a interacéo tripla dos fatores umidade, temperatura e
amostras inoculadas com esporos de F. verticillioides x amostras sem esporos. Os
niveis e fatores do planejamento fatorial estdo expressos na tabela 2, enquanto que
na tabela 3 constam os ensaios experimentais.

A aplicabilidade real dos modelos para contaminagdo fungica e
producdo de fumonisinas foi avaliada introduzindo dados reais obtidos no
rastreamento da cadeia produtiva do milho: estagio de entrada da moega,
pertencente a safra 2004 (Projeto FINEP — Cadeia Produtiva de Milho).
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Tabela 2 — Niveis e fatores do planejamento experimental

Fatores Mimimo (-1) Intermediano (0) Maximo (+1)

Unudade 153% 20% 23%
Temperatura 20°C 25°C 30°C

Indculo F. verticillioides ausente - presente

Tabela 3 — Planejamento fatorial codificado e ndo codificado e as respectivas
amostras

Varidweis codifcadas Varidveis orginais Codificagdo amostras
Z X1 X2 Inoculo Umidade TemperaturaMilho n3o esterilizado Milho esterilizado
482 362
-1 -1 c 15 20 87 742
C -1 c 20 20 420 226
c 25 20 224 522
-1 -1 -1 s 15 20 231 3a7
-1 0 -1 s 20 20 765 478
- H 25 20 £42 574
! 213 534
-1 0 [= 15 25 212 42
C 0 C 20 25 137 852
C 0 [= 20 25 424 222
C 0 [= 20 25 273 512
1 0 [= 25 25 152 53E
- -1 0 H 15 25 284 ga2
- C 0 s 20 25 1 87cg
- C D H 20 25 733 332
- C 0 H 20 25 g75 232
- 1 0 s 25 25 £24 g1
' 5687 851
-1 1 C 15 20 g4 34¢
C 1 [= 20 20 224 387
1 = 25 20 781 882
- -1 1 H 15 20 €35 862
- C 1 s 20 20 £1e g2e
- 1 H 25 20 826 25
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4.2.5 Avaliacéo Fisiologica de Milho

4.2.5.1 Teste de germinacgéao

Para o teste de germinacéo foram utilizadas quatro repeticdes de 50
graos de milho cada, de acordo com as recomendacdes contidas nas Regras para
Andlise de Sementes (BRASIL, 1992). Foram analisados os graos da condicéo inicial
(tempo zero) e aqueles estocados sob as condi¢cdes do planejamento experimental,
com excecao dos submetidos ao tratamento térmico (121°C/ 15 min), uma vez que
este tratamento impossibilita o crescimento das plantulas.

Foi utilizado como substrato rolo de papel-toalha tipo “germitest”,
umedecido com agua na proporcdo de 3:1 (peso da agua: peso do papel seco). As
sementes foram mantidas em germinador a temperatura constante de 25°C. Foram
efetuadas contagens do numero de plantulas normais, anormais e mortas, sendo
estas contagens realizadas no quarto e sétimo dias ap0s a semeadura e 0S

resultados foram expressos em porcentagem média de plantulas normais.

4.2.5.2 Teste de vigor (primeira contagem do teste de germinacao)

Conduzido juntamente com o teste-padréo de germinacéo, o teste de
vigor consistiu no registro da porcentagem de plantulas normais constatada na data
estabelecida para a primeira contagem de germinacédo, ou seja, no quarto dia apés a
montagem do teste de germinacao; os resultados foram expressos em porcentagem

média de plantulas normais.
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4.2.6 Analises Fisico-quimicas

A determinacdo do teor de umidade foi realizada procedendo-se a
secagem em estufa a 105°C até obtencdo de peso constante, de acordo com o
método gravimétrico do Instituto Adolfo Lutz (1985); e a medida da atividade de agua
das amostras foi realizada no higrometro AQUA-LAB, digital, modelo CX-2, fabricado
pela Decagon Devices Inc, EUA. Conforme descrito na AOAC (1995), o teor de
proteina bruta foi determinado pelo método de Kjeldahl, convertendo-se o teor total
de N em proteina pelo uso do fator 6,25; e o teor de extrato etéreo, mediante

extracdo com éter de petroleo, através do método de Soxlhet.

4.2.7 Analise Microbiolbgica

4.2.7.1 Contagem total de bolores e leveduras

Antes da incubacdo e ap6s decorridos os 20 dias de armazenagem
do milho nas temperaturas e umidades testadas, foi realizada a contagem de bolores
e leveduras segundo metodologia de plagueamento em superficie (SILVA et al.,
2001), apo6s decorridos 4 dias de incubacdo a 25°C . Utilizou-se como meio Agar
Batata Dextrose e a identificacdo dos géneros fungicos foi mediante reconhecimento

preliminar dos esporos em microscopio.
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4.2.8 Andlise de Micotoxinas

4.2.8.1 Extracao/ quantificacdo de fumonisinas

A extracao e determinagao de fumonisinas foram realizadas segundo
metodologia descrita por SHEPHARD et al., 1990, modificada por UENO et al., 1993.

Os graos de milho foram triturados até atingir granulometria de 50
mesh e acondicionados em sacos plasticos impermeaveis a agua e mantidos a —
18°C até o momento da analise. Aliquotas de 10 g do material triturado adicionado
de 30mL de metanol:dgua (3:1, v/v) foram homogeneizadas a 180 rpm por 1 hora a
10°C em incubadora refrigerada (Shaker), marca Marconi®, seguido de filtracdo em
papel filtro Whatman n° IV. O filtrado foi submetido a purificacdo empregando-se
mini-colunas de troca anidnica Sep-Pak accell plus QMA (Waters Co., Ltda), sendo
estas acondicionadas com 5 mL de metanol, seguido de 5 mL de metanol:agua
(3:1). ApoOs aplicacdo de 1 mL de amostra, a coluna foi lavada com 6 mL
metanol:agua (3:1), seguida de 3 mL de metanol; sendo as fumonisinas eluidas com
10 mL de solucdo de acido acético a 0,5% em metanol, conforme demonstrado na
figura 4. O eluato foi seco sob fluxo de nitrogénio gasoso a 40°C e o residuo
solubilizado em acetonitrila:agua (1:1, v/v), derivatizado com o-ftaldialdeido (OPA) e
analisado em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) sistema isocratico de
fase reversa, empregando-se coluna Cig (80 x 15 mm, com 1,5 g de sulfato de sddio
anidro e 3,5 g de silica gel 60G, 70-230 mesh, MERCK). Os comprimentos de onda
de excitacdo e emissdo foram 335 nm e 450 nm, respectivamente. A fase movel
consistiu de metanol: fosfato de sodio 0,1M (80:20, v/v) pH 3,3 (acido ortofosforico);
ajustado para o fluxo de 1,0 mL/min. Os limites de deteccéo para FB; e FB, foram de
50 ng/g e 80 ng/g, respectivamente. O procedimento de quantificacdo de

fumonisinas é apresentado na figura 5.
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Figura 4 — Extracao/purificacdo fumonisina

51



52

Amostra seca e manfida a -20°C

|
100 pL acetonitrila:agna (1:1)

50 pLL 50 ulL
|
Denvatizacdo: 200ul OPA
[
Injecdo CLAE
CH,;0H: Na,HPO, 0.1M (80:20)
|

Sistema 1socratico de fase reversa Cpz
Detector de fluorescéncia — 335 e 450 nm

Figura 5 — Quantificacdo de fumonisina por CLAE

4.2.9 Métodos matematicos e estatisticos

A padronizacdo da quantidade de solo a ser utilizado como veiculo
para o inéculo de F. verticillioides em milho baseou-se na eliminagcédo da interferéncia
de solo na andlise bromatologica e contagem fungica em relagcdo ao controle
(auséncia de solo). Os dados obtidos foram avaliados pela andlise de variancia
(ANOVA), para posterior aplicacdo do teste de Tukey, utilizando-se o programa
“software Statistica, verséo 6.0".

A distribuicdo normal dos dados, por meio do Teste de Shapiro-Wilk's
W. e, a homogeneidade das variancias, mediante aplicacdo do teste de Levene,
foram utilizadas para averiguar a aplicabilidade da andlise de variancia (ANOVA).
Segundo estes parametros, quando ndo ha diferenca estatisticamente significativa
entre os dados experimentais e os testes, indica que os dados seguem uma
distribuicdo normal e que ha homogeneidade das variancias, respectivamente.

Os coeficientes dos modelos e suas significancias associadas aos
fatores foram determinados mediante ajuste dos modelos ao conjunto de dados,

usando analise de variancia. Para verificar que nao houve falta de ajuste dos dados
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ao modelo construido, testou-se a média quadrética devida ao erro puro, utilizando o
programa “software Statistica, versao 6.0".

As variaveis estudadas no milho, consistindo de umidade (X,),
indculo (X2) e temperatura (Xs3) foram aplicadas no modelo sob a forma codificada,

conforme equacéao (2).

Variavel codificada = (Variavel descodificada) — (Ponto central) (2)
Metade da faixa

4.2.9.1 Validacdo dos modelos matematicos

A validagdo matematica, estatistica e grafica consistem de
ferramentas (teis para mostrar a capacidade de interpolacdo dos modelos,
representando sub- ou super- ajuste de dados experimentais aos modelos
desenvolvidos (GEERAERD et al., 1998, 2004).

4.2.9.1.1 Validacdo matematica/estatistica

Os seguintes indices estatisticos e matematicos foram calculados
para avaliar a performance dos modelos preditivos de crescimento fungico e
producdo de fumonisina: coeficiente de determinacdo (R2), erro médio quadratico
(EMQ), fator de viés e fator de exatiddo (ROSS, 1996; SAMAPUNDO et al., 2005;
GARCIA-GIMENO et al., 2005).

O melhor ajuste do modelo as respostas observadas ocorre quando o
valor de R2 for mais préximo de 1, enquanto que o EQM for mais proximo de zero
(SUTHERLAND et al., 1994), calculados pelas férmulas (3) e (4), respectivamente.

EQM = SQR/n 3),
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onde SQR sdo as somas quadraticas residuais e n € o numero de graus de
liberdade.

R2 = SQR/ SQT (4),

onde SQR sdo as somas quadraticas residuais e SQT sdo as somas quadraticas

totais.

O fator de viés (“bias”) responde a questdo se, na média, os valores
observados estdo acima ou abaixo da linha de equivaléncia, i.e. se 0 modelo super-
ou subestima a resposta predita, sendo estimado pela diferenca média entre os
valores observados e preditos. Quando ndo h& desvio estrutural e o fator viés = 1, o
modelo é exato (ROSS, 1996). O modelo é considerado seguro se o viés calculado
for < 1, indicando super-estimacao, i.e. a resposta predita pelo modelo é maior do
gue a resposta observada experimentalmente. Em contraste, um fator de viés > 1
indica modelo relativamente perigoso, ja que as respostas observadas excedem as
preditas (sub-estimacédo) (TE GIFFEL e ZWIETERING, 1999). O fator de viés é
calculado pela férmula (5).

Fator de viés = 10 [S log (observado/ predito)/n] (5)

O fator de exatiddo é a diferenca média absoluta entre os valores
preditos e observados, indicando a média da distancia entre cada ponto e a linha de
equivaléncia, ou seja, quanto uma predicdo difere da resposta observada. Sendo
assim, este fator € uma medida do desvio médio e € usado como uma medida
simples do nivel de confianca do modelo matematico (ROSS, 1996). Este fator é
calculado pela formula (6).

Fator de exatiddo = 10 [S log predito/ observado |/n] (6)
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4.2.9.1.2 Validacéo gréfica

A confiabilidade geral dos modelos também foi analisada mediante
visualizacdo de propriedades gerais dos modelos matematicos desenvolvidos
(validacdo grafica), procedendo a plotagem das respostas observadas em funcéo
das preditas, bem como através do grafico da distribuicdo normal de residuos. Para
avaliacdo da performance dos mesmos foram utilizadas as superficies
tridimensionais (superficies de resposta) e as linhas de contorno dos modelos em

funcao das variaveis investigadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELEGAO DA QUANTIDADE DE SOLO

A quantidade de solo a ser utilizada como veiculo destinado a
inoculagcdo de esporos de F. verticillioides foi selecionada avaliando-se diferentes
proporcdes de solo:milho, tendo como base os dados preliminares obtidos por
BASSO (2003). Considerando que a proporcdo de 2% de solo utilizado por este
autor interferiu na determinagédo de parametros fisico-quimicos, em nosso trabalho
testou-se inicialmente a reducéo da quantidade de solo adicionado para 0,5 - 0,1%,
visando evitar interferéncia nas determinacdes (tabela 4).

A distribuicdo normal dos dados e a homogeneidade das variancias
foram analisadas aplicando os testes de Shapiro-Wilk's W. e Levene,
respectivamente (ensaio 1, tabela 4). Os valores de “p” demonstraram a
aplicabilidade da analise de variancia, uma vez que os dados apresentaram uma
distribuicdo normal, exceto os da atividade de agua (p<0,05). Aliado ao fato, o teste
de Levene indicou a homogeneidade de variancias, j& que ndo houve diferenca
estatistica significativa (p>0,05).

Para avaliar se havia diferenca entre pelo menos dois tratamentos,
aplicouse a anélise de variancia (ANOVA) aos dados experimentais (anexo A, tabela
19), para prosseguir com teste de Tukey. Os resultados deste teste demonstraram
que todos os tratamentos (0,2 - 0,5% de solo estéril) diferiram, ao nivel de 95% de
confianca, dos dados sem adicdo de solo nas analises fisico-quimicas (umidade,
atividade de agua e proteina) - ensaio 1, tabela 4. Aliado ao fato, observou-se
influéncia significativa da adicdo de 0,5% de solo na contagem flungica,
desencadeando a multiplicacdo celular, favorecida pela provavel presenca de

nutrientes no solo.
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Tabela 4 — Avaliacdo de parametros fisico-quimicos e contagem fungica para
otimizag&o de quantidade de solo adicionado como veiculo do inoculo de
F. verticillioides em milho (sem adi¢do — 0,5% solo).

Parametros deternunados®

Solo (%) Unudade (%) Anvidade de Proteina (%) MMédia (faixa)
agua UFC/g
Ensaio 1
Sem adigdo de solo 945=021" 052£001°  6.99=009" 5x107° (4.8x107 - 5.1x107)
0,2 1075+ 007" 0.62=0.00" 6.40=x024° NR
0.3 112=0.14"°  067=000° 656=007*° ~ NR )
0.5 11.55=007° 0.67+000° 5.71+£0.00°¢ 3.9x10° " (2.7 x10° - 5.1x10°)
Parametros p
ANOVA**
Shapiro-Wilk's W, 0.1513 0,0271%%* 0.3513 0.1285
Levene 0.0874 0.4993 0.2226 00829
Ensaio 2
Sem adi¢do de solo 0.58+0.01 * 5.08=027° 74x10°* (3.1x107- 11.7x107)
0.1 056£0.00°  4682059°  NR '
0.15 0.5540.00 ° 3,110,267 7.6x10°° (4 x10°-11.2x107)
0.25 0.56+0.00 * 4.86=0.07* NR
Parametros p
ANOQVA**
Shapiro-Wilk's W, 0.6137 0.0389%#* 0.1967 0.1497
Levene 01719 0.1719 0,5102 0.8476

* Média + desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 1% de probabilidade.

** parametros de normalidade e homogeneidade utilizados para analise da aplicabilidade de ANOVA.
Valores de “p” determinados pelos testes de Shapiro-Wilk's W. e Levene.

*** Sjgnificativo (p<0,05)

NR = néo realizado

Considerando a continua interferéncia de solo nas analises (ensaio 1,
tabela 4), prosseguiu-se a repeticao dos testes utilizando a metade das proporcdes
de solo empregado no primeiro ensaio (0; 0,1; 0,15 e 0,25% solo), sendo os efeitos
analisados inicialmente sobre as determinacdes fisico-quimicas, seguida de analise
microbiolégica. Os valores de “p” para o teste de Shapiro Wilk's W. e Levene,
utilizados para andlise de distribuicdo normal destes dados e homogeneidade das
variancias, constam no ensaio 2 da tabela 4. Os resultados indicaram a possibilidade
do uso da Andlise de Variancia (anexo A, tabela 20) para avaliar a diferenca
estatistica entre os tratamentos (p<0,05).

A andlise pelo teste de Tukey (ensaio 2, tabela 4) indicou que a
utilizacdo de solo como veiculo seco nas propor¢des de 0,1; 0,15 e 0,25% né&o
interferiram significativamente na determinacdo do teor de atividade de &gua e de

proteina (p>0,05). Somente o teor de umidade apresentou diferenca no tratamento
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com 0,1 e 0,25% de solo. Sendo assim, optou-se pela utilizacdo de solo na
proporcao de 0,15%, para prosseguir com o ensaio quanto a interferéncia de veiculo
no crescimento fungico.

Conforme indicado na tabela 4 (ensaio 2), ndo houve diferenca
significativa entre a quantidade de unidades formadoras de col6nia fungica ao nivel
de 95% de confianc¢a entre controle e adi¢cao de 0,15% solo no milho. Em face disto,
a quantidade de solo a ser utilizada no experimento foi fixada em 0,759 de solo/

500g de milho, correspondente a 0,15% de veiculo destinado a inoculacdo de

esporos de F. verticillioides.

5.2 PERFIL MICROBIOLOGICO, FISIOLOGICO E FiSICO-QUIMICO DE MILHO HiBRIDO TORK

SAFRA MARCO0O/2005 UTILIZADO NO ENSAIO

A tabela 5 apresenta a caracteristica inicial (tempo zero) de milho
hibrido Tork destinado ao presente estudo, comparando os perfis de grdo submetido
ou hao ao tratamento térmico (121°C/ 15 min). Os parametros avaliados consistiram
de micoflora contaminante, concentracdo de fumonisinas e perfil fisico-quimico e

fisioldgico original inerente dos gréos.
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Tabela 5 — Perfil microbiolégico, fisiolégico e fisico-quimico de milho hibrido Tork
safra margo/2005 utilizado no ensaio (to).

Parametros Milho com Milho sem Valores de “p”
tratamento térmico tratamento térmico

Fusarium spp. (UEC/g) ND*® 0.000
Aspergiiius spp. (UFC/g) ND*® 0.000
Peniciliium spp. (UFC/g) ND*® 0.000
Leveduras (UFC/g) ND* 0,000
Total Bolores ¢ leveduras (UFC/g) ND* 23x10°£1.6x10°° 0.000
Germinacio (%) (-)* 93.1£25 ° 0.000
Vigor (%) ()" 86.8=7.1 ° 0,000
Unudade (%5) 13.1=048° 132=03° 0.831
Proteina (%:)~ 11.0£0.14* 10.7=03 ¢ 0.260
Extrato etéreo (%6)* 10.1£1.37° 82+£05° 0.095
Atvidade de agua 0.7895=0.0036° 0.7390=0.0013 ° 0.000
Fumeonisinas (ug'g) FB; 3.67=2.60° 3.78=125° 0.950

FB: 0.99£0.38° 0.91£0.34° 0.577

* Base seca; ND = ndo detectavel (< 100 UFC/qg)
** Média + desvio padrdo seguida pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Conforme a tabela 5, o tratamento térmico ndo afetou as
caracteristicas fisico-quimicas de milho, referente aos teores de umidade (p =
0,831), proteina (p = 0,260) e extrato etéreo (p = 0,095), comprovando que 0
substrato tratado termicamente manteve composicao fisico-quimica semelhante ao
material original sem tratamento. Salienta-se que cuidados foram tomados no
momento do tratamento térmico, como o fechamento dos erlenmeyers contendo 0s
grdos com papel filme e papel aluminio; a fim de evitar variacdes na umidade das
amostras. Todavia, a atividade de &gua do gréo poés-tratamento térmico apresentou
aumento significativo (p = 0,00002), comportamento considerado esperado, ja que
se procedeu o tratamento térmico com calor umido. Este dado contrastante entre
atividade de agua e o teor de umidade poderia indicar provavel modificacdo nas
propriedades reoldgicas da matéria prima, resultante do processamento térmico.

O tratamento térmico de 121°C/ 15 min ndo afetou a concentracdo de

fumonisinas, ja que o milho tratado apresentou 3,67 e 0,99 ug/g para FB1 e FB2,
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respectivamente, em relacédo a 3,78 e 0,91 ug/g para as mesmas toxinas em milho
nao tratado termicamente (p>0,05). O fato indica a estabilidade térmica desta toxina,
com possibilidade de permanéncia inalterada em processos normalmente
empregados para obtencdo de produtos derivados.

A contagem de Aspergillus spp., leveduras e total de bolores/
leveduras (tabela 5, grdos néo tratados termicamente) mostrou-se similar aos dados
obtidos no milho hibrido Tork safra 2003 oriundo da regido Norte do Parana (Basso,
2003). A contagem de Fusarium spp. (2,7 x 10° UFC/g) e Penicillium spp. (4,3 x 10%)
apresentaram-se superiores na safra de 2005 (tabela 5), em relacdo a safra 2003
(Basso, 2003). Basso (2003) obteve contagem de Fusarium spp. de 8,5 x 10° UFC/g,
Aspergillus spp. de 2,5 x 10° UFC/g, Penicillium spp. de 7,9 x 103 UFC/g, leveduras
de 3,0 x 10* UFC/g e bolores/leveduras totais de 2,6 x 10* UFC/g, em gréos de milho
que apresentaram vigor 10% superior a safra 2004, i.e., 96%, e composi¢cao
centesimal de 9,14% (proteina) e 10,91% (lipideos).

O milho utilizado no presente estudo (tabela 5) apresentou perfil de
contaminagdo natural semelhante aos estudos prévios realizados em 37 amostras
de milho recém-colhido do Norte do Parana (ONO et al., 1999). Neste estudo, a
contagem total de bolores e leveduras variou de 1,9 x 104 a 3,5 x 106 UFC/qg,
Fusarium spp. e Penicillium spp. variaram de 1,0 x 103 a 2,2 x 106 UFC/g e 5,5 x
103 a 2,8 x 106 UFC/g, respectivamente. As fumonisinas B; e B, foram detectadas
em todas as amostras, com niveis variando de 0,37 a 13,46 ug/g (média de 4,56 *
2,97 ug/g) e de 0,20 a 6,92 ug/g (média de 2,20 * 1,45 ug/g), respectivamente. Da
mesma forma que o lote de milho utilizado no ensaio (tabela 5), estes resultados
relatados mostram a dificuldade em obter milho isento de fumonisina na regiéo.

A predominancia de Fusarium spp. e Penicillium spp. no hibrido Tork
(tabela 5), corrobora com outros estudos brasileiros. Ono et al. (2004) detectaram
Fusarium spp. em 98,7-100% das amostras e Penicillium spp. em 93-100% no
Estado do Parana. Almeida et al. (2002) analisaram a microflora de milho em duas
regides do Estado de S&o Paulo (Capao Bonito e Ribeirdo Preto) e F. verticillioides
prevaleceu em 35% e 49% e Penicillium spp. em 27% e 21% das amostras
provenientes de Capao Bonito e Ribeirdo Preto, respectivamente. Westhuizen et al.
(2003) isolaram o género Fusarium em 93% das amostras de milho no Estado de
Santa Catarina. Os dados também apresentam concordancia em relacdo aos

resultados obtidos pelo projeto FINEP (2003), apresentando maior ocorréncia dos
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géneros Fusarium spp. (100%), Penicillium spp. (94,28%), leveduras (91,42%) e
menor ocorréncia dos géneros Aspergillus spp.(11,43%) em graos de milho safra
2004 do norte do Parana.

Em relacdo ao nivel de fumonisinas, o lote do hibrido Tork (tabela 5)
apresentou niveis de fumonisina dentro do limite maximo de 5, 10, 50 e 50 pg/g
recomendado para equinos, suinos, bovinos e aves, respectivamente, pelo
“Mycotoxin  Committee of the American Association of Veterinary Laboratory
Diagnosticians” (MUNKVOLD & DESJARDINS, 1997). N&o obstante, considerando
que o nivel de 2,0 pg/g seja o limite maximo recomendado pelo “United States Food
and Drug Administration” para milho e derivados de milho destinados ao consumo
humano (AVANTAGGIATO et al.,, 2002), elevada percentagem de amostras
brasileiras analisadas por diferentes autores no decorrer de uma década
apresentaram teores superiores ao valor (SYDENHAM et al. 1992a; HIROOKA et al.,
1996; ONO et al., 1999; MACHINSKI & SOARES, 2000). Camargos et al. (2000)
analisaram 23 amostras do Estado de S&o Paulo da safra de 97/98 e observaram
contaminagdo de fumonisinas de 5,61 pg/g FB; e de 1,86 pg/g FB,. Em Santa
Catarina, a safra 2000 apresentou niveis de FB; e FB, de 3,2 ug/g e 3,4 ug/g,
respectivamente (WESTHUIZEN et al., 2003).

No entanto, a variabilidade de nivel de contaminacdo de fumonisinas
varia de acordo com a safra, uma vez que as diferengcas nas precipitacoes

pluviométricas entre elas sdo grandes.

5.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Para a confec¢cdo dos modelos matematicos e analise dos efeitos de
cada variavel sobre as respostas obtidas procedeu-se a um planejamento fatorial
completo com duas variaveis em trés niveis (umidade e temperatura) e uma variavel
em dois niveis (inoculo de F. verticillioides), por 20 dias de incubacéao.
Consequentemente, o planejamento foi composto por 22 experimentos
aleatorizados, sendo trés repeticbes no ponto central, para testar a hipétese de que
a variabilidade no ponto central ndo difere da variabilidade na regiao experimental.

Os dados obtidos de cada resposta do planejamento experimental (o) estdo
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expressos na tabela 6, sendo que estes foram subtraidos dos valores da condicdo
inicial dos graos de milho (to, tabela 5). O mesmo procedimento também foi utilizado
para avaliar a perda de qualidade (proteina, extrato etéreo, porcentagem de
germinacao e vigor).

Os valores referentes a contagem de bolores e leveduras foram
convertidos em escala logaritmica, enquanto que para outras respostas (perfil fisico-
guimico e fisiolégico de milho e fumonisina produzida) empregaram-se os dados
sem transformacao, para prosseguir com a analise estatistica.

Conforme tabela 5, o substrato milho original continha elevada carga
de Fusarium spp. e, com destaque especial também para Penicillium spp., indicando
que se tratava de matéria exposta a condi¢cdo climatica com chuva e temperatura
relativamente baixa nas proximidades da colheita (safra 2005, regides de Londrina e
Santa Helena). O tratamento térmico resultou na eliminacdo aparente desta
micobiota, uma vez que no decorrer de 20 dias de ensaio (tabela 6), o perfil
microbiolégico (cultivo no meio BDA) de substrato milho tratado termicamente
manteve a contagem flngica praticamente ndo detectavel quanto a Fusarium spp.,
Aspergillus spp. e leveduras, ndo ocorrendo o0 mesmo com a contagem de
Penicillium spp. Isto pode ser justificado pela recuperacdo de propagulos injuriados,
anteriormente incapazes de se desenvolverem no meio BDA (tp). Soma-se ainda, a
distribuicdo/penetragéo nao uniforme de calor na massa de substrato, i.e. em toda a
porcdo de 500g dos grédos submetido ao tratamento térmico. No entanto, o
crescimento de outros géneros fungicos simularia a condicdo real, onde a
competicdo microbiana torna-se um fato inevitavel na natureza, conforme mostrado

na tabela 16.



Tabela 6 — Resultados do planejamento experimental para milho submetido ao tratamento térmico (Fusarium spp., Aspergillus
spp., Penicillium spp., leveduras, bolores/leveduras totais, umidade, proteina, extrato etéreo, atividade de agua e
fumonisinas FB; e FB,); e para milho ndo tratado termicamente (germinacéao e vigor).

Beolores/ Extrato

Fusavivim ~ Aspergillus  Penicillium leveduras u Proteina etéren FE, FB: Germunag.  Vigor
U I T S0P . . Leveduras Totais %) (%) (%) AL {ug/z) g/ Ej (%) (%)
-1+ -1 ND ND ND ND ND 13,6 110 118 0,805 1,76 0,97 68,0 52,5
o0 =+ 4 4.4x1 Df KD 28¥10° ND 6.0X10° 19.4 126 126 0,900 2846 6,66 432 43,0
+1 =1 -1 6.6x10° KD 34X10 ND LoX10 296 127 6.0 0955 2017 0.03 532 50,5
-1 -1 -1 ND KD ND ND ND 13,2 11.0 9.3 0,794 1.29 025 63,5 51.5
0 -1 -1 ND KD L1X10 ND 1,1X10° 20,4 132 143 0,91 477 2835 4.0 373
+1 -1 -1 ND ND 1,1X10% ND 13107 284 13.1 10,7 0,952 15,65 533 695 56,5
-1+ 0 1.9¥10° KD 7.9X10° ND 1.6X10° 13.5 11.3 113 0,785 3,87 0.7a Q30 80,0
S | 0 8.0%10° ND 3.0%10° ND 1,510 20,2 130 125 0,911 231 (.80 520 475
o +1 0 4.8310° KD 13107 ND 53107 21,0 128 124 0,92 10,25 2,74 303 480
0+ 0 3,8X10° KD KD ND 3,810 214 13,6 14.1 0,927 3,25 2,13 37.0 46.2
+1 +1 0 3.6X10° KD E:SXI{?‘f 1,93107 6,6 X10° 332 13,0 7.1 0,96 878 2,28 o0 385
1A 0 ND KD 4 8X10 ND 48X10° 13.4 11.5 11.7 0,772 3,33 2.1 93,0 B4.5
0 -1 0 ND ND 1.8X10° ND 1.8X10° 225 138 132 0,902 1.19 .11 49.0 48,0
0 -1 0 ND KD 1.0X10° ND 1.0X10° 21,0 130 138 0,902 2,58 0.938 390 47.0
0 -1 0 1,8310" 24%10° 4 6X10° ND 47310 21,6 134 15.0 0,902 033 2,03 380 475
+1 -1 0 ND KD 3.6X10° ND 3,6 X10°F 34.0 132 6.8 0,949 344 246 46.5 46.5
-1+ #H ND ND WD ND ND 127 113 104 0,752 3,34 148 93,5 86,5
o0 1 =+ 143107 6.9X10° 1.8X10° ND 2,0X107 19.0 132 134 0913 2,95 1.21 495 475
+1 +1  +1 1,910 KD 2,0X10° ND 3.5 X10° 334 134 84 0,977 4.52 1.38 41.5 3535
-1 -1+ ND KD ND ND ND 12,0 11.0 11.1 0,74 1.91 028 93,0 B4.5
0 -1+l ND KD 1.3X10° ND 1,5 X100 19.6 136 149 0,904 2, 2,05 395 34.0
+1 -1 =+l WD 1.3X10° 1.4X10° ND 143X10° 188 123 7.6 0,961 8.21 2.67 345 30.0

* | (inéculo de F. verticillioides): (-1) = sem inoculacéo de esporos de F. verticillioides; (+1) com inoculagdo de esporos de F. verticillioides;

U (Umidade): (-1) 15%; (0) 20%; (+1) 25%

T (Temperatura): (-1) 20 °C; (0) 25 °C; (+1) 30 °C
** ND = ndo detectavel (< 100 UFC/g)
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5.3.1 Planejamento Experimental para Milho Tratado Termicamente

A distribuicdo normal dos dados e a homogeneidade das variancias
foram analisadas aplicando os testes de Shapiro-Wilk's W. e Levene,
respectivamente (tabela 7). Em relacdo a analise de normalidade, os valores de “p”
demonstraram que somente as respostas da determinagdo de extrato etéreo
seguiram uma distribuicdo normal, i.e. ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) entre estes dados e os de Shapiro Wilk’'s W. N&o obstante, a
analise dos mesmos dados pelo teste de Levene demonstrou que as variancias de
todas as respostas obtidas apresentam homogeneidade. Portanto, a analise de
variancia pode ser aplicada para avaliagédo individual de cada parametro, apesar de
nao apresentarem distribuicdo normal. Para as respostas “leveduras” e “umidade”
nao foi possivel proceder a andlise da homogeneidade das variancias, uma vez que

as médias quadraticas foram nulas.

Tabela 7 — Valores de “p” pelo teste de Shapiro Wilk’s e Levene para avaliar
aplicabilidade* da analise variancia (ANOVA).

Parimetro Shapiro Wilk's W. Levene
Valor de “p”

Fusarium spp. 0.0004 04185 *#%
Aspergillus spp. 0,0000 0.3424 *#=
Penicillium spp. 0.0002 03651 ***

Leveduras 0.0000 ;
Total Bolores/leveduras 0,0001 0.8136 ***

Umidade 0.0350 ;
Proteina 0.0120 08015 ***
Extrato etéreo 04094 ** 0,558 ***
Anvidade de dgua 0,0025 0.8462 ***
Fumomisinas ~ FBy 0.0000 0.547]%%*
FB, 0,0000 0.6937 ***

*22 tratamentos executados para efeito combinado de temperatura e umidade na contagem fungica,
producéo de fumonisina e perda de qualidade em milho.

**Dados seguem uma distribuicdo normal.

***Dados apresentam homogeneidade de variancias.
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5.3.1.1 Andlise de planejamento fatorial para respostas microbiolégicas

5.3.1.1.1 Efeito de umidade e temperatura na contagem de Fusarium spp. e

Aspergillus spp. (milho com ou sem inéculo de F. vertilillioides)

Tabela 8 — Efeitos e andlise de variancia para a contagem de Fusarium spp. e
Aspergillus spp. no milho submetido ao tratamento térmico (tzo- to).

Tratamentos Paramertros
Fusarium spp. Aspergilius spp.
Efeito P Efaito P

(1)Unudade (L)* 3.3966 0.0000 1.1883 0.4573
(1)Unmudade (Q)** 1.8300 0.0051 0.4008 0.7502
(2)Indculo (L)* 5.1228 0.0000 -0.8750 0.4778
(3)Temperat. (L)* 0.1666 0.6817 1.8283 0.2639
(3)Temperat. (Q)** 0,9550 0.0158 -0.5591 0.6579
IL*x 2L* 3.3966 0.0000 -1.1883 0.4573
1Q** x 2L* 0.9392 0.0143 0.4698 0.6987
1IL* x 3L* -0.1300 0.7933 1.7825 0.3668
1L* x 3Q** -0,5750 2038 -0.8912 0.5959
1Q** x 3L* 04450 0.3154 0.0687 0.9670
1Q** x 3Q** -0.1800 0.5675 0.4981 0.6821
2L*x 3L* 0.1666 0.6817 -0.5483 0.7279
2L* x 3Q** 0.6992 0,0489 -0.4901 0.6865

*L = termo linear; **Q = termo quadratico
(1) = umidade; (2) = indculo; (3) = temperatura
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Figura 6 — Efeito das variaveis independentes pelo método de “Pareto Chart” no
crescimento de Fusarium spp.

A influéncia combinada da umidade, temperatura e indculo no
crescimento de Fusarium spp. e Aspergillus spp. pode ser observada analisando o
efeito de cada variavel independente nas respostas, bem como interagdes entre si.
Na tabela 8 observa-se que ndo houve nenhum efeito significativo (p<0,05) das
varidveis em estudo (umidade, temperatura e inéculo de F. verticillioides) e
interacOes na resposta referente a contagem de Aspergillus spp.

Por outro lado, em relacéo ao crescimento de Fusarium spp., a tabela
8 e a figura 6 demonstram um efeito positivo significativo das variaveis umidade
(termo linear e quadrético), in6culo e temperatura (termo quadratico). As interacdes
entre o in6culo e a umidade (linear e quadratica) e o indculo e a temperatura
(quadratica) também demonstraram ser estatisticamente significativas (p<0,05). A
figura 7 expressa o comportamento do crescimento deste género fungico em relacéo

as trés variaveis estudadas.
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Figura 7 — Multiplicacdo de Fusarium spp. em relagéo as trés variaveis estudadas

Uma vez que a variavel indculo exerceu o maior efeito significativo na
contagem de Fusarium spp., (figura 6, método de pareto), prosseguiu-se a analise
do seu comportamento em relacdo a umidade e temperatura, mantendo o inéculo no
nivel +1 (presenca), conforme mostra a figura 8. A curva tendeu a uma maior
contagem de Fusarium spp. quando os grdos foram mantidos a 25°C sob umidade
de 25%, corroborando com os dados obtidos por Alberts et al. (1990) e Velluti et al.
(2000), onde F. verticillioides teve maior crescimento a 25°C quando comparado a

20°C e 15°C, ocorrendo uma diminuicdo no crescimento a 30°C.
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Figura 8 — Crescimento de Fusarium spp. em relacdo a umidade e temperatura

5.3.1.1.2 Efeito de umidade e temperatura na contagem de Penicillium spp.,
leveduras e total de bolores/leveduras (milho com ou sem iné6culo de F.

vertilillioides)
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Tabela 9 — Efeitos e andlise de variancia para a contagem de Penicillium spp.,
leveduras e total de bolores/leveduras no milho submetido ao tratamento
térmico (tzo- to).

Tratamentos Parametros

Penicillium sp. Leveduras Total de bolores e
leveduras
Eferto P Efeito P Efeito P

(1)Unudade (L)* 7.2483 0.0002 24232 0.0903 70533 0.0000
(1) Umidade (Q)** 1.8586 0.0821 -1.2116 0.2628 2.6372 0,0000
(2)Inoculo (L)* -0.8012 0.4012 -0.2487 0.8044 -0.0705 0,5835
(3)Temperat. (L)* 0.3016 0.8031 -1.2066 0,3658 0.7033 0,0022
(3) Temperat. (Q)** 1.0186 0.3079 0,6133 0,5590 1.6072 0.0000
1L* x 2L* -0.1116 0.9263 0.010 0.9938 0.0000 1.0000
1Q** x 2L* -1.1395 02414 -0.3881 0,6990 -0.3707 0,0167
1L¥ x 3L~ 0.2150 0.8844 -1.8100 02741 06475 0,0107
1L* x 3Q** -1.1500 03813 0,9200 0,5102 -0.9887 0,0003
1Q** x 3L* 0.1300 0.9191 0.9030 0,5169 0.0837 0.6346
1Q** x 3Q** -0.9395 0.3279 -0.4600 0.6479 -0.5385 0,0023
2L*x 3L* 0.2216 0.8545 1,2066 0.3658 0.3033 0,0943
2L* x 3Q** -0.4793 0.6050 1.4368 0.1762 0.0992 0.4433

*L = termo linear; **Q = termo quadratico
(1)= umidade, (2) = inéculo, (3) = temperatura

A tabela 9 apresenta a influéncia de umidade, temperatura e indculo
de F. verticillioides no crescimento de Penicillium spp., leveduras e contagem total
de bolores/ leveduras, analisando o efeito de cada varidvel nas respostas, bem
como de suas intera¢des. A umidade linear foi a Unica variavel que apresentou efeito
positivo significativo no crescimento de Penicillium spp.; por outro lado, para o
crescimento de leveduras, nenhuma delas teve 81 efeito significativo, indicando
maior termosensibilidade por parte das leveduras e que a contaminacdo destas nao
ocorre via aérea.

Em relacdo a contagem total de bolores/ levedura, foram observados
efeitos significativos da variavel umidade (linear e quadratica), temperatura (linear e

quadratica) e algumas interagfes entre elas, o que também pode ser observado na



70

figura 9, a qual demonstra efeitos significativos de todas as variaveis na contagem

total de bolores/leveduras (p<0,05).

" umidadeds .. i 7 ’ .. o e i :_:;1_'{5:-:'

Efeito estmado (valor absclute)

L = termo linear; Q = termo quadratico
(1)= umidade, (2) = in6culo, (3) = temperatura

Figura 9 — Efeito das variaveis independentes pelo método de “Pareto Chart” na
contagem total de bolores/leveduras

Uma vez que o inéculo de F. verticillioides ndo exerceu efeito
significativo sobre a contagem total de bolores/leveduras (p=0,5835), analisou-se
somente a influéncia da umidade e da temperatura, conforme figura 10, onde se
observa maior contagem total de bolores/leveduras obtida no planejamento fatorial
quando a umidade foi de 25% e temperatura de 25°C, comportamento este
semelhante ao verificado no crescimento de Fusarium spp.; indicando este género
fungico como predominante na biota em estudo.

As figuras 8 e 10 mostram que a faixa de umidade critica para
crescimento de Fusarium spp. e contagem total de bolores/leveduras é entre 15 e
20%. No entanto, a 20% de umidade o crescimento de Fusarium spp. foi menor do
que contagem total de bolores/leveduras, indicando a participagdo dinamica de
outros grupos microbianos que interferiram no crescimento de Fusarium spp. e a

conseguente consideracdo destes géneros na contagem final.
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Figura 10 — Contagem total de bolores/leveduras em relacdo a umidade e
temperatura

5.3.1.2 Modelagem matematica para os géneros fungicos

Os coeficientes dos modelos matematicos e respectivas equacdes
desenvolvidas para a contagem total de bolores/leveduras, Fusarium spp. e
Penicillium spp., baseados na obtencdo do maior valor do coeficiente de
determinacdo (R?), menor erro médio quadratico (EMQ) e falta de ajuste ndo
significativa (p>0,05), estdo expressos na tabela 10. Para a predi¢cao do crescimento
de Aspergillus spp. e leveduras ndo foram construidos modelos mateméaticos, uma
vez que nenhuma das varidveis estudadas teve efeito significativo sobre estas
respostas (tabelas 8 e 9). Para Penicillium spp. confeccionou-se um modelo uma vez
que, embora somente umidade (termo linear) exercesse efeito significativo,
observou-se crescimento consideravel deste género fungico (tabela 6), resultante de
frequente ocorréncia no meio.

As equacOes descritas na tabela 10 permitiriam uma andlise
preditiva, em relacdo a contagem total de bolores e leveduras, Fusarium spp. e
Penicillium spp. no periodo de 20 dias (ty), para uma amostra de milho com
temperatura na faixa de 20 a 30°C , umidade de 15 a 25% e contendo 104 UFC/g de
F. verticillioides. As equacfes dos modelos matematicos desenvolvidos podem ser

melhor observadas na tabela 11.
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Os modelos matematicos ainda apresentam fator limitante quanto a
contagem inicial de F. verticillioides e ao tempo de permanéncia do produto em
condi¢cdes determinadas de umidade e temperatura, por fixar o in6culo em 104
UFC/g e o tempo em 20 dias. Todavia, baseada na funcionalidade da equacéao, esta
poderia ser melhorada introduzindo os fatores in6culo e tempo como variaveis

independentes no planejamento experimental.

Tabela 10 — Modelos matematicos para crescimento total de bolores/leveduras,
Fusarium spp. E Penicillium spp.

Bolores Totais/ Leveduras

Comnstante 77416 £ 0.1438 k=
Termos lineares (X)
X, 2867501761 ok
X; 0.3516+0.1017 whE
Termos quadraticos ".j_‘-s’.: )
X, -1.9191=0.2274 ik
X; -0.8891=02274 ik
Produto de termos (X . X)
X X, 0.0883 +0.1017 *x
X, . X; 0.3237+£0.1245 ok
Xi1. X5 0.9887 + 0.2157 *x3
X7 X5 -1.0770=03134 ok
Fusarium spp.
Constante 3.9957+0.2332 *hE
Termos lineares ()
X, 1.6983 £ 0.1836 ik
Xs 26563023532 ok
Xs ) 0.0833+0.1856
Termos quadraticos (X7)
X, -1.1444 = 0.2856 ok
X; -0.9044 = 0.2856 o
Produto de termos (X . X)
X, . X, 1.6983 £ 0.1856 o
XX -0.9392 = 02856 wE
X, . X5 -0.6992 = 0.2856 *
Penicillinm spp.
Constante 6.3520 £ 0.5490 o
Termos lineares (X)
X, 3.6241 +£0.5012 ik
X, -0.5968 = 0.3702 ---
Termos quadraticos {X: )
X, -1.7961 = 0. 7434 *

*p < 0,05; ** p<0,01; ***p<0,001; --- ndo significativo

X1 = umidade; X2 = in6éculo (baseado na contagem inicial de Fusarium spp. no milho a ser estudado);

X3 = temperatura
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Tabela 11 — Equacdes dos modelos matematicos para crescimento total de
bolores/leveduras, Fusarium spp. e Penicillium spp.

Total de bolores/leveduras
Y=774=-286X;+035X:-191X,;"-088X:"—0.08X;"X>- 032X, X;- 098 X, X;5°-
107X XS

Fusarium spp.

Y=399+169X;+3.65X--008X:-1.14X:"-0.9Xs"= 1.69 X;.X>- 0.93 X, Xo—
-0.69 X X5

Penicillinm spp.

Y=6.35+3.62X1-059X2-1.79 X1

X1 = umidade, X2 = inéculo, X3 = temperatura

5.3.1.2.1 Validagdo matematica/ estatistica dos modelos matematicos para

crescimento fungico

Os resultados das analises matematicas/ estatisticas usadas para
avaliar o desempenho dos modelos matematicos para a micobiota dos grdos de
milho s&o demonstrados na tabela 12. E possivel observar que nos trés modelos, a
variabilidade dos dados em torno do ponto central ndo diferiu da variabilidade na
regido experimental, i.e., falta de ajuste ndo significativa (p>0,05). Todos os modelos
apresentaram bom coeficiente de determinacdo (R2 > 73%), sendo que o melhor
modelo foi o que prediz a contagem total por bolores/leveduras, tendo capacidade
de explicar 98,7% dos dados, apresentando também uma menor média residual;
seguido do modelo adotado para a predicédo do crescimento de Fusarium spp.

Os valores dos fatores de viés dos trés modelos matematicos foram
proximos a 1, corroborando a boa capacidade de predicdo da contagem flngica real.
Os modelos para crescimento de Fusarium spp. e Penicillium spp., por apresentarem
valores superiores a 1 (1,19 e 1,23, respectivamente), possuem a caracteristica de
sub-estimacao, ou seja, o valor da contagem destes fungos predita pelos modelos é
inferior & observada experimentalmente. Pela maior proximidade a 1 do fator de

exatiddo (1,03), o modelo matematico para predicdo da contagem total de
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bolores/leveduras € o mais exato. Além disso, pelo fato deste ter a caracteristica de
super-estimacéao (valor < 1), € mais seguro do que os demais.

Os fatores de exatidao indicaram que as predi¢des diferiram em 24%,
26% e 3% dos observados para Fusarium spp., Penicilium spp. e total de
bolores/leveduras, respectivamente.

Estes fatores de viés e exatiddo sdo comparaveis aqueles
determinados por outros autores; Valik & Pieckova (2001) modelaram o efeito da
atividade de agua na taxa de crescimento de trés isolados fungicos resistentes ao
calor a 25 °C e encontraram fatores de viés na faixa de 1,007 a 1,014 e fatores de
exatiddo de 1,070 a 1,106. Samapundo et al. (2005), analisando a influéncia da
atividade de éagua e temperatura na taxa de crescimento de F. verticillioides,
obtiveram no modelo proposto, fator de viés e de exatiddo de 0,978 e 1,098,

respectivamente.

Tabela 12 — Avaliacéo da performance dos modelos mateméticos por meio de
indices de validacéo.

Resposta EMQ* FA®* R- Fatorde  Fatorde

(Y) p™) (%) viés exatidio
Bolores/leveduras totais 0.121 0,337 98.7 0.99 1.03
Fusarium spp. 04134 0.460 96.7 1.19 1.24
Penicilliiom spp. 3.0150 0.9869 73.3 1.23 1.26

*EMQ = erro médio quadratico; **FA = falta de ajuste

5.3.1.2.2 Validacéao grafica dos modelos mateméticos para crescimento fungico

A figura 11 mostra a plotagem de respostas observadas da contagem
total de bolores/leveduras, Fusarium spp. e Penicillium spp. em funcédo das preditas
pelos modelos desenvolvidos (tabela 11). Paralelamente, na mesma figura séo
plotadas as distribuicdes normais de residuos obtidos em relagdo as mesmas
equacoes.
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Figura 11 — Respostas observadas da contagem de bolores totais/leveduras (a),
Fusarium spp. (b) e Penicillium spp. (c) em funcéo das preditas pelo
modelo; plotagem dos residuos do modelo de crescimento de bolores
totais/leveduras (d), Fusarium spp. (e) e Penicillium spp. (f).

Pode ser notado nesta figura que a plotagem do crescimento

observado de Penicillium spp. versus predito pelo modelo (figura 11c) é mais

afastado da linha de equivaléncia do que a dos demais modelos fungicos (figura 11a

e 11b). O fato corroborou com o fator de exatiddo mais distante do valor 1, i.e. 1,26

(tabela 12) calculado para este modelo matematico. Comportamento semelhante é

observado para a distribuicdo normal dos residuos, onde no modelo de crescimento

total de bolores/leveduras ha uma menor quantidade de residuos deixado pelo
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ajuste dos dados experimentais, visto pela proximidade destes a linha de
equivaléncia (figura 11d).

A figura 12 expressa as representacdes visuais dos modelos como
linhas de contorno, sendo que as variaveis independentes apresentam-se na forma
codificada dos niveis do planejamento fatorial (+1, 0, -1), onde confirma que dentro
da regido experimental, o crescimento fungico aumentou com o aumento da
umidade. A inclinacdo das linhas de contorno (tendéncia na direcao vertical) das
figuras 12a e 12b, indicaram a maior influéncia da umidade, em relacdo a
temperatura. Samapundo et al. (2005) e Sautour et al. (2002) estudando o efeito de
variaveis (temperatura e atividade de agua) no crescimento fungico, também
obtiveram comportamento semelhante.

A figura 12c mostra que a auséncia de in6culo de F. verticillioides
favoreceu o crescimento de Penicillium spp., evidenciando a competicdo entre os

dois géneros.
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Figura 12 — Linhas de contorno para o efeito da umidade e temperatura no
crescimento de bolores totais/leveduras (a) e Fusarium spp. (b). Linhas
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de contorno para o efeito da umidade e in6culo no crescimento de
Penicillium spp.(c).
5.3.1.3 Analise de planejamento fatorial para producao de fumonisinas

Os coeficientes dos modelos matematicos desenvolvidos para
fumonisina B;, B, e fumonisina total, baseados na obtencdo do maior valor do
coeficiente de determinacdo (R?), menor erro médio quadratico (EMQ) e falta de
ajuste nao significativa (p>0,05), estdo expressos na tabela 13, sendo as equacdes
destes modelos mateméticos desenvolvidos melhor observadas na tabela 14.
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Tabela 13 — Modelos mateméticos para a producéo de FB; e FB, e fumonisina total.

FB,
Constante 3.233+£1.223 *
Termos lineares (3)
X 2762+ 1,116 *
Xa 1,320+ 1,402 -
X; ) -5.930 = 1.933 we
Termos quadraticos (3°)
X 2896+ 1.655 -
Produto de termos (X . X)
X . X, 3,027+ 1.718 -
X1, X3 -3.766 £ 1.367 *
X X; 2 868 +2.638 -
b G € 2 6B4=+1.116 *
X, . X5 2637+ 1,718 -
FB.
Constante 1.240 £ 0257 o
Termos lineares (X)
X, 0,470+ 0406 -
X 0261 +£0.294 -
X; ) -1.356=0,234 A
Termos quadraticos (3°)
X 0,805+ 0348 ®
Produto de termos (X . X)
3 X 0.395+0234 -
XX -0,618 = 0.361 -
b S € -1.298 = 0 287 o
X, . X5 1.001 + 0,497 -
b G 07810234 o
X, . X5 0.504 + 0.361 —-
FBiota)
Constante 4473 +1 435 o
Termos lineares (30)
X 3900+ 1310 ®
3 1.581 £ 1.647 -
3 537421310 o
Termos quadraticos (X°)
3 3.701 + 1,944 --
Produto de termos (X . X)
X X, 3,645 =2.017 -
¥ X: -5.065 £ 1,605 o
. X: 34651310 *
X, X5 -

31412017

*p < 0,05; ** p<0,01; ***p<0,001; --- ndo significativo
X1 = umidade, X2 = inéculo, X3 = temperatura
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Tabela 14 — Equacdes dos modelos matematicos para producéo de FB; e FB; e
fumonisina total.

FB;

=323 +276X;+132X,-593X;+2.89 X" -3.02 X, X,-3,76 X1. X5+ 2,86 X" X; -
683, M;+2.63 3,

s
¥
a0
¥
4

1

EB;

Y=124+047X,+~ 026 X;-135X:+ 080 X5+ 039 X, X>- 061 X, Xo- 1.29 X, X5+
100X, X5 - 078 X, X+ 0503, X7

FBmml

V=447 +39X;+ 158X,- 537X+ 370X - 3.64 X" X5-5.06 X, X3- 3.46 X, 3a+
+3.14 X2 X5°

X1 = umidade, X2 = inéculo, X3 = temperatura

L = termo linear; Q = termo quadratico
(1)= umidade, (2) = inéculo, (3) = temperatura

Figura 13 — Efeito das variaveis independentes pelo método de “Pareto Chart” na
producao de FB; (a) e FB; (b).

A temperatura exerceu efeito mais significativo na producdo de
fumonisinas quando comparado com a umidade, conforme observado através das
significancias dos coeficientes dos modelos desenvolvidos (tabela 13 e figura 13),
diferindo do efeito destes mesmos parametros exercidos no crescimento de
Fusarium spp, onde maior interferéncia ocorreu pela varidvel umidade (tabela 8 e
figura 6).

Estes resultados indicaram a necessidade de cuidado na

interpretacdo de dados resultantes de crescimento celular (metabolismo primario) e



80

producdo de micotoxinas (metabolismo secundario), devido ao comportamento
bastante diferenciado destes dois processos. Assim sendo, conforme mostram 0s
dados encontrados no presente estudo (figuras 6 e 9), a variavel umidade
influenciou diretamente o crescimento fangico, considerando que a agua livre
(atividade de agua) presente no substrato, atuaria diretamente na hidrélise de
macromoléculas essenciais como nutrientes (proteina, carboidrato e lipidio). Assim,
quanto maior umidade, maior a cinética de hidrolise e, consequentemente, maior a
liberacdo dos residuos de aminoacidos, monossacarideos e acidos graxos para
serem incorporados na estrutura celular. Em contraste, o metabolismo secundario
inicia-se na fase estacionaria do crescimento microbiano, i.e., a contagem
microbiana tende a manter-se constante, portanto fatores integrantes diretos como
substrato na reacdo bioquimica (ex: agua) nao teriam efeito substancial na
biossintese da toxina. Por outro lado, fatores fisicos, como condi¢cdes climaticas,
transporte e processos empregados na secagem poderiam causar uma mudanga
drastica na condicdo do grdo exposto no campo (choque térmico, corte no
fornecimento de nutrientes pela colheita), interrompendo mecanismos naturais de
defesa e processos fisioldgicos da planta e desencadeando a inducdo de enzimas
envolvidas no metabolismo secundario.

Ao analisar a figura 14, observa-se que a maior producdo de
fumonisinas, seja Bi ou By, ocorreu em gréos estocados a 20°C sob umidade de
25%, seguida da umidade de 20%. As baixas concentracdes de toxinas produzidas a

30°C provavelmente estiveram relacionadas ao menor crescimento F. verticillioides.
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Figura 14 — Producgao de fumonisina B; (a) e B, (b) em funcédo da umidade e
temperatura.

O resultado € similar ao encontrado por Scott (1993), cuja
temperatura onde ocorreu maior producdo de fumonisinas foi a 20°C. Esta
temperatura também foi a ideal para producéo destas toxinas quando Hinojo et al.
(2006) utilizaram a cultura do arroz como substrato. Dilkin et al. (2002) obtiveram
aumento proporcional entre rendimento de toxina com a umidade de 20% e sob
25°C de temperatura; sendo nesta ultima, relatadas as maiores concentracdes de
fumonisinas. No entanto, a contradicdo com nosso trabalho provavelmente decorreu
devido a diferenca na linhagem de F. verticillioides utilizada, uma vez que estes
autores empregaram as cepas 113F, LAMIC 2999/96 e NRRL 13616, enquanto que
se empregou a cepa 103F com temperatura otima de 20°C para a producao de
fumonisina em nossa modelagem. Salienta-se que a cepa pertence a cultura
mantida em nosso laboratério desde 1991, portanto com a caracteristica genética
estabilizada.

A maior producdo de FB; e FB, a 20°C coincidiu com o menor
crescimento observado seja de F. verticillioides ou bolores totais/leveduras (figuras 8
e 10), indicando condi¢cdo néo-ideal para a multiplicagcdo celular, favorecendo a
expressdo de genes envolvidos no metabolismo secundario. O fato corrobora com
pesquisas que demonstraram haver um aumento nos niveis de fumonisinas em
regides temperadas (HIROOKA et al,.1996; SCUDAMORE & PATEL, 2000).
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Considerando esta tendéncia de crescimento versus producao, um
melhor rendimento para producdo de fumonisina poderia ser atingido, se a
temperatura inicial de incubacéo fosse de 25°C, condigdo 6tima para propiciar maior
multiplicagdo celular, seguido de diminuicdo na temperatura, para induzir a

expressao de genes envolvidos na biossintese desta micotoxina.

5.3.1.3.1 Validacdo matematica/estatistica dos modelos matematicos para

producédo de fumonisinas

Os resultados das analises mateméaticas/estatisticas usadas para
avaliar a performance de modelos matematicos para a producdo de fumonisina B;,
B, e total (FB; + FB;) nos grdos de milho sdo demonstrados na tabela 15. A
variabilidade dos dados em torno do ponto central ndo diferiu da variabilidade na
regido experimental nos trés modelos, uma vez que a falta de ajuste nado foi
significativa (p>0,05).

O modelo desenvolvido para a producdo de FB, apresentou maior
capacidade para predicdo (mais exato), explicando 82% dos dados experimentais
(R2 = 0,82), aliado a menor média residual (0,661) e um fator de viés de 0,94,
indicando ser um modelo que super-estima os dados preditos. No entanto, este
modelo apresentou alta porcentagem de predicdes que diferiram dos dados
observados (fator de exatiddo = 2,02). Os modelos para a producao de FB; e FBoal,
apesar de também nao apresentarem falta de ajuste significativo (p>0,05), explicou
apenas 61,8 e 67,9% dos dados, sendo que as predi¢cdes diferiram em 74 e 99% dos

dados observados, respectivamente.

Tabela 15 — indices de validac&o para a performance dos modelos matematicos.

Y EMQ* FA®* R- Fator de Fator de
p™) (%a) Viés exatidao
B, 14,957 01729 61,8 0,75 1.74
FB: 0,661 0.4866 82,0 0,94 2,02
FB wom 20,618 02238 67.9 1,02 1.99

*EMQ = erro médio quadratico; **FA = falta de ajuste



83

5.3.1.3.2 Validacdo grafica dos modelos matematicos para producdo de

fumonisinas

As plotagens das respostas observadas na producgéao de FB;, FB; e
FBww, €m funcdo das preditas pelos modelos (tabela 14) e os graficos da

distribuicdo normal dos residuos, sdo mostrados na figura 15.
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Figura 15 — Respostas observadas de producgéo de FB; (a), FB, (b) e FBiotal (C) €M
funcdo das preditas pelo modelo; distribuicdo normal dos residuos do
modelo de producao de FB; (d), FB; (e) € FBiotal (f).
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Conforme a figura 15, os dados apresentaram um ajuste adequado
em relacdo a distribuicdo normal dos residuos nos trés modelos preditivos, estando
estes proximos a linha de equivaléncia. O modelo para producéo de FB, apresentou
melhor predicdo (figura 15b), devido a maior proximidade a linha de tendéncia pela
plotagem dos dados experimentais versus preditos, se comparados aos modelos de
FB; e FBa (figura 15% e 15c¢).

A superficie de resposta (figura 16) demonstra a tendéncia de
aumento na producdo de fumonisnas com a reducdo da temperatura (20°C) e

aumento da umidade (25%) em milho inoculado com F. verticillioides.

773 23340 TET oS BT, B0 3 0377 1, 903 TRy S5 B e 7m0 BT "] BET™1 D =1 24 A T G AT T, T e 1,21 28] D T TR T e A0 M
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Figura 16 — Superficies de resposta da producéo de fumonisina B (a) e B, (b)
versus umidade e temperatura, mantido a presenca de indculo.

5.3.1.3.3 Cromatogramas de quantificacéo de FB; e FB, no milho

A figura 17 apresenta o perfil cromatogréafico de substrato milho antes
de iniciar o ensaio com in6culo de F. verticillioides 103F (tp), tanto pré (figura 17a)
quanto pés (figura 17b) tratamento térmico. Denota-se que o substrato original ja
continha fumonisina, sendo que o tratamento térmico utilizado ndo causou reducao
relativa no teor, considerando 4,69 ug/g de FBtotal no substrato original, em relacéo
a 4,66 pg/g de FBtotal no substrato tratado termicamente, com picos nitidos de FB;
(6,7-6,9 min) e FB2 (12,1-12,3 min).

Para obtencdo de extrato limpido a partir de substrato milho para

analise por CLAE, empregou-se minicoluna de troca aniénica Sep-Pak accell plus
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QMA, sendo as fumonisinas eluidas com acido acético a 0,5% em metanol.
Consequientemente presume-se que 0S picos cromatograficos adicionais sejam
decorrentes da presenca de compostos de carater catidnico, eluidos por solvente
acido, além de interferentes fluorescentes, oriundos de derivatizacdo com orto-
ftaldialdeido — OPA.

As figuras 19 e 20 apresentam 0s cromatogramas, respectivamente
do extrato de milho submetido e ndo ao tratamento térmico, ambos inoculados com
F. verticillioides 103F, referente a identificacdo/quantificacdo de fumonisinas por
CLAE. A figura 18 apresenta a mesma analise cromatografica em extrato resultante
de milho submetido ao tratamento térmico, mas sem o indculo de F. verticillioides
103F. Estes perfis cromatograficos corresponderam a analise de extrato resultante
de substrato milho no decorrer de 20 dias de incubacdo a 20-30°C e 15-25% de
umidade, conforme protocolo apresentado na tabela 3. Os cromatogramas foram
obtidos procedendo a anadlise de extrato pds-coluna de limpeza diluido a 1:2, 1:10,
1:20, 1:50, 1:100 e 1:500, para obter pico com area que permita melhor andlise
guantitativa de fumonisina, i.e., concentragdes dentro do intervalo da curva padréo.

Em suma, considerando que o tempo de retencéo aproximado de FB;
seja de 6 min e FB, de 10-12 min, os cromatogramas obtidos indicaram a producéo
desta micotoxina em toda faixa de umidade e temperatura testada (figuras 18, 19 e
20). No prospecto geral, observou-se reduc@o no nivel de fumonisinas produzidos
com o0 aumento de temperatura e reducédo de umidade, sendo estes ja analisados e
demonstrados anteriormente na figura 14. Todavia, uma conotacdo interessante &
sobre a diversidade nos perfis de picos cromatograficos apresentados sob diferentes
condicbes de cultivo, resultantes de diferenca na condicdo de incubacdo
(temperatura e umidade), assim como se 0 substrato foi submetido ou ndo ao
tratamento térmico para reducdo da carga microbiana (figuras 17 a 20).

A diversidade nos picos exibidos com tempos de retencéo diferentes
das fumonisinas, principalmente referente aos com tempos de retengdo em 13-18
min, sugeriu presenca de outros compostos oriundos de intensa atividade metabdlica
principalmente de F. verticillioides 103F, uma vez que, conforme demonstrado na
figura 18, estes picos nao foram detectados no substrato ndo inoculado com esporos
do fungo (inéculo = -1). Comparando as figuras 19 e 20, ambas inoculadas com F.
verticillioides 103F e submetida e ndo ao tratamento térmico, respectivamente, o

crescimento de outros géneros fungicos tendeu a reducéo da producédo de composto
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correspondente a estes picos, 0 que aconteceu também com a producdo de
fumonisinas.

Todavia, 0 mesmo pico de interferente ndo foi observado no ensaio
conduzido no substrato inoculado com F. verticillioides 103F com 25% de umidade a
20°C, onde ocorreu maior producdo de fumonisinas (figura 19). Portanto, este
composto poderia estar relacionado com a biossintese de FB; e FB,, porém numa
relagéo inversa; ou ainda ser um dos 28 analogos de fumonisina caracterizados até
o momento (MUSSER & PLATTNER, 1997; RHEEDER et al., 2002), porém com
caracteristica menos polar do que FB, como, por exemplo, aqueles que néo
apresentam o grupamento TCA (acido tricarboxilico) na estrutura da molécula,
citando-se a AP;.

Sendo assim, a 20°C e 25% de umidade, como a via biossintética
nao acumula este composto, maior seria a concentracdo destas duas fumonisinas
quantificadas e, conseqglentemente, menor concentracdo de interferentes, o que
seria valido caso o interesse fosse cultivo destinado para purificagdo de fumonisina.

Salienta-se que estes compostos correspondentes aos picos com
tempos de retencdo em 13-18 min também néo foram observados nos substratos
com contaminacdo natural (to; figura 17); podendo indicar a producdo pelo F.
verticillioides ao longo do tempo de incubacéo (20 dias).

Comparando os cromatogramas apresentados nas figuras 19 e 20,
observase maior nimero de picos interferentes, como um todo, no substrato milho
sem tratamento térmico (figura 20), oriundos provavelmente de metabolismo da
micobiota natural de milho. Outrossim, estes perfis evidenciaram a vantagem do uso
de milho esterilizado na producdo de fumonisinas, devido a maior concentragao
obtida (diluicdo 1:500, cultivo a 20°C e 25% umidade), aliada a clareza de
cromatogramas obtidos, i.e., namero inferior de interferentes se comparados ao
milho n&o tratado termicamente (figura 19).

A menor concentracdo de fumonisina obtida no substrato milho sem
tratamento térmico (figura 20), em relacdo ao milho tratado (figura 19), foi
significativa principalmente no ensaio nas proximidades de umidade oOtima para o
crescimento de F. verticillioides (25% de umidade) aliado & melhor temperatura
determinada para producao de fumonisina (20°C). Isto € demostrado uma vez que
nestas condi¢cOes de incubacéo, o extrato destinado para analise por CLAE requereu

diluicdo de 1:20 (correspondente a 3,45 pg/g de FBioa, milho sem tratamento
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térmico inoculado com F. verticillioides 103F), em relacédo a 1:500 (correspondente a
276,3 ug/g de FBtotal, milho com tratamento térmico inoculado com F. verticillioides
103F).

|
! |
¥ FB | | »FB
|
FFE, »FE;
Amostra 534 (1:2) * Amostra 213 (122) ~
(a) (b)

Figura 17 — Cromatogramas de FB; e FB, em milho no tempo zero (tp): (a)
submetido ao tratamento térmico; (b) ndo submetido ao tratamento
térmico.
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Figura 18 — Cromatogramas de FBle FB2 no substrato milho com tratamento
térmico sem F. verticillioides (t20)
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Figura 20 — Cromatogramas de FB1 e FB2 no substrato milho sem tratamento
térmico e com F. verticillioides (t20).

5.3.1.4 Aplicacéo de dados reais aos modelos mateméticos

Mediante utilizacdo de modelos matematicos desenvolvidos neste
estudo, € possivel obter a tendéncia atingida no 20° dia (tempo de manutencao
fixado em typ), quanto & contaminacédo fungica, Fusarium spp. e Penicillium spp. em
milho (tabela 11), assim como nos niveis de fumonisina (tabela 14). Salienta-se que
o modelo é valido, desde que as condi¢fes instaladas no t, permanecam constantes,
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i.e., mantidas inalteradas até o tyg, assim como condiciona a validade aplicada em
graos de milho mantidos dentro das faixas de umidade e temperatura utilizadas no
desenvolvimento da equacgao (15%=umidade=25%; 20°C=temperatura=30°C).

Ciente das restricfes, para simular o perfil de contaminacao fungica e
de fumonisinas em typ, 0s modelos desenvolvidos (tabelas 11 e 14) foram aplicados
empregando dados reais obtidos na analise de milho safra 2004, pertencentes ao
Projeto FINEP — Cadeia Produtiva de Milho (tabelas 16 e 17). Para efetivar a
equacao, codificaram-se as variaveis originais de umidade, temperatura e in6culo de
F. verticillioides mediante aplicacdo da formula (2). A seguir, os valores de variaveis
codificadas obtidos foram introduzidos nos modelos matematicos desenvolvidos,
para a predicdo no tempo tyy da contagem de Fusarium spp., Penicillium spp.,
bolores totais e leveduras, aliado a niveis de FB1, FB; e Fia (tabelas 16 e 17).

A selecdo de 17 amostras de milho para o estudo (dados reais,
pertencentes ao Projeto FINEP) baseou-se nas condi¢cdes propostas na modelagem
para variaveis originais. Portanto, apresentavam umidade entre 16,5 a 22,6%,
temperatura entre 25 a 30°C e a contagem de Fusarium spp. entre 1,2x10* a 9,0x10*
UFC/g (considerando que o inoculo de F. verticillioides 103F aplicado no milho
tratado foi de 10* UFC/g), sendo todas pertencentes a& amostragem realizada na
entrada da moega. A temperatura minima considerada no estudo foi de 25°C
(tabelas 16 e 17), sendo o fato justificado, uma vez que nos dados reais fornecidos
pelo Projeto FINEP ndo constavam amostras com temperaturas inferiores a este
valor.

Conforme tabela 17, os niveis de fumonisinas obtidos, tanto nos
dados reais (tg) quanto nas respostas preditas pelos modelos matematicos (t2o),
variaram de 0,07 a 6,05 pg/g. Consequentemente, a fumonisina total nos dados
reais, variando de 0,07 a 3,55 pg/g (to) atingiu nivel predito de 2,46 a 6,05 pg/g (txo).
Considerando que o limite recomendado paraeqiideos (um dos animais mais
sensiveis) seja de 5 upg/g segundo o “Mycotoxin Committee of the American
Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians”, a concentracdo de fumonisina
situou-se em valores inferiores em todas as amostras no ts, mas no ty, 3 amostras
gue continham entre 5,12 a 6,05 pg/g de fumonisina ultrapassaram este valor.

Outrossim, estes niveis de fumonisina tém sido detectados em casos
reais de intoxicacdo animal na regido, assim como em contaminacdo natural de

milho. No primeiro trabalho publicado sobre intoxicacdo por fumonisina no Brasil, 0s
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niveis de fumonisina variaram de 0,2-38,5 pg/g FB; e 0,1-12,0 ug/g FB:
(SYDENHAM et al.,, 1992a), assim como de 2,89 a 14,54 ug/g FBita NO
monitoramento das safras 1991-1997 do Estado do Parana, realizado por Ono et al.
(2004). Por outro lado, no Estado de S&o Paulo, um estudo realizado por Camargos
et al. (2000) quantificou niveis da toxina (FBita) Variando de 1,63 a 25,69 ug/g na
safra 97/98. Abbas et al. (2006) analisando a contaminacdo de fumonisina em
hibridos de milho no Arkansas observaram niveis de 8,0 a 83,6 pg/g na safra de
2001. Procedendo a analogia entre estes dados de contaminacéo natural relatados
com 0s nossos dados experimentais (tabela 17), pode-se inferir que as condi¢des
gque mantém o metabolismo microbiano em atividade devem ser cessadas, de
preferéncia, nas imediagdes da colheita.

Em relacdo as duas toxinas isoladamente, o somatdério de FB; e FB;
preditas pelos respectivos modelos foi, no contexto geral, inferior ao valor de FBiotal
obtido aplicandose diretamente o modelo (tabela 17). Provavelmente decorreu
devido aos baixos coeficientes de correlagdo obtidos para os modelos de FB; e
FBwta (61,8 € 67,9%, respectivamente, tabela 15), demonstrando a necessidade de
cautela na utilizacdo destas equacdes de modelagem.

Os niveis de FB; e FB; tanto dos dados reais, que variaram de 0,07 -
2,55 pg/g (FB;) e nédo detectado - 1,09 ug/g (FB,), quanto dos preditos pelos
modelos, variacdo de 1,06- 4,55 ug/g (FB1) e 0,11 — 1,50 pg/g (FBy), foram inferiores
ao encontrado no interior de S&o Paulo, Brasil, cujos niveis médios foram de 5,61
ug/g para FB; e 1,86 ug/g para FB, (CAMARGOS et al., 2000).

Tendo em vista que a temperatura Otima determinada para a
producdo de fumonisinas no ensaio experimental inoculado com F. verticillioides
103F em milho termicamente tratado situou-se a 20°C e que, em valores superiores
observou-se uma drastica reducéo na concentracdo da toxina (figura 14), a faixa de
25 a 30°C, simulada na tabela 17, estaria enfocando condi¢gé&o externa ndo ideal para
desencadear a expressdo g@génica para biossintese desta micotoxina, o0 que
justificaria os baixos niveis encontrados da mesma.

Por outro lado, a figura 14 mostra que o0s graos tratados
termicamente, inoculados com F. verticillioides 103F e mantidos sob umidade de
15%, apresentaram queda drastica na producdo de fumonisina mesmo sob
incubacédo a 20°C, ou seja, decréscimo de 29,2 ug/g (25% umidade, 20°C) para 2,73

ug/g (15% de umidade, 20°C). Os niveis de fumonisina também se mantiveram em
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niveis minimos a 30°C, mas independente de umidade, i.e. 4,8 pg/g (15% umidade);
4,16 ug/g (20% umidade) e 6,2 pg/g (25% umidade).

Em suma, os dados experimentais indicaram que a 20°C, a reducéo
no nivel de fumonisina foi relativamente influenciada pela reducdo de umidade, e
que baixas temperaturas poderiam induzir a expressdo de determinados genes
envolvidos na producao de toxinas por F. verticillioides (tabela 6, figura 14). De fato,
leucoencefalomaléacia equina tem sido relatada apds choque térmico causado pelas
geadas (ONO, 2004).

No entanto, as elevadas temperaturas na moega durante a safra de
verao (janeiro/abril, Projeto FINEP), provavelmente ndo induziriam a expressao das
toxinas de Fusarium spp. Nao obstante, 0 mesmo comportamento ndo deve ser
inferido para os fungos micotoxigenos tropicais pertencentes ao grupo de Aspergillus
spp.: a manutencdo prolongada de milho nas proximidades de 30°C favoreceria o
desenvolvimento/recuperacdo de Aspergillus flavus, outro grupo toxigeno de
ocorréncia frequiente no milho da regidao (ONO, 1999). Situacdo esta observada por
Pardo et al. (2004) quando estes observaram maior crescimento de A. ochraceus e
maior producdo de ocratoxina A em graos de cevada a 30°C; e por Molina &
Giannuzzi (2002), onde a temperatura de 27°C foi a ideal para producdo de
aflatoxinas por A. parasiticus.

Considerando a presenca destes dois grandes grupos de fungos
toxigenos (Aspergillus spp. e Fusarium spp.) numa regidao subtropical com alta
produtividade de milho, aliado a dados obtidos, o procedimento recomendado para a
pré-estocagem de milho seria a secagem imediata a teores de umidade inferior a
15%, mesmo mantendo temperatura de 20°C (figura 14), o que também conduziria a
reducdo na multiplicacdo de Fusarium spp. E bolores/leveduras totais (figuras 8 e
10). Dados estes que confirmam o valor maximo permitido pela Legislacdo Federal
de 14% de umidade para conservacao de sementes de milho (BRASIL, 1989).
Outrossim, o resfriamento de gréos também seria crucial, ao se considerar a inibicao
de crescimento fangico, i.e. restringir condicdo para evitar o desenvolvimento de
Aspergillus spp.

Quanto a dados microbiolégicos, houve aumento gradativo no
decorrer da manutencdo, i.e., comparacédo da contagem dos dados reais (to) e dos
dados preditos (t20). Sendo que estas amostras apresentavam contagem inicial de

Fusarium spp, Penicillium spp. E bolores e leveduras totais de 1,2 x 10* — 9 x 10%,
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ND — 1 x 10* e 2,5 x10* — 5,7 x 10° UFC/g, respectivamente, e ap6s 20 dias
mantidas nas condi¢cdes iniciais, a predicdo segundo os modelos atingiu uma
contagem na faixa de 1,8 x 10* — 1,4 x 10® UFC/g para Fusarium spp., 2,2 x 10% —
1,4 x 10" para Penicillium spp. e 4,6 x 10° — 6,6 x 10° para bolores e leveduras totais.

Salienta-se que todas as amostras do projeto FINEP - Cadeia
Produtiva de Milho selecionadas para o estudo pertenciam aquelas coletadas na
entrada da moega, sendo que, embora néo tenha sido estatisticamente significativo,
houve uma tendéncia no aumento de fumonisinas na saida de moega em relacdo as
amostras coletadas na sua entrada. No entanto, os dois locais de amostragem
apresentaram perfis semelhantes quanto a contagem fangica e géneros envolvidos
como componentes da micobiota de milho, o que, aliado a contagem elevada (no
contexto geral) das amostras, indica o alcance do patamar de crescimento
microbiano (fase estacionaria).

Sendo assim, as informacdes obtidas podem ser usadas para tomar
decisdes de controle em relagdo a colheita, plantio ou armazenamento, a fim de
evitar deterioracdo de grédos com perda de qualidade e producdo de fumonisinas
acima do limite permitido pela legislacdo vigente (Food and Drug Administration;
Mycotoxin Committee of the American Association of Veterinary Laboratory
Diagnosticians).

Em suma, o modelo matematico desenvolvido ainda apresentou-se
bastante rigido e estatico, mas com perspectivas promissoras de aperfeicoamento, a
nivel capaz de permitir flexibilidade suficiente em relacdo as variaveis tempo e
inoculo de F. verticillioides. Aliado a isso, devem ser inseridos fatores ou variaveis
oriundos de alteragfes fisico-quimicas inerentes no substrato milho, interferéncia de
microbiota natural de milho no crescimento e producdo de micotoxina pelo fungo

patdgeno alvo de estudo, F. verticillioides.
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Tabela 16 — Aplicacdo de dados reais (Projeto FINEP - Cadeia Produtiva de Milho) aos modelos mateméaticos desenvolvidos para

micobiota.
Variaveis originais Variavers codificadas Respostas reais (1) Respostas preditas (to)

U= T I* Fusarivin spp.  Penicill. spp. Bol Tot. e Fusarium spp.  Penicill. spp. Bol tot. e

(%) (*C) (UFC/g) U= T I* (UFC/g) (UFC/g) Leved. (UFC/g) (UFC/g) Leved.
: ' (UEC/g) ‘ (UEC'2)

19.1 30 1.6x10° | -0.18 1 1 1.6x10° 1.0 x10° 3.6x10° 28 x10° 1.1x10° 2.3x10°
193 27 1.7x10° | -0.1 042 1 1.7 x10* 2.0x10° 6.0 x10* 1.0x107 2.3x10° 24 x107
180 283 1.2x10° | -0.22 0.66 1 1.2x10! 1.5 x10° 28 x10f 1.4 x10° 7.5x10* 5.1x10°
178 206 1.3x10* | -0.44 0.02 1 1.3 x10* 5.5x10° 3.3 x10* 3.0x10t 6.6 x10° 1.1x10°
193 285 4.0x10° | -0.14 0.7 1 4.0x10* 5.0 x10° 6.5 x10 2.5 x10° 1.6x10° 1.0x107
17.6 203 6.5x10° | -048 086 1 6.5 x10* 1.0 x10 1.7 x10° 2.7 x10t 4.0x10° 0.0 x10°
256 284 85x10° | 052 068 1 8.5x10" 2.0x10 3.3x10 1.4x10° 14x10° 6.6 x10°
20.5 28 0.0x10° 0.1 0.6 1 0.0x10* 5.0 x10 1.0x10 2.7x107 1.2x10° 8.9 x107
10.5 30 1.0x10° | -0.1 1 1 1,0 x10* 3.5x10° 490 x10* 5.0x10° 2.3x10° 5.8 x10°
20 30 3.2x10° 0 1 1 3.2x10t 8.5x10 5.4 x10° 1.3 x10° 5.7 x10° 1.6x107
20 25 1.9x10° 0 0 1 1.9x10" 25x10° 2.8 x10° 13 %10 5.7x10° 5.4x10°
20 25 8.0x10° 0 0 1 8.0x10* 4.0x10° 5.7 x10° 43x10° 5.7x10° 5.4x10°
19 25 2.1x10* 0.2 0 1 2.1x10* 1.5x10 2.5x10° 7.6 x10° 0.2 x10° 1.2x107
18 30 1.6x10° | -0.4 1 1 1.6 x10* ND** 3.0x10* 2.7 x10* 1.0 x10* 1.2 x10°
17 30 24x10* | -06 1 1 2.4x10° 1.5x10 3.3x10° 2.2 x10° 8.7x10 4.6 x10°
16.5 25 1.6x10° | -0.7 0 1 1.6 x10* 5.0 X107 2.8 x10° 1.8 x10" 2.2x10 6.9 x10°
18 30 14x10° | -04 1 1 1.4x10° 0.5x10 34 x10° 2.7 x10* 1.0x10 1.2x10°

* U = umidade; T = temperatura; | = Fusarium spp. (considerando que o indculo de F. verticillioides 103F aplicado no milho tratado foi de 104 UFC/qg)
** ND = nado detectado (< 100 UFC/qg)
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Tabela 17 — Aplicacdo de dados reais (Projeto FINEP - Cadeia Produtiva de Milho) aos modelos mateméaticos desenvolvidos para
FB1, FB2 € FBiotal.

Variaveis originais

WVariaveis codificadas

Fespostas reats (1)

Respostas preditas ()

U* T* I* FB, FB; FBuu FB, FB; FBuul
(%a) (°C) (UFC/g) U* T* I* (ug/g) (ng/g (ug/'g) (ug/g) (ng/g) (ug/g)
19.1 30 1.6x10° | -0.18 1 1 0.13 ND 0.13 1.63 0.55 415
19.5 27.1 1.7x10° 0.1 0,42 1 1,14 0.35 1.49 1,77 0.78 3.33
18.9 283 1.2x10° | -0.22 0,66 1 2,55 1.00 355 1.16 0.53 2,90
17.8 29.6 13x10° | -044 0,92 1 1,82 0.41 2.23 1.53 0.29 3,34
193 28.5 40x10° | -0.14 0.7 1 091 0.19 1.1 1.19 0.57 3.10
17.6 293 6.5x10° | -0.48 0,86 1 1,61 0.21 1.82 1.33 0.25 2.89
226 28.4 8.5x10°* 0.52 0,68 1 1,98 0.55 2,53 1,06 0.72 2.46
205 28 9.0x10* 0.1 0.6 1 0,87 ND 0.87 1.41 0.73 3.26
195 30 1.9x10° 0.1 1 1 0,72 ND 0.72 1,56 0.61 4,14
20 30 3.2x10° 0 1 1 0,07 ND 0.07 1.46 0.67 4,06
20 25 1.9x10* 0 0 1 0,52 0,05 0.57 4,55 1.50 6,05
20 25 8.0x10°* 0 0 1 0,19 0,09 0.28 4,55 1,50 6,05
19 25 2.1x10°* 0.2 0 1 0,55 ND 0.55 3.88 1,30 5,12
18 30 1.6x10* 04 1 1 0,15 ND 0.15 1.83 0.34 3.94
17 30 2 4x10°* 0.6 1 1 1,95 1,09 3.04 2.00 0.11 3,45
165 25 1.6x10° 0.7 0 1 0.2 ND 0.2 1,14 0,60 1,54
18 30 1.4x10° 04 1 1 0.19 ND 0.19 1.83 0.34 3.94

* U = umidade; T = temperatura; | = Fusarium spp. (considerando que o in6culo de F. verticillioides 103F aplicado no milho tratado foi de 104 UFC/g)
** ND = ndo detectado (< 100 UFC/g)



97

5.3.1.5 Andlise de planejamento fatorial para respostas fisico-quimicas

As respostas fisico-quimicas no tp (condigcdo inicial) nao
apresentaram diferenca significativa entre milho termicamente tratado ou néo, exceto
atividade de agua (tabela 5). Todavia, os dados obtidos de milho submetido ao
tratamento apresentaram melhor ajuste ao modelo matematico, apresentando
coeficientes de determinacdo mais elevados, sendo entdo os graos submetidos a
este processo selecionados para a analise do efeito das variaveis (umidade,

temperatura e indculo) nas respostas fisico-quimicas.

5.3.1.5.1 Efeito de umidade e temperatura no teor de proteina e extrato etéreo

(milho com ou sem in6culo de F. verticillioides)

Tabela 18 — Efeito e analise de variancia para o teor de proteina e extrato etéreo no
milho submetido ao tratamento térmico (to- to).

Tratamentos Parametros
Proteina Extrato etéreo
Efzito P Efzito P

(1) Umidade (L)* 1.6416 0,0000 -3.1016 0.0032
Undade {Q)** 1.0736 0,0002 4.3980 0.0000
(2)Inoculo (L)* -0,1240 0.4699 -0,8086 0.1991
(3)Temperat {L)* -0.1516 0.4942 2.3950 0.0084
Temperat. (Q)** 0.2786 0.1383 1.0330 0.1161
1IL* x 21L* 0.1483 0.5034 -0.7250 0.3607
1Q%* x JL* -0,1585 0.3590 -0,4403 0.4661
IL* x 3L* 0.07350 0.7797 -0,3330 0.7240
1L* x 3Q** 0.0250 0.9141 -1,0525 02212
1Q** x 3L* 0.3050 02115 0,3450 0.6751
1Q** x 30Q** -0.0470 0.7802 -0.1014 0.8610
2L* x 3L* 0.4416 0.0704 05116 0.5132
2L* x 30)** -0,0235 0.8886 03146 0.5995

*L = termo linear; **Q = termo quadratico
(1) = umidade, (2) = indculo, (3) = temperatura
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Conforme a tabela 18, somente a umidade teve efeito significativo
(p<0,05) sobre o parametro proteina. Esta mesma variavel teve efeito significativo
(p<0,05) também sobre o teor de extrato etéreo nos graos de milho, juntamente com
a temperatura linear. O que pode ser melhor observado na figura 21, onde sédo
demonstradas as variaveis que apresentam maior efeito sobre as respostas fisico

quimicas.
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Figura 21 — Efeito das variaveis independentes pelo método de “Pareto Chart” no
teor de proteina (a) e no teor de extrato etéreo (b).

Conforme o grafico de “Pareto Chart”, a variavel in6culo néao foi
significativa para o teor de proteina e extrato etéreo (figura 21), sendo assim, a
superficie de resposta foi realizada somente em funcdo da umidade e temperatura
(figura 22), fixando o inoculo de F. verticillioides (+1, presenca de inoculo). A
plotagem demonstrou efeito insignificante da temperatura sobre o teor proteina, mas
mostrou aumento deste parametro com o aumento da umidade (figura 22a). O fato
pode ser entendido como aumento adicional no teor protéico dos graos de milho
devido a biomassa fangica, em resposta a multiplicacdo microbiologica. A figura 22b
mostra a tendéncia no aumento do teor de extrato etéreo na regido de umidade

intermediaria (20%) e temperatura na extremidade superior do grafico (30°C).
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Figura 22 — Superficie de resposta para o teor de proteina (a) e extrato etéreo (b) na
presenca de inoculo de F. verticillioides.

Assim, a modelagem demonstrou que 25°C foi a temperatura 6tima
para crescimento de Fusarium spp. e total de bolores/leveduras (figuras 8 e 10), o
gue provavelmente tenha favorecido a cinética de reacao envolvida nos mecanismos
bioquimicos de crescimento. Em condicdo aerObia e sob temperatura 6tima para
processos enzimaticos, ocorre aceleracdo da via glicolitica, aliado ao ciclo de Krebs,
onde ocorre producdo de ATP resultante de fosfoliragcdo oxidativa (respiracdo). No
entanto, sob uma temperatura superior, a exemplo de 30°C, onde foi observado
declinio da taxa de crescimento fungico (figuras 8 e 10), poderia estar iniciando o
processo de oxidacdo com formacdo de radicais livres em grupos fangicos
adaptados a temperaturas de 15 - 25°C, iniciando a desnaturacdo protéica e
consequente mudanca na conformacado tridimensional no centro ativo enzimatico.
Isto ocorre porque as reagfes ezimaticas, como na maioria das rea¢des quimicas,
tém sua velocidade aumentada pelo aumento da temperatura somente dentro da
faixa em que a enzima é estavel e mantém sua atividade integral (FURLONG, 2000).
Sendo assim, o fluxo de formacdo de ATP seria desacelerado, bem como os
processos biossintéticos endotérmicos, reduzindo a velocidade de multiplicacéo
celular. A reducéo no fluxo de acetil-CoA no ciclo de Krebs deveria ser compensada
desviando a via para a biossintese de &cidos graxos. Este desvio eliminaria o acetil-
CoA para desintoxicar a ceélula e, explicaria a tendéncia no aumento do teor de
extrato etéreo no cultivo a 30°C (figura 22b). Salienta-se que produtos sollUveis em

extrato etéreo (lipideos) tém os acidos graxos como substrato inicial.
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Destaca-se que Fusarium spp. em geral sdo fungos adaptados a
condicdo climatica de regido temperada a sub-tropical, uma vez que pesquisas
revelaram predominancia deste género nestas regibes (HIROOKA et al., 1996;
VELLUTI et al., 2000; SCUDAMORE & PATEL, 2000).

5.3.1.5.2 Efeito de umidade e temperatura no teor de umidade e atividade de

agua (milho com ou sem in6culo de F. verticillioides)

A tabela 19 mostra o efeito de varidveis analisadas e suas interacdes

para as respostas fisico-quimicas de umidade e atividade de &gua.

Tabela 19 — Efeito e analise de variancia para a umidade e atividade de agua no
milho submetido ao tratamento térmico

Tratamentos Parametros

Umidade Atividade de agua

Efeito p Efeito p
(1)Unmudade (L)* 18,1466 0.0000 0.184417 0,000000
Umuadade (Q)** -1.9816 0_:_0014 0.042931 0.000000
(2)Indculo (L)* 03317 0.2230 0.010684 0.001187
(3)Temperat. (L)* 0.1466 0.7855 -0.012730 0.001949
Temperat. (Q)** 1.9233 0,0017 0.000181 0.938135
1L* x 2L* 0.6633 (0.2388 -0.000917 0.753519
1Q** x 2L* -0.7573 0.0956 -0.000599 0.789658
1L* x 3L* 1.5950 0,0370 0.034625 0,000008
1L* x 3Q** 14873 0,0274 -0.006312 0.067867
1Q** x 3L* -0.5450 0.3531 0.009187 0,015323
1Q** x 3Q** -0.1750 0.6745 0.001115 0.621922
2L* x 3L* 0.6866 0.2241 0.004083 0.185723
2L* x 3Q** -0.5773 0. 1879 0.003401 0.155710

*L = termo linear; **Q = termo quadratico
(1) = umidade, (2) = inéculo, (3) = temperatura
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Conforme o esperado, a umidade e a atividade de agua responderam
positivamente as variaveis umidade e temperatura (p<0,05). A figura 23 evidencia o
maior efeito exercido pela temperatura na atividade de 4gua em relacdo a resposta
umidade, sendo estas, diretamente proporcionais entre si. Isto pode ser entendido
como pela maior energizacdo das moléculas com o aumento da temperatura e,

consequentemente, maior liberagcéo de agua livre.
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Figura 23 — Linhas de contorno para a umidade (a) e atividade de agua (b) na
presenca de inoculo de F. verticillioides.

5.3.2 Planejamento Experimental para Graos de Milho N&ao Tratados

Termicamente

A distribuicdo normal dos dados e a homogeneidade das variancias
foram analisadas aplicando os testes de Shapiro-Wilk's W. e Levene,
respectivamente (tabela 20). Na analise de normalidade, os valores de “p”
demonstraram que os dados da germinacdo e vigor ndo seguiram uma distribuicdo
normal, i.e., houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre estes
dados e de Shapiro Wilk's W. No entanto, a analise dos mesmos dados pelo teste
de Levene demonstrou que as variancias das respostas obtidas apresentam
homogeneidade. Portanto, a analise de variancia pode ser aplicada para avaliagéo

individual de cada parametro, apesar de ndo apresentarem distribuicdo normal.
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Tabela 20 — Valores de “p” pelo teste de Shapiro Wilk's e Levene para avaliar
aplicabilidade* da andlise variancia (ANOVA).

Parametro Shapiro Wilk's W Levene
Valor de "p~
Germinagdo 0.0011*= 0.474] #**
Vigor 0.0103== 0 7530k

* 22 tratamentos executados para efeito combinado de temperatura e umidade na porcentagem de
germinacao e vigor em milho.

** dados ndo apresentam distribuicdo normal (p<0.05)

*** dados apresentam homogeneidade de variancias (p>0.05).

5.3.2.1 Andlise de planejamento fatorial para respostas fisioldgicas

As sementes sofreram redug¢des no poder germinativo e vigor, com
reflexos negativos na sua potencialidade e na performance das sementes e das
plantas no campo, apos 20 dias de armazenagem nas condi¢cbes do planejamento
experimental. Isto significa que a contaminacdo de graos de milho por F.
verticillioides, além de possibilitar a producéo de fumonisinas, acarretaria diminuicdo
na producéo agricola, caso este grao fosse utilizado como semente.

Conforme a figura 24, as menores porcentagens de germinacao
ocorreram em milho inoculado com F. verticillioides e estocado a 25% de umidade a
25°C. Esta condic¢éo coincidiu exatamente com a que favoreceu o maior crescimento
de Fusarium spp. e bolores/ leveduras totais (figuras 8 e 10), o que evidencia a

deterioracéo dos graos pelos géneros fungicos.
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Figura 24 — Poder germinativo dos grdos de milho em relacdo a umidade,
temperatura e in6culo

Conforme figura 25, a varidvel que mais influenciou na perda do
poder germinativo dos graos foi a umidade, seja no seu termo linear ou quadratico;
fato também observado nas figuras 26a e 26b, que além disso, salientam que a
porcentagem de germinacao e vigor dos graos tenderam a diminuir com 0 aumento

na umidade e temperatura.

(lurnidadely

.(‘4 -T2
umidadef) 9,882

1 Lem3l

Efeito estimado (valor sbscluto)
L = termo linear; Q = termo quadratico
(1)= umidade, (2) = inéculo, (3) = temperatura

Figura 25 — Efeito das variaveis independentes pelo método de “Pareto Chart” no
poder germinativo.
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Figura 26 — Superficie de resposta para o poder germinativo (a) e vigor (b) na
presenca de in6culo de F. verticillioides

A presenca ou auséncia de F. verticillioides nao influenciou na perda
do poder germinativo e no vigor dos graos de milho, o que demonstra a
contaminagd@o das amostras por outros géneros fungicos, como Penicillium spp., que

também exerceram efeito negativo na germinacéo e vigor dos graos.
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6 CONCLUSAO

Recomenda-se a propor¢cdo solo:milho de 0,75g solo/500g milho
(0,15% de solo) como veiculo ideal para inocular F. verticillioides nos graos. Nesta
propor¢cao, o solo nao interferiu nas analises fisico-quimicas e microbiolégicas do
substrato milho, i.e., manteve Aw original e nao inibiu o crescimento de F.
verticillioides.

O milho in natura (safra 2005) apresentou composicdo centesimal de
10,8% de proteina; 9,1% de extrato etéreo e 13,1% de umidade, 93,1% de
viabilidade e 86,8% de vigor, tendo Fusarium spp. e Penicillium spp. como géneros
fungicos predominantes, seguido de Aspergillus spp. e fumonisinas pré-existentes
(3,72 e 0,95 ug/g de B; e By, respectivamente), preenchendo caracteristicas
condizentes com a contaminacao natural da regido e consequentemente, adequadas
para prosseguir com o estudo de modelagem.

A melhor condicao para o crescimento de Fusarium spp. (umidade de
25% a 25°C) diferiu de parametros que proporcionaram a producdo de niveis mais
elevados de fumonisinas (20°C sob umidade de 25%), sendo estas relacionadas
como a reducdo no poder germinativo e vigor (mais acentuadas em 25% de umidade
a 25°C). O aumento no teor de proteina e atividade de dgua com a umidade poderia
estar relacionado a multiplicacédo da micobiota.

Os modelos desenvolvidos permitiram a predicdo da contagem de
Fusarium spp., Penicillium spp. e total de bolores e leveduras dentro dos limites
utilizados no estudo, visto que os dados comtemplaram adequadamente os indices
estatisticos e matematicos e da validacédo grafica. O mesmo também foi observado
nos modelos preditivos desenvolvidos para a producéo de fumonisinas Bi, B, e total
(B1 + B,), mas com cautela por pertencerem ao metabolismo secundario, e porque
0s modelos apresentaram-se menos exatos. Sendo assim, foi possivel a introducao
de dados reais aos modelos desenvolvidos para a predicdo de micobiota e niveis de
fumonisinas no 20° dia subseqtiente.

E importante salientar, que outros parametros, a exemplo da
atmosfera de estocagem, oscilacbes de temperatura, presenca de competidores,
hibrido de milho, praticas agronémicas, agentes anti-fiungicos, entre outros, também

influenciariam nas respostas em nivel de campo, inclusive no armazenamento. A
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modelagem em estudo deve ser continuada, aumentando o numero de variaveis
e/ou ampliando os niveis utilizados. O fato permitiria flexibilidade na aplicacdo destes
modelos no controle de condicbes para a preservacdo de milho, retardando o
crescimento de F. verticillioides e consequiente produgéo de fumonisinas.
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ANEXO A

Tabela 21 —Analise de variancia referente as analises bromatoldgicas (0; 0,2; 0,3;
0,5% de solo) e contagem fungica (0,5% solo)

Analises GL Quadrado médio Valor de “F” Valor de “p”
bromatolagicas
Umidade 3 1.687 90,02 0.0003*
Aw 3 0,010 138.00 0.0001*
Proteina 3 0,569 31.98 0.0029*
Contagem fingica 1 0.7921 87.52 0,011233*

*significativo a 5%

Tabela 22 — Analise de variancia referente as analises bromatoldgicas (0; 0,1; 0,15 e
0,25% de solo) e contagem fungica (0,15%)

Analises GL Quadrado médio Valor de “F~ Valor de “p~
bromataologicas
Umidade 3 0.2812 11.84 001854
Aw 3 0.0002 2.20 023107
Proteina 3 0.0823 0,65 062210
Contagem fungica 1 0.0004 0.007 0.94167

*significativo a 5%
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