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MOREY, Alexandre Tadachi. Avalia¢do da producao de fumonisinas por Fusarium
verticillioides em meio liquido. 2008. 72f. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

Fusarium verticillioides ¢ um patéogeno primario de milho e principal produtor de
fumonisinas. Este fungo pode causar perdas econdmicas significativas para produtores e
processadores de grdos, criadores de animais, além de representar sérios riscos a saude
humana e animal. Este trabalho teve como objetivo avaliar a produ¢do de fumonisinas por F.
verticillioides em diferentes combinagdes de fontes e concentracdes de carboidratos e
aminoacidos. Numa primeira fase, a cepa 103F foi cultivada em 3 diferentes meios de cultivo
liquido (complexo, definido com fonte organica de nitrogénio e definido com fonte inorganica
de nitrogénio) por 15 dias. O meio liquido definido com fonte organica de nitrogénio
proporcionou maior producdo de fumonisinas (4,5 pg/mL) por esta cepa, sendo selecionado
para os experimentos posteriores. Trés cepas de F. verticillioides (103F, 113B e 103BR)
foram avaliadas quanto a producdo de fumonisinas em 9 diferentes combinagdes de
carboidratos (glucose, frutose e maltose) e aminoécidos (valina, alanina e leucina). Tendo em
vista a maior producdo de fumonisinas (4,3 pg/mL) pela cepa 103F em meio com maltose e
leucina, essa cepa foi selecionada para avaliar a influéncia e interagdo de diferentes
concentragdes de maltose (20 e 40 g/L) e leucina (1 e 2 g/L) na producdo de fumonisinas.
Maior produg¢do de fumonisinas ocorreu no meio de cultivo que continha 40 e 1 g/L de
maltose e leucina, respectivamente. Na segunda fase, a cepa 103F foi cultivada em glucose
(20 g/L) e glicina (1 g/L) em dois diferentes periodos de cultivo (15 e 21 dias) para avaliar a
influéncia do tempo de cultivo na produgdo de fumonisinas. A producdo foi
significativamente maior (1,35 pg/mL) em 21 dias (p<0,05). Posteriormente, as cepas 103F,
97K e 119B foram utilizadas para avaliar a produgdo de fumonisinas em diferentes
combinacgdes de fontes de carboidratos (glucose, maltose e frutose) e aminodcidos (glicina e
alanina). O meio de cultivo, que proporcionou maior produ¢ao de fumonisinas (1,64 pg/mL)
pelas cepas analisadas, continha glucose e glicina como fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente, diferindo significativamente dos demais meios pelo teste de Tukey (p<0,05).
Com o objetivo de avaliar o efeito da concentragdo de nitrogénio sobre a produgdo de
fumonisinas por F. verticillioides, estas 3 cepas foram cultivadas em trés diferentes
concentragdes de glicina (0,5, 1 e 2 g/L). Ocorreu maior produgcdo de fumonisinas (1,56
ng/mL) nos meios que continham 1 g/L de glicina (p<0,05) para as trés cepas. Os resultados
deste estudo demonstraram que os tipos € as concentragdes de nutrientes presentes no meio de
cultivo influenciaram a produgdo de fumonisinas por Fusarium verticillioides. A produgdo
desta micotoxina variou conforme a cepa de F. verticillioides, concentragdo e fonte de
carbono/nitrogénio presentes no meio liquido.

Palavras chave: F. verticillioides. Fumonisinas. Carboidratos. Aminoacidos.



MOREY, Alexandre Tadachi. Evaluation of fumonisin production by Fusarium
verticillioides in liquid culture medium. 2008. 72p. Dissertation (Master's degree in
Biotechnology) — State University of Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

Fusarium verticillioides is a primary corn pathogen and the main fumonisin producer. This
fungus can cause significant economical losses for the farmers, grain processors, animal
producers and hazards to human and animal health. The aim of this study was to evaluate
fumonisin production by F. verticillioides in different combinations of source and
concentrations of carbohydrates and amino acids. At the first step, the 103F strain was grown
in 3 different liquid culture medium (A, B and C) for 15 days. The medium B, which provided
the highest fumonisin production (4.5 pg/ml) by this strain was selected for further
experiments. Fumonisin production by three F. verticillioides strains (103F, 113B and
103BR) was evaluated in 9 different combinations of carbohydrates (glucose, fructose and
maltose) and amino acids (valine, alanine and leucine). The highest fumonisin level (4.3
ug/ml) was produced by the 103F strain in a medium containing maltose and leucine.
Therefore, this strain was selected to evaluate the influence and interaction of different
maltose concentrations (20 and 40 g/L) and leucine (1 and 2 g/L) on fumonisin production.
The highest fumonisin production occurred in the culture medium with 40 and 1 g/L of
maltose and leucine, respectively. In the second step, the 103F strain was grown in glucose
(20 g/L) and glycine (1 g/L) in two different cultivation periods (15 and 21 days) in order to
evaluate the influence of cultivation period on fumonisin production. The highest fumonisin
production (1.35 pg/ml) occurred in 21 days (p<0.05). Subsequently, the strains 103F, 97K
and 119B were used to evaluate fumonisin production in different combination of
carbohydrate (glucose, maltose and fructose) and amino acid (glycine and alanine) sources.
The highest fumonisin production (1.64 pg/mL) occurred in culture medium containing
glucose and alanine as the carbon and nitrogen sources, respectively, and there was a
significant difference from other media by the Tukey test (p<0.05). In order to evaluate the
effect of the nitrogen concentration on fumonisin production, these 3 strains were grown in
three different glycine concentrations (0.5, 1 and 2 g/L)). The highest fumonisin production
occurred in culture medium with 1 g/L glycine (p<0.05). This study demonstrated that the
nutrient type and concentration in the culture medium influenced the fumonisin production by
F. verticillioides. The production varied according to F. verticillioides strains, concentration
and carbon/nitrogen source in the liquid culture medium.

Keywords: F. verticillioides. Fumonisins. Carbohydrates. Amino acids.
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1 INTRODUCAO

Micotoxinas sd3o metabolitos secundarios téxicos produzidos por vérias
espécies de diferentes géneros fingicos, com estruturas quimicas variadas e que ocorrem em
uma variedade de substratos, incluindo produtos agricolas (DIAZ; BOERMANS, 1994). A
ingestdo destes compostos pode resultar em intoxicagdes ao homem ou animais (MISLIVEC,
1979).

As micotoxinas nao sdo destruidas pelo processamento comum dos
alimentos e podem estar presentes em alimentos processados a partir de produtos
contaminados (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997).

Entre os fungos toxigénicos, destacam-se os géneros Fusarium, Aspergillus,
Penicillium, Alternaria e Myrothecium (AYRES, 1979), capazes de produzir micotoxinas no
campo, durante a colheita, transporte e armazenagem.

Dentre muitas espécies de Fusarium, somente um pequeno ndimero
contamina cereais no campo e produz micotoxinas. As cinco espécies toxigénicas mais
importantes que ocorrem em grdos e ragdes sdo: F. graminearum, F. poae, F.
sporotrichioides, F. equiseti ¢ F. verticillioides (ABRAMSON et al., 1998).

As espécies do género Fusarium sio capazes de produzir uma variedade de
micotoxinas, citando-se as fumonisinas, as fusarinas, moniliformina, toxina T-2, acido
fusarico, deoxinivalenol, diacetoxiscirpenol e zearalenona (LI et al., 2000)

As fumonisinas causam leucoencefalomaldcia em eqiiinos (ELEM)
(MARASAS et al., 1988), edema pulmonar em suinos (HARRISON et al., 1990) e reducdo no
desenvolvimento e imunodepressdao em aves (WEIBKING et al., 1993). Em ratos, foi
comprovada a agdo hepatocarcinogénica (GELDERBLOM et al., 1992). Em seres humanos,
estudos epidemioldgicos indicam a associacdo com cancer esofigico e cancer hepatico
primario (WANG et al., 1995; GELDERBLOM et al., 1988 e 1992; UENO et al., 1997).

A elevada incidéncia de fumonisinas em milho brasileiro ¢ preocupante,
uma vez que estudos realizados anteriormente por Hirooka et al. (1996) e Ono et al. (1999)
revelaram 100% e 99,3% de contaminagdo em amostras de milho, detectando-se
concentragdes de até 10,59 pg/g para fumonisina B; (FB;) e 13,46 pg/g para fumonisina B,
(FB,). As crescentes exigéncias dos mercados interno e externo quanto a garantia de
qualidade e sanidade de produtos alimentares tém obrigado a implementagao de processos de

certificagdo e rastreabilidade. A falta de controle de qualidade na matéria-prima pode levar ao
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estrangulamento na demanda do produto, comprometendo toda a linha de exportagao,
inclusive de produtos de origem animal.

A melhor estratégia para o controle efetivo da contaminagdo por
fumonisinas consiste na preven¢do da infecgdo por Fusarium spp. e da produgdo de
fumonisinas no campo e na armazenagem. Portanto, ¢ imprescindivel o desenvolvimento de
ensaios adequados para a deteccdo do fungo, visando o controle de qualidade dos produtos
destinados ao consumo humano e animal (MEIRELLES, 2005).

A maioria dos estudos sobre toxigenicidade de Fusarium verticillioides sao
realizados em substratos naturais (meios solidos), porém os processos de extracdo e
purificacao de fumonisinas nesses meios requerem muitas etapas e solventes toxicos, além de
dificultarem o estudo das vias biossintéticas € o mecanismo de controle da producdo de
fumonisinas. Os meios liquidos podem eliminar muitos problemas relacionados a produgao de
fumonisinas em meio sélido.

Devido ao reduzido nimero de relatos sobre a influéncia dos nutrientes
presentes no meio na produ¢do de fumonisinas em meio liquido, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar a influéncia de diferentes fontes e concentragdes de carboidratos e

aminoacidos em meio liquido na produgao destas micotoxinas por Fusarium verticillioides.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fusarium verticillioides

Fungos sdo organismos heterotroficos isentos de clorofila, dependentes
exclusivos de uma fonte externa de componentes organicos para suprir a necessidade
energética. Esta caracteristica confere a muitas espécies necessidade de subsisténcia com
organismos superiores, na forma de parasitas ou saprofitas, constituindo importantes
contaminantes em alimentos, que desencadeiam os processos de deterioragdo dos mesmos
(MISLIVEC, 1979).

Os principais danos causados por fungos em milho sdo a perda de peso,
coloragdo, necrose dos graos e a producdo de micotoxinas, que consiste no fator decisivo na
atual liberacdo de produtos agricolas no comércio internacional (JULIAN et al., 1995).

Embora existam muitas espécies de Fusarium, somente um pequeno numero
contamina cereais no campo € produz micotoxinas. As cinco espécies toxigénicas mais
importantes que ocorrem em graos e ragoes sdo F. graminearum, F. poae, F. sporotrichioides,
F. equiseti e F. verticillioides (ABRAMSON et al., 1998).

F. verticillioides Sacc. Nirenberg (= F.moniliforme Sheldon), a fase
anamorfica de Giberella fujikuroi (Sawada) Wr., é o principal produtor de fumonisinas e
comumente associado ao milho destinado ao consumo humano e animal em todo o mundo
(MARASAS, 2001). Possui ampla distribuicdo geografica, com predominancia em regides de
clima tropical umido e subtropical, e a sua importancia, se atribui a prejuizos econdmicos
causados em milho e outros cereais (BACON; NELSON, 1994).

Desde a sua descrigdo em 1904, F. verticillioides ¢ um dos fungos com
maior indice de incidéncia em milho, estando envolvido em doencas animais ¢ humanas
(SHELDON, 1904; NELSON, 1992).

F. verticillioides causa doencas em todos os estadios do desenvolvimento do
milho, infectando raizes, colmo e espigas causando podridao, além de estar entre os fungos
comumente associados ou colonizando plantas assintomaticas (MUNKVOLD;
DESJARDINS, 1997).

O ciclo de fusariose inicia-se com a sobrevivéncia do fungo nos residuos de

cultivos anteriores, na forma de hifas capazes de contaminarem sementes no solo, seguida de
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disseminagdo sist€émica para o colmo, até atingir a espiga (MUNKVOLD; DESJARDINS,
1997).

Outra provavel via de contaminacdo ¢ a disseminagdo de macro e
microconideos pelo ar ou goticulas de chuva, por meio do estigma da espiga. Os conideos
introduzidos nos tecidos por via sistémica atingem os graos, porém o estigma constitui a via
de inoculagdo mais direta. Outro processo que favorece a fusariose € a transmissao de
conideos através de insetos vetores, os quais também provocam injurias na planta, tornando o
local adequado para fixagdo e germina¢do de conideos (MUNKVOLD; DESJARDINS,
1997).

Uma vez que o fungo esteja estabelecido, pode se desenvolver muito
rapidamente dependendo das condigdes climaticas. F. verticillioides produz uma grande
quantidade de esporos que pode infectar graos de milho, espigas e outras partes sadias da
planta. Graos, sabugo ¢ outras partes da planta contaminadas constituem fonte de indculo para
a safra seguinte. Os esporos podem causar também a contaminagdo do milho colhido e
armazenado devido as misturas de diferentes lotes do produto que ocorrem desde o momento
da colheita até o processamento final (LAZZARI, 1997).

A temperatura 6tima para o crescimento de F. verticillioides situa-se entre
22,5 e 27,5°C, sendo a minima entre 2,5 ¢ 5,0°C e a maxima entre 32 ¢ 37°C, devendo-se
ressaltar que existem variacdes marcantes entre os isolados, e alguns ndo crescem abaixo de

6°C e acima de 30°C (BACON; NELSON, 1994).

2.2 FUMONISINAS

As micotoxinas constituem um conjunto complexo de metabdlitos
secundarios produzidos por fungos com efeitos toxicos relevantes em seres humanos, animais
e plantas (BENNETT; RICHARD, 1994; RITIENI et al., 1997). No contexto de seguranca
alimentar, embora presentes em baixas concentragdes, as micotoxinas sao responsaveis por
grandes perdas econOmicas no setor agricola, pecuario, muitas vezes expondo o consumidor
final a riscos inerentes aos efeitos toxicos destas substancias (PLACINTA; D’MELLO;
MACDONALD, 1999).

A contaminagdo por micotoxinas atinge 25% do suprimento alimentar

mundial, constituindo-se no grupo de compostos tdxicos mais freqiientes em cereais e
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sementes oleaginosas. Os fungos toxigénicos envolvidos na cadeia alimentar pertencem
principalmente aos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Fumonisinas, aflatoxinas e
zearalenona representam as micotoxinas freqlientemente produzidas no campo e/ou na
estocagem (ABOUZIED; PESTKA, 1994).

Fumonisinas sdo metabolitos secundarios produzidos principalmente por F.
verticillioides (GELDERBLOM et al., 1988; BEZUIDENHOUT et al., 1988) e F.
proliferatum (ROSS et al., 1990). No entanto, outras espécies do género Fusarium também
sdo produtoras de fumonisinas: F. proliferatum (ROSS et al., 1990), F. nygamai (THIEL;
MARASAS; SYDENHAM, 1992), F. anthophilum, F. dlamini, F. napiforme (NELSON,
1992), F. subglutinans (SCOTT, 1993), F. polyphialidicum (ABBAS; OCAMB, 1995) ¢ F.
oxysporum (AH SEO; WON LEE, 1999).

Quimicamente, as fumonisinas s3o aminopolidis, consistem de diésteres de
propano-1-2-3-acido tricarboxilico e varios 2-amino-12,16-dimetilpoliidroxieicosanos, no
qual o grupo hidroxila no Ci4 e C;s € esterificado com o grupo carboxila terminal do 4cido
tricarboxilico. Desde sua descoberta em 1988, foram caracterizados 28 andlogos que podem
ser classificados em quatro principais grupos denominados de fumonisinas das séries A, B, C
e P (MUSSER; PLATTNER, 1997; RHEEDER; MARASAS; VISMER, 2002). Dentre os
varios analogos, FB, FB; e FB3 ocorrem como contaminantes naturais de milho e derivados,
sendo a FB; a mais toxica e mais abundante, compreendendo de 60 a 90% das fumonisinas
totais encontradas (PINEIRO et al., 1997).

As fumonisinas da série A sdo amidas (Figura 1), enquanto que as da série B
tém uma amina livre (LEESON; DIAZ; SUMMERS, 1995).

As fumonisinas sdo compostos fortemente polares, soliveis em agua,
apresentando maior solubilidade em acetonitrila-4gua ou metanol e insoluveis em solventes

organicos apolares (LEESON; DIAZ; SUMMERS, 1995).



17

COOH
”mcx/i
o
0

R, OH
CH,
H aC
CHs 0 CH, Hl NHR
o) 3
HooC "J
COOH
Fumonisina Ra R: R;
B, OH OH H
B: H OH H
B. OH H H
By H H H
A, OH OH CH.CO
As H OH CH,CO

Figura 1 — Estrutura quimica das principais fumonisinas.
Fonte: Diaz e Boermans (1994)

Os problemas e os riscos associados a contaminacdo de alimentos e ragdes
por fumonisinas resultaram no desenvolvimento de metodologias precisas, confidveis e
sensiveis para a determinagdo dessas micotoxinas em milho e derivados (SHEPHARD, 1998).

Os métodos analiticos para determina¢do de fumonisinas incluem as
técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e cromatografia gasosa / espectrometria de massas (GC/MS) (DIAZ; BOERMANS,
1994).

A analise de fumonisinas por CLAE requer uma etapa de pré-limpeza, com
o intuito de remover os contaminantes e concentrar as fumonisinas. Essa etapa pode ser
realizada por meio de extragdo em fase solida (SPE) sobre fase reversa (C18), coluna de troca
anionica forte (SAX), ou por colunas de imunoafinidade. As colunas SAX proporcionam pré-
limpeza superior, quando comparadas as colunas de fase reversa. Entretanto, deve haver

monitoramento do pH do extrato e controle cuidadoso da elui¢do (SHEPHARD, 1998).
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O primeiro relato sobre a ocorréncia de fumonisinas em ragdes brasileiras
associadas a surtos de micotoxicoses em diversas espécies animais foi realizado por
SYDENHAM et al. (1992). A andlise de 22 amostras de racdo demonstrou positividade para
FB; em 20 amostras e FB, em 18 amostras, em niveis variando de 0,2 a 38,5 pg/g e de 0,1 a
12,0 pg/g, respectivamente.

Yamaguchi et al. (1992) analisaram 39 lotes de milho colhidos na safra de
1990 e 1991, provenientes de quatro regides produtoras no Estado do Parand. As FB, e FB;
foram detectadas em 97,4% e 4,8% das amostras, respectivamente, sendo que os niveis
variaram, conforme a regido, de 0,6 a 12,6 pg/g para FB; e ndo detectado a 10,4ug/g para FB,.

Hirooka et al. (1996) analisaram 48 amostras de milho do Estado do Parana
e nove do Mato Grosso do Sul ¢ Goias, colhidas entre 1990 e 1991. As fumonisinas foram
detectadas em todas as amostras colhidas no Parand, com niveis que variavam, de acordo com
a regido, de 3,25 a 4,79ug/g de FB; e 2,34 a 3,45ug/g para FB,. Com exce¢do de uma amostra
proveniente do Estado de Goids, as outras provenientes da regido Central do Brasil também
estavam contaminadas em média com 5,45 de pg/g FB; e 5,0ng/g de FB,.

No Rio Grande do Sul, Mallmann et al. (1997) analisando 169 amostras de
alimentos entre os anos de 1996 e 1997 detectaram fumonisinas em 47,1% das amostras de
milho, com concentracao média de 8,4ug/g.

Estudos realizados por ORSI et al. (2000) mostraram a ocorréncia natural de
fumonisinas em 195 amostras de hibridos de milho no Estado de Sdo Paulo, sendo 90,2%
positivas para FB; e 97,4% para FB,. Os indices médios de contaminagao foram de 9,72ug/g
de FB, e 7,67ug/g de FB..

A analise de FB; em 315 amostras de cereais e 92 amostras de racdes
coletadas de diferentes granjas e industrias agropecudrias do Sul do Brasil demonstraram
positividade em 32% das amostras com niveis variando de 0,086 a 78,92 pg/g de FB;
(MALLMANN et al., 2001).

Fumonisinas ingeridas por meio de racdo contaminada podem induzir uma
variedade de respostas em animais, incluindo neuro, nefro e hepatotoxicidade, podendo
conduzir a morte (NELSON, 1992; GELDERBLOM et al; 1992). Desde a sua identificacao,
as fumonisinas tém sido associadas principalmente com duas doengas animais, a
leucoencefalomalacia eqiiina e o edema pulmonar suino (ROSS et al., 1990). Entretanto,
lesdes hepaticas graves sdo observadas em aves, ratos, suinos e eqiiinos, assim como lesdes
pancreaticas em suinos (DIAZ; BOERMANS, 1994). Em seres humanos, estudos

epidemiologicos indicam a associagao do consumo de milho contaminado com fumonisinas
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com o cancer esofagico na Africa do Sul, China e outros paises, onde este cereal constitui o
elemento basico da dieta (MARASAS et al., 1981).

Segundo Wang et al. (1991), a FB; interfere na biossintese de
esfingolipideos, devido a similaridade estrutural entre as moléculas de FB; com o complexo
amino alcool esfingosina, que ¢ constituinte dos trinta ou mais aminoalcoois de cadeia longa
encontrados nos esfingolipideos de varias espécies (figura 2). A fim de testar a hipotese de
que a fumonisina age alterando a biossintese de esfingolipideos (figura 3), Wang et al. (1991)
examinaram os efeitos da FB, sobre a capacidade de hepatdcitos de ratos converterem serina
marcada '“C em esfingolipideos. A FB, inibiu a biossintese “de novo” de esfingolipideos com
uma Kso de 0,1 uM, que poderia ser atingida pelo consumo de milho naturalmente

contaminado.

2R OH oM
/\/W\/\/K/\/m’ Fumenisina B,
CHs OR CH, OH +NH
QR OH OH
/W\(WV\/‘\/'YWH Fumcnisina B
CGHs oR CH, +NH
oH
/\/\/\/\/\/\/W S oM Esfingosina
+NH
oH
/\/\//\/\/\/\/\/\/mnﬂ" Esfinganina
1
+NH

Figura 2 — Estrutura molecular das fumonisinas B, e B,, esfinganina e esfingosina.

Fonte: DIAZ, BOERMANS, 1994.
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Figura 3 — Mecanismo proposto de agao toxica das fumonisinas.
Fonte: Diaz e Boermans (1994)

A incubagio de hepatdcitos de ratos com a FB; inibiu a incorporagido do '*C
marcado na estrutura molecular da esfingosina. Essa mesma inibi¢do também foi observada
quando os hepatdcitos foram incubados com a FB,. Além disso, a FB; causou um aumento na
concentracdo da molécula intermediaria do ciclo, a esfinganina, sugerindo que a FB; inibe a
conversao da esfinganina em diidroxiceramida, reag¢do catalisada pela acdo da enzima N-acil-
transferase. A biossintese de outros fosfolipidios, que contém serina ndo foi afetada pela
presenga das fumonisinas, indicando que as fumonisinas atuam especificamente na biossintese
de esfingolipideos (WANG et. al., 1991).

As fumonisinas ndo sdo destruidas pelo processamento comum dos

alimentos. Além disso, ainda ndo existem tecnologias disponiveis para assegurar que todos os
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alimentos e géneros alimenticios sejam completamente isentos de fumonisinas
(MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997).

Embora os limites legais para as fumonisinas ndo tenham sido estabelecidos,
o “Mycotoxin Comitte of the American Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians”
recomenda os niveis maximos de 5, 10, 50 e 50 pg/g para ragdes de eqiiinos, suinos, bovinos
e aves, respectivamente (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997). A Suica recomenda o limite
de 1 pg/g para derivados de milho destinados ao consumo humano (VISCONTI; BOENKE,
1995). A “Food and Drug. Administration” (FDA) recomenda o limite méximo de 1, 10, 15,
30 e 50 pg/g para ragdo de eqiiinos, suinos, vacas leiteiras, bovinos e aves, respectivamente e
para o consumo humano, o nivel maximo de 2,0 ug/g de fumonisinas (FB; + FB, + FB;) para
farelos de milho, 3,0 pg/g para milho pipoca e 4,0 pg/g para milho destinado a produgdo de
massas (AVANTAGGIATO; QUARANTA; DESIDERIO, 2002).

2.3 MEIOS DE CULTIVO PARA PRODUCAO DE FUMONISINAS

A maioria dos estudos relativos a produg¢do de fumonisinas tem sido
efetuada em substratos naturais e pouco se conhece sobre a producdo de fumonisinas em
meios sintéticos ou semi-sintéticos (JIMENEZ et al., 2003).

As concentra¢des de fumonisinas obtidas pelo cultivo de F. verticillioides
em substratos naturais (meios sélidos) sao mais altas. HINOJO et al. (2006) avaliaram a
produgdo de fumonisinas por F. verticillioides em culturas de arroz sob diferentes condigdes
de incubagdo e relataram maior producdo de fumonisinas (3550 pg/g de FB)) pela cepa Gf2 a
28°C e atividade de agua (ay) de 0,98.

Avaliando a interagdo de condi¢des atmosféricas modificadas com a
produc@o de fumonisinas por cepas de Fusarium spp. em milho, Samapundo et al. (2007)
verificaram maior produ¢do de fumonisinas em 0,984 de a, e 0% de CO; inicial para F.
proliferatum (7694 ug/g de FB,) e F. veticillioides (381 pg/g de FB)).

Marin et al. (1999) avaliando a producdo de fumonisinas por F.
verticillioides e F. proliferatum detectaram 2019,2 ug/g, 3,5 pg/g e 1,5 pg/g de FB; em
cultura de milho, trigo e cevada, respectivamente.

Apesar de a producdo de fumonisinas ser mais alta em substratos naturais

(meios solidos), a extragdo e purificacdo requerem vdrias etapas e a utilizacdo de solventes
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toxicos. Além disso, a maioria dos métodos utiliza meios complexos, que dificultam a anélise
das vias biossintéticas € mecanismos de controle. Os métodos de cultivo liquido podem
eliminar muitos dos problemas associados com a produ¢do de fumonisinas em cultura sélida.
Os meios de cultivo liquidos apresentam vantagens por reduzirem a necessidade de solventes
organicos durante a extragdo e purificagdo, uma vez que as fumonisinas sao encontradas no
extrato livre de células. Portanto, o material de cultivo pode ser extraido por filtracdo e as
fumonisinas podem ser analisadas por qualquer método analitico. Adicionalmente, as técnicas
de cultivo liquido, particularmente com meio definido, tém a vantagem adicional de prover
meios convenientes para o estudo do metabolismo e da bioquimica envolvida na produgdo de
fumonisinas (KELLER; SULLIVAN, 1996).

Os dados relatados na literatura indicam que a qualidade e os niveis dos
nutrientes presentes no substrato desempenham um papel importante na producdo de
fumonisinas por Fusarium verticillioides (JIMENEZ et al., 2003).

A razdo C (carbono)/N (nitrogénio) desempenha um papel importante na
regulacdo da via biossintética de fumonisinas. Alguns autores tém sugerido que o quociente
C/N influencia na quantidade de fumonisinas sintetizada (BRANHAM; PLATTNER, 1993),
assim como nos niveis de crescimento fingico. Portanto, um aumento no valor desse
quociente leva a uma diminui¢do na producdo da biomassa fingica e a um aumento na
producdo de toxina, enquanto que uma diminui¢do no quociente apresenta um efeito oposto.
JIMENEZ et al. (2003) demonstraram um aumento na produgdo de fumonisinas com o
aumento da fonte de carbono no meio, independente do agucar usado e uma diminui¢do muito
acentuada quando o nivel dos aminoacidos serina, treonina, acido glutdmico, valina e alanina
foi aumentado de 1 para 10g/L, sendo que nessa ultima concentragdo a produgdo de
fumonisina foi praticamente nula.

A adi¢do de um dos aminoacidos ou carboidratos utilizados nesse estudo a
um meio de cultivo contendo somente sais minerais € agua ndo induziu crescimento fungico,
independente da concentrag@o e do isolado de F. verticillioides, indicando que o extrato de
malte, extrato de levedura ou peptona micologica sdo requeridos no meio de cultivo basico
para permitir o crescimento fungico (JIMENEZ et al., 2003).

A respeito da biomassa fungica hd uma clara correlacdo entre o
desenvolvimento do fungo e a concentragdo de aminoacido presente no meio. Portanto, o
meio adicionado de 10 g/L de qualquer aminoacido produziu um melhor desenvolvimento
micelial do que aqueles adicionados de 1g/L. Entretanto, baixos niveis de crescimento fingico

estao relacionados a maior producao de fumonisinas, sugerindo que um estado de estresse
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produzido pela exaustdo de certos nutrientes nitrogenados poderia causar um pico na
producdo de fumonisinas. Apds 14 dias, a biossintese de FB; foi observada so
ocasionalmente, mesmo quando o meio liquido era rico em ingredientes nutritivos (JIMENEZ
et al., 2003).

Experimentos realizados com alanina marcada em varios radicais revelaram
que esse aminoacido ¢ incorporado diretamente e ndo via degradacdo a outra molécula
precursora (PLATTNER; BRANHAM, 1993) e quando adicionada ao meio na concentracao
de 1g/L forneceu niveis relativamente maiores de FB; e FB, (BRANHAM; PLATTNER,
1993; JIMENEZ et al., 2003).

Plattner e Shackelford (1992) por meio de experimentos com suprimento de
isotopos demonstraram que os grupos metil dos carbonos 21 e 22 da FB, sdo derivados do
grupo S-metil da metionina e que a adicdo de metionina e alanina reduziram acentuadamente
a producao de FB;.

Existem poucas informagdes sobre a influéncia dos nutrientes presentes no
meio de cultura na biossintese de fumonisina, sendo que, somente a participacdo de alguns
aminodcidos nas etapas de biossintese de fumonisinas tem sido estudada (PLATTNER;
SHACKELFORD, 1992; BRANHAM; PLATTNER, 1993; BLACKWELL; MILLER,;
SAVARD, 1994).

Keller e Sullivan (1996) avaliando o efeito de niveis de carbono, nitrogénio
e fosfato em meio de cultivo liquido definido relataram que a glucose e fosfato ndo reprimem
a producao de FB,. Keller; Sullivan e Chirtel (1997) demonstraram que o oxigénio ¢ um
parametro importante e que a limitacao de nitrogénio e pH acidico (3,0 — 4,0) pode maximizar
a produgao de FB;. Significativamente, a produgdo de FB; esté correlacionada com a exaustao
do nitrogénio do meio de cultivo (KELLER; SULLIVAN, 1996) sugerindo que a produgao de
FB, ¢ reprimida pelo nitrogénio (SHIM; WOLOSHUK, 1999).

Quando conidios de G. fujikuroi foram inoculados em meio liquido definido
com 10 mM de fosfato de amoénio como Unica fonte de nitrogénio, a produgdo de FB, foi
detectada entre 72 e 120h. Apds a adicdo de fosfato de amoénio em culturas de 96h, a
concentragdo de FB; (8 pg/mL) ndo aumentou durante as préximas 50h. Em contraste, a
producdo de FB; nas culturas controle dobrou durante o mesmo periodo de tempo (SHIM;
WOLOSHUK, 1999).

A adicdo de fosfato de amonio, glicina ou glutamina a culturas de G.
fujikuroi produzindo ativamente FB; reprimiram a posterior produgdo da micotoxina (SHIM;

WOLOSHUK, 1999). Esses dados suportam os dados de Keller e Sullivan (1996) que
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mostraram uma correlagdo entre a exaustdo de amonio e o aumento de FB; no meio de
cultivo. Esses autores também sugeriram que a producdo de FB; ndo ocorre até que a
concentragdo de amonio nas culturas diminua abaixo de 35 a 20 mM. Dados de Shim ¢
Woloshuk (1999) indicaram que 10 mM de fosfato de amdnio podem reprimir a producdo de
FB, por 75 horas, sugerindo que a diminui¢do acontece em concentragcdes muito mais baixas.

A avaliacdo do efeito do tamanho do indculo na producdo de FB; ndo
demonstrou diferenga significativa durante o periodo de 10 dias de incubagdo. Uma
observagao interessante desse estudo foi que a adicdo de fosfato de amonio ao milho inibiu
drasticamente (97%) a producao de FB; por 3 semanas (SHIM; WOLOSHUK, 1999).

O pH e a aeracdo mostraram ter um efeito intenso no crescimento fungico e
na produ¢do de fumonisinas. A melhor faixa de pH para a producao de FB, foi entre 3,0 e 4,0,
podendo exceder 1000 ppm tendo aeracdo suficiente durante os primeiros periodos de
crescimento (KELLER; SULLIVAN; CHIRTEL, 1997).

O grau de aeragdo durante o estudo de crescimento em frascos agitados
afetou ndo s6 a producdo de fumonisina, mas a biomassa e o consumo de glucose. A produ¢do
de biomassa fungica, estimada por peso seco, ¢ maior em cultivos com pH inicial mais alto e
diminui com a diminui¢ao do pH inicial. Os frascos com maior aerag¢ao forneceram resultados
médios maiores de biomassa ¢ de FB; do que aqueles com pouca aeragdo, entretanto a
quantidade de glucose consumida pelas culturas crescidas em frascos com menos aeracao foi
maior em relacdo aqueles com muita aeracdo (KELLER; SULLIVAN; CHIRTEL, 1997).

Branham; Plattner (1993) relataram produgdo de 20,8 pg/mL de FB; em
cultivo estatico, enquanto sob agitagdo os niveis de FB; alcancaram 159 a 240 pg/mL.

Considerando que as concentragdes de fumonisinas obtidas em cultura
liquida sd3o relativamente baixas, mais estudos tornam-se fundamentais para o
aperfeicoamento da metodologia (KELLER; SULLIVAN, 1996).

O ntmero reduzido de estudos sobre a influéncia dos nutrientes na
biossintese de fumonisinas dificulta a compreensdo do perfil metabodlico dos diferentes

isolados em relacdo a fonte de C e N e suas implicagdes na biossintese dessas micotoxinas

(JIMENEZ et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a producdo de fumonisinas em diferentes fontes de carbono e

nitrogénio por Fusarium verticillioides em meios de cultivo liquido.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a biomassa produzida pelas cepas de F. verticillioides nos
diferentes meios de cultivo liquidos.

e Determinar a concentrag¢ao de agucares redutores no extrato livre de células.

e Quantificar as fumonisinas produzidas pelas cepas de F. verticillioides nos
diferentes meios de cultivo liquidos.

e Avaliar a producdo de fumonisinas por F. verticillioides em diferentes
concentragdes de carbono e nitrogénio.

e Avaliar a influéncia de diferentes fontes de carbono e nitrogénio combinadas

na producdo de fumonisinas por F. verticillioides.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CULTURAS FUNGICAS

Foram utilizadas cinco cepas de Fusarium verticillioides (103F, 103Br,
113B, 97K e 119B), gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Elisa Yoko Hirooka (Depto de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de

Londrina — PR).

4.2 MEI0OS DE CULTURA

A melhor condicdo para a producdo de fumonisinas foi determinada a partir
do cultivo de F. verticillioides 103F em 3 diferentes meios de cultura. Os critérios de selegdo
desses meios foram: meio liquido complexo, meio liquido definido com fonte principal de
nitrogénio organica ¢ meio liquido definido com fonte principal de nitrogénio inorganica.
Esta cepa (103F) foi selecionada por ser um dos maiores produtores de fumonisinas em
cultivo de milho triturado. Apds o cultivo de F. verticillioides 103F em agar batata dextrose
(BDA) a 28°C por 7 dias, uma suspensdo de esporos (10" esporos/mL) foi preparada em
solugdo de Tween 80 0,1% em agua destilada estéril (v/v). Aliquotas de 1 mL da suspensdo de
esporos foram transferidas para Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura
com pH ajustado para 3,7 (KELLER; SULLIVAN; CHIRTEL, 1997). Os cultivos foram
incubados a 28°C (HINOJO et al., 2006) em condi¢ao agitada (180 rpm) (KELLER;
SULLIVAN; CHIRTEL, 1997) por 15 dias. Os cultivos foram filtrados a vacuo em papel de
filtro Whatman n.° 1.



4.2.1 Meio de cultura liquido complexo (MORISSEAU et al., 1999).

Constituintes Concentracéao
Glucose 20,7 g/L
Glicina 0,75 g/L
NaCl 0,1 g/L
K,HPO, 1,31 g/L
CaCl, 0,13 g/L
Acido malico 0,69 g/L
Extrato de levedura 0,5 g/L
MgSO4 0,5 g/L

4.2.2 Meio de cultura liquido com fonte organica de nitrogénio (KELLER; SULLIVAN;

CHIRTEL, 1997).

Constituintes Concentracéao

Glucose 90 g/LL
Glicina 2 g/L
KH,PO4 1 g/L
K>;HPO4 1 g/L
MnSOq4 16 mg/L
CaCl, 0,4 g/L
MgSO,4 0,3 g/L
ZnS0Oy4 32 mg/L
FeSOy4 100 mg/L
Tiamina 1 mg/L
Riboflavina 1 mg/L
Pantotenato 1 mg/L
Niacina 1 mg/L
Piridoxina 1 mg/L
Acido Tiético 1 mg/L
Acido Félico 100 pg/L
Biotina 100 pg/L
Bz 100 pg/L
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4.2.3 Meio de cultura liquido com fonte inorgénica de nitrogénio (KELLER; SULLIVAN, 1996).

Constituintes Concentracéao
Glucose 90 g/L
(NH4)SOg4 3,5¢/L
KH,PO4 0,1 g/L
K,HPO,4 0,1 g/L
MnSOq4 16 mg/L
CaCl, 0,4 g/L
MgSO4 0,3 g/L
Tiamina 1 mg/L
Riboflavina 1 mg/L
Pantotenato 1 mg/L
Niacina 1 mg/L
Piridoxina 1 mg/L
Acido Tiético 1 mg/L
Acido Félico 100 pg/L
Biotina 100 pg/L
Bz 100 pg/L

O meio de cultura que proporcionou a produgdo de maior concentragdo de

fumonisinas foi selecionado para avaliacdo da producdo desta micotoxina pelas cepas 103BR,

113B e 103F de F. verticillioides em diferentes combina¢des de fontes de carbono e

nitrogénio (Tabela 1) na concentracao de 20 g/L e 1 g/L, respectivamente.
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Tabela 1 — Meios de cultura com diferentes combinagdes de fontes de carbono e nitrogénio.

Ensaio Fonte de C/N

—

glucose/leucina
glucose/alanina
frutose/leucina
frutose/alanina
glucose/valina
maltose/alanina
frutose/valina

maltose/leucina

O 0 9 N W B~ WD

maltose/valina

Posteriormente, a cepa que produziu maior concentra¢do de fumonisinas foi
selecionada para avaliar a producdo desta toxina em diferentes concentragdes da combinagao
da fonte de carbono e nitrogénio selecionada. As concentragdes analisadas foram 20 e 40 g/L
da fonte de carbono (carboidrato) e 1 e 2 g/LL da fonte de nitrogénio (aminoécido).

As cepas 97K, 119B e 103F de Fusarium verticillioides foram avaliadas em
relacdo a producdo de fumonisinas em diferentes fontes combinadas de carbono (glucose,

maltose e frutose) e nitrogénio (alanina e glicina).

4.3 DETERMINACAO DE PH

O pH final do cultivo foi determinado por potenciometro.

4.4 DETERMINACAO DE BIOMASSA

A determinagdo de biomassa foi realizada por gravimetria a 70° C até

obtencao de peso constante.
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4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ACUCARES REDUTORES

A concentragdo de aglcares redutores no extrato livre de células foi
determinada segundo a metodologia de SOMOGYT (1945) - NELSON (1944), utilizando
glucose como padrao. As leituras foram realizadas a 540 nm em espectrofotometro (FEMTO

600 plus).

4.6 DETERMINACAO DE FUMONISINAS

O extrato livre de células (1 mL) foi diluido em 1 mL de metanol:agua (3:1,
v/v) e aplicado em uma coluna de troca anionica Sep Pak accell plus QMA previamente
acondicionada com metanol:agua (3:1, 6 mL), seguido de metanol (3 mL), sendo as
fumonisinas eluidas com 10 mL de acido acético 0,5% em metanol. O eluato foi seco sob
fluxo de nitrogénio gasoso a 45°C, o residuo dissolvido em metanol:agua (3:1, 800uL) e uma
aliquota de 200 uL foi seca em nitrogénio gasoso a 45°C. Essa aliquota foi entdo derivatizada
com 200 pL de reagente O-ftaldialdeido (40 mg de OPA, 1 mL de metanol, 5 mL de borato de
sodio 0,IM e 50 pL de 2-mercaptoetanol). As fumonisinas foram analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), sistema isocratico de fase reversa
Shimadzu consistindo de bomba 10AT e detector de fluorescéncia RF 10A XL, utilizando
uma coluna Shim-pack CLC-ODS (M) (4,6 x 250mm). Os comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo foram 335nm e 450nm, respectivamente. A fase movel consistiu de
CH;0OH:NaH;PO4 0,1 mol/L (80:20, v/v) ajustada a pH 3,3 com acido 0-fosforico. O fluxo foi
de 1 mL/min (SHEPHARD et al., 1990 modificado por UENO et al., 1993).

4.7 CALCULO DOS EFEITOS PRINCIPAIS E DE INTERACAO

O calculo do efeito principal da concentra¢do de carbono e da concentragdo

de nitrogénio na producdo de fumonisinas foi realizado por meio da formula:
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EP=[(y"-y )+ (y" -y )]/2, onde y corresponde a média dos efeitos
individuais da medida, (+) e (-) corresponde ao nivel alto e nivel baixo, respectivamente
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

O célculo do efeito de interacdo da concentragdo de carbono com a de
nitrogénio na produc¢do de fumonisinas foi realizado por meio da féormula:

El=[(y "+ y ") - (y "™y ]2, onde y corresponde a média dos efeitos
individuais, (+) e (-) corresponde ao nivel alto e nivel baixo, respectivamente (BARROS

NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A producao de biomassa, fumonisinas, pH final e consumo de agtcar foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) fatorial e compara¢do multipla de médias pelo
teste de Tukey (p<0,05). A andlise foi realizada utilizando o software STATISTICA versao
6.1 (Statsoft Inc., Tulsa, USA).
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Parte dos resultados deste trabalho esta apresentada na forma de artigos cientificos, sob os

titulos:

“Avaliacéo de fontes de carbono e nitrogénio na produc¢do de fumonisinas por F.

verticillioides em meio liquido definido”

O objetivo deste trabalho foi avaliar a produgdo de fumonisinas por 3 cepas
de F. verticillioides em 9 diferentes combina¢des de fontes de carbono e nitrogénio em
cultivos liquidos, assim como o efeito da concentracdo de carbono, nitrogénio e a interagao

destes na producdo de fumonisinas pela cepa 103F de F. verticillioides.

“Fatores que afetam a producéo de fumonisinas por Fusarium verticillioides em meio

liquido definido: tempo de cultivo, carboidratos e aminoacidos”

Neste trabalho foram avaliados o tempo de cultivo, seis diferentes meios de
cultivo liquido contendo diferentes combinagdes de carboidratos e aminoacidos e o efeito da

razdo C/N na producdo de fumonisinas.

Parte dos resultados nao foi incluida nos artigos e sera discutida a seguir.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELECAO DO MEIO DE CULTURA

A cepa 103F de Fusarium verticillioides foi submetida a analise da
producdo de fumonisinas em trés diferentes meios de cultura liquidos (complexo, com fonte
organica de nitrogénio e com fonte inorganica de nitrogénio) visando selecionar o melhor
meio de cultura para produgdo de fumonisinas.

Na tabela 2 estd apresentada a produgdo de biomassa e fumonisinas por F.

verticillioides 103F nos trés diferentes meios de cultura.

Tabela 2 — Produgdo de biomassa e fumonisina por Fusarium verticillioides 103F em 3 diferentes
meios de cultura.

Fusarium verticillioides 103F

Meio de cultura Biomassa (g) FB; (ug/mL)
Complexo 0,52 2,7
Definido com fonte 0,34 4,5
orgéanica de nitrogénio
Definido com fonte 0,88 1,4

inorganica de nitrogénio

A producdo de biomassa variou de 0,34 g a 0,88 g e a producdo de
fumonisinas de 1,4 pg/mL a 4,5 pg/mL em meios de cultivo definido com fonte inorganica de
nitrogénio e fonte organica de nitrogénio, respectivamente, sendo essa producao inversamente
proporcional & de biomassa.

O meio com fonte organica de nitrogénio proporcionou a producdo de
maiores concentragdes de fumonisinas por Fusarium verticillioides 103F, sendo esse meio
selecionado para os experimentos posteriores.

Na figura 4 estd apresentado um cromatograma obtido da analise de

fumonisinas do meio de cultivo B pela cepa 103F por CLAE.
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Figura 4 — Cromatograma obtido da analise de fumonisinas produzidas por Fusarium verticillioides
103F cultivada no meio liquido definido com fonte organica de nitrogénio por CLAE.
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Avaliagdo de fontes de carbono e nitrogénio na producéo de fumonisinas por F. verticillioides em

meio liquido definido

Resumo
Fusarium verticillioides Sacc. Niremberg (= F. moniliforme Sheldon) é um patégeno primario do
milho e principal produtor de fumonisinas. Embora a producdo de fumonisinas pelo cultivo de F.
verticillioides em substratos naturais (meios sélidos) seja maior, a extragdo e purificacdo requerem
varias etapas e utilizacdo de solventes toxicos. Os meios de cultura liquidos apresentam vantagens por
reduzirem a necessidade de solventes organicos, além de possibilitar o estudo do metabolismo e do
processo biossintético de fumonisinas. Considerando que a qualidade e a concentracdo de nutrientes
no substrato apresentam papel importante na produgdo de fumonisinas, este trabalho teve como
objetivo avaliar a produgdo de fumonisinas por F. verticillioides em cultivo liquido com diferentes
fontes de carbono e nitrogénio. Trés cepas (103F, 113B e 103BR) foram inoculadas em nove meios de
cultivo liquido com diferentes fontes de carbono (glucose, frutose e maltose) na concentragdo de 20
g/L e nitrogénio (leucina, alanina e valina) na concentragcdo de 1 g/L. Apos a selecdo da cepa (103F) e
fonte de carbono/nitrogénio (maltose/leucina) que proporcionaram maior produ¢do de fumonisinas,
foram preparados meios variando as concentragdes de maltose e leucina. Fixando a concentragdo de
leucina em 1 g/L e aumentando a concentragdo de maltose de 20 g/L para 40 g/L ocorreu um aumento
na produgdo de fumonisinas de 3,9 ng/mL para 4,7 ng/mL. Por outro lado, fixando a concentragdo de
maltose em 40 g/L e diminuindo a concentrag@o de leucina em 50% (de 2 g/L para 1 g/L) ocorreu um
aumento na producdo de fumonisinas de 2,28 pg/mL para 4,7 pg/mL. A produgdo de fumonisinas
variou de acordo com a cepa de F. verticillioides, concentracao e fonte de carbono/nitrogénio no meio

liquido.

Palavras-chave: Fumonisinas. Aminoacidos. Carboidratos. Meio liquido definido.
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Abstract
Fusarium verticillioides Sacc. Niremberg (= F. moniliforme Sheldon) is a primary corn pathogen and
the main fumonisin producer. Although fumonisin production by F. verticillioides on the natural
substratum (solid culture) is high, the extraction and purification require several steps and use of toxic
solvents. The liquid culture medium has advantages by reducing the need of organic solvents and
enabling the study of the metabolism and the biosynthesis of fumonisins. Considering that the nutrient
quality and the concentration in the culture medium have important role in fumonisin production, the
aim of this study was to evaluate the fumonisin production by F. verticillioides in the liquid culture
medium with different sources of carbon/nitrogen. Three strains (103F, 113B and 103BR) were
inoculated in nine liquid culture media with different carbon sources (glucose, fructose and maltose) in
the concentration of 20 g/L. and nitrogen (leucine, alanine and valine) in the concentration of 1 g/L.
After the selection of the strain (103F) and carbon/nitrogen sources (maltose/leucine) that provided the
highest fumonisin production, culture media with different maltose and leucine concentrations were
prepared. Keeping the leucine concentration in 1 g/L and increasing the maltose concentration from 20
g/L to 40 g/L, the fumonisin production increased from 3.9 pg/mL to 4.7 ug/mL. On the other hand,
keeping the maltose concentration in 40 g/L and decreasing the leucine concentration in 50% (from 2
g/L to 1 g/L) the fumonisin production increased from 2.28 pg/mL to 4.7 pg/mL. Fumonisin
production varied according to the F. verticillioides strain, concentration and carbon/nitrogen source in

the liquid culture medium.

Keywords: Fumonisins. Amino acids. Carbohydrates. Defined liquid culture medium.
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Introducéo

O Brasil ¢ o terceiro produtor mundial de milho, com uma produgio anual de 42,3 milhdes de
toneladas, sendo que o Estado do Parana ¢ responsédvel por 26% da producdo nacional (DUARTE,
2006).

O fungo Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (=Fusarium moniliforme Sheldon) é um
patoégeno primario de milho que produz varias micotoxinas, incluindo fumonisinas, moniliformina,
fusariocina C e fusarona C (BULLERMAN, 1996; SHIER; ABBAS; BADRIA, 1997, KERENYT et
al., 1999; GLENN et al., 2001).

As fumonisinas sdo metabolitos secundarios toxicos produzidos principalmente por F.
verticillioides e F. proliferatum (GELDERBLOM; JASKIEWICZ; MARASAS, 1988;
BEZUIDENHOUT et al., 1988). Embora 28 analogos tenham sido identificados (RHEEDER;
MARASAS; VISMER, 2002), apenas as fumonisinas B; (FB;), FB, e FB; ocorrem em concentragdes
significativas como contaminantes naturais de milho e derivados, sendo a FB; a mais tdxica e
abundante, compreendendo de 60 a 90% das fumonisinas detectadas (SYDENHAM et al., 1991;
THIEL et al., 1991).

As fumonisinas causam leucoencefalomalacia em eqiliinos (MARASAS et al., 1981 e 1988),
edema pulmonar em suinos (ROSS et al., 1990) e redugdo do desenvolvimento e imunossupressao em
aves (WEIBKING et al., 1993; NAGARAJ; WU; VESONDER, 1994). Em ratos, foi comprovada a
acdo hepatotoxica e hepatocarcinogénica (GELDERBLOM et al., 1991).

Em seres humanos, estudos epidemiolédgicos indicam a associagdo do milho contaminado com
fumonisinas com o cancer esofagico na Africa do Sul, China e Italia, onde este cereal constitui o
elemento basico da dieta (SYDENHAM et al., 1991; CHU; LI, 1994; FRANCESCHI et al., 1990).

As concentragdes de fumonisinas obtidas pelo cultivo de F. verticillioides em substratos
naturais (meios solidos) sdo mais altas, mas a extracdo e purificagdo requerem varias etapas ¢ a
utilizagao de solventes toxicos (KELLER; SULLIVAN, 1996). Além disso, os métodos atuais utilizam
meios complexos, que dificultam a andlise das vias biossintéticas e mecanismos de controle. Por outro
lado, os meios de cultura liquidos reduzem a necessidade de solventes orgéanicos durante a extragdo ¢

purificagdo, uma vez que as fumonisinas sdo encontradas no extrato livre de células, podendo ser
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extraida por simples filtracdo. Considerando que as concentra¢des de fumonisinas obtidas em cultura
liquida sdo relativamente baixas, mais estudos tornam-se fundamentais (KELLER; SULLIVAN,
1996).

Existem poucas informagdes sobre a influéncia dos nutrientes presentes no meio de cultura na
biossintese de fumonisina, sendo que, somente a participagdo de alguns aminoacidos nas etapas de
biossintese de fumonisinas tem sido estudada (PLATTNER; SHACKELFORD, 1992; BRANHAM;
PLATTNER, 1993; BLACKWELL; MILLER; SAVARD, 1994).

Considerando que a qualidade e a concentragdo de nutrientes no meio de cultura influenciam
na produg@o de fumonisinas, este trabalho teve como objetivo avaliar a produgdo de fumonisina por F.
verticillioides em meios de cultivo liquido, com diferentes combina¢des de fontes de carbono e

nitrogénio.

Material e Métodos

Cultura de fungos
Foram utilizadas as cepas 103F, 113B e 103BR de F. verticillioides isoladas a partir de racdes
envolvidas em intoxica¢do animal, cedidas gentilmente pela Dra. Elisa Yoko Hirooka (Depto. de

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - UEL).

Producao de fumonisina

Uma suspensao de esporos (107 esporos/mL) de trés cepas de F. verticillioides (103F, 113B e
103BR) cultivadas em agar batata dextrose (BDA) por 7 dias a 28°C foi inoculada em nove diferentes
condi¢des de cultivo liquido a base de sais e vitaminas (50 mL) contendo 1g/L KH,PO,, 1g/L
K,HPO,, 0,3 g/ MgSQO,, 32 mg/mL ZnSO,4, 100 mg/mL FeSO,4, 16 mg/L MnSOy, 0,4 g/L CaCl,, 1
mg/L tiamina, 1 mg/L riboflavina, 1 mg/L pantotenato, 1 mg/L niacina, 1mg/L piridoxamina, 1 mg/L
acido o-lipdico (tidtico), 100 pg/L acido folico, 100 pg/L biotina, 100 pg/L vitamina By, (KELLER;
SULLIVAN; CHIRTEL, 1997) com pH ajustado para 3,7. Ao meio basico foram adicionadas as

fontes de carbono (20 g/L) e nitrogénio (1 g/L) combinados conforme a tabela 1. A incubacgdo foi
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realizada a 180 rpm, 28°C por 15 dias. Os meios de cultura foram filtrados em papel Whatman n° 1
sob vacuo.

Apds a selecdo da cepa e da condigdo (carbono/nitrogénio) que proporcionaram maior
producdo de fumonisinas foram preparados meios variando as concentra¢des de carbono (20 e 40 g/L)

e nitrogénio (1 e 2 g/L).

(inserir tabela 1 aqui)

Andlise de biomassa
A determinagdo de biomassa foi realizada por gravimetria a 70° C até obtengdo de peso

constante.

Determinacéo de fumonisinas

A extragdo de fumonisinas foi realizada misturando uma aliquota de 2 mL do filtrado com 2
mL de metanol : agua (3:1, v/v). O extrato (1 mL) foi submetido a pré-limpeza em coluna de troca
anidnica (Sep Pak accell plus QMA, Waters), eluido com metanol contendo acido acético (0,5%) e
seco sob fluxo de gas nitrogénio a 45°C. Apo6s a dissolucdo do extrato com acetonitrila : H,O (1 : 1), a
amostra foi derivatizada com o-ftaldialdeido. A determinagdo de fumonisinas foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sistema isocratico de fase reversa Shimadzu
consistindo de bomba 10AT e detector de fluorescéncia RF 10A XL, utilizando uma coluna Shim-
pack CLC-ODS (M) (4,6 x 250mm). As condi¢des de operacdo foram: fluxo de 1 mL/minuto,
temperatura de 25°C, detector de fluorescéncia com comprimento de onda de excitagdo e de emissao
de 335nm e 450nm, respectivamente. A fase movel consistiu de CH;OH: NaH,PO, (0,1 mol/L, 80:20,

v/ v), pH 3,3 (SHEPHARD et al., 1990 modificado por UENO et al. 1993).
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Célculo dos efeitos principais e de interagdo

O calculo do efeito principal da concentragao de carbono na produgdo de fumonisinas foi
realizado por meio da formula:

EP=[(y *—y®) + (y “—y )] /2, onde y corresponde a média da produgdo de fumonisinas nas
condigdes com 40 g/L de maltose e 2 g/L de leucina (y *), 20 g/L de maltose e 2 g/L de leucina (y ®),
40 g/L de maltose e 1 g/L de leucina (y ©) e 20 g/L de maltose ¢ 1 g/L de leucina (y °) (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

O calculo do efeito principal da concentracdo de nitrogénio na producdo de fumonisinas foi
realizado por meio da formula:

EP=[(y *—y®) + (y “ =y )] /2, onde y corresponde a média da produgio de fumonisinas nas
condi¢des com 2 g/L de leucina e 40 g/L de maltose (y *), 1 g/L de leucina e 40 g/L de maltose (y ®), 2
g/L de leucina e 20 g/L de maltose (y ) e 1 g/L de leucina e 20 g/L de maltose (y ) (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

O calculo do efeito de interagdo da concentragao de carbono com a de nitrogénio na produgao
de fumonisinas foi realizado por meio da férmula:

EP=[(y *~y® —(y =y )] /2, onde y corresponde a média da produgdo de fumonisinas nas
condigdes com 2 g/L de leucina e 40 g/L de maltose (y *), 1 g/L de leucina e 20 g/L de maltose (y ®), 2
g/L de leucina e 20 g/L de maltose (y ©) e 1 g/L de leucina e 40 g/L de maltose (y °) (BARROS

NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

Resultados e Discussao

Na tabela 2 ¢ apresentada a producdo de biomassa e fumonisinas por trés cepas de F.

verticillioides em meios de cultivo liquido contendo diferentes fontes de carbono e nitrogénio.

(inserir tabela 2 aqui)

A producao de biomassa variou de 0,14 g a 0,44 g para a cepa 103F nos meios com

frutose/alanina e glucose/leucina, respectivamente. Para a cepa 113B, a variagdo foi de 0,14 ga 0,34 g,
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nos meios com frutose/leucina e glucose/valina, respectivamente, enquanto que para a cepa 103BR, a
variagdo foi de 0,07 g a 0,28 g, nas condigdes maltose/alanina e glucose/valina, respectivamente.
Maior producao de biomassa ocorreu em meios contendo glucose como fonte de carbono.

A producdo de fumonisinas variou conforme a cepa e fonte de carbono/nitrogénio, de néo
detectada a 0,2 pg/mL, 0,9 ng/mL e 4,3 ug/mL para as cepas 113B, 103BR e 103F, respectivamente.

Para todas as cepas, a leucina foi a fonte de nitrogénio presente nos meios que apresentaram
maior produgdo de fumonisinas, combinada com maltose, para as cepas 103F ¢ 103BR e, glucose, para
a cepa 113B, indicando que a leucina pode ser uma fonte de nitrogénio importante na biossintese de
fumonisina.

Houve uma redugédo na produgdo de fumonisina em meios contendo alanina e glucose, pelas
trés cepas de F. verticillioides. Estes resultados foram semelhantes aos de BRANHAM ¢ PLATTNER
(1993) que relataram que a adigdo de alanina em meios de cultivo diminuia a producdo de FB;, pois o
aumento na concentracdo de nitrogénio no meio estimula o crescimento fungico. Esses mesmos
autores demonstraram por meio de alanina marcada '*C, que esta era incorporada diretamente nas
primeiras etapas da biossintese de fumonisina.

A biossintese de fumonisina inclui também rea¢des como esterificagdo, hidroxilacdo e
metilagdo que possivelmente envolvem, além da alanina, glutarato, serina ¢ metionina (PLATTNER ¢
SHACKELFORD, 1992). Estudos realizados por esses autores também mostraram que a metionina
possui efeito semelhante a alanina na produgdo de fumonisinas.

Em meios de cultivo contendo maltose como fonte de carbono houve maior producdo de
fumonisinas pelas cepas 103F e 103BR, provavelmente por que a maltose possui mais atomos de
carbono numa mesma massa quando comparada as outras fontes utilizadas neste trabalho. Estes
resultados estio de acordo com os de JIMENEZ et al. (2003) que demonstraram maior produgdo de
fumonisina pelas cepas Gf2 e Gf7 do complexo Gibberella fujikuroi em meios contendo maltose.

A producao de fumonisinas foi inversamente proporcional & de biomassa. Embora a produgao
de biomassa tenha sido alta em glucose/alanina e frutose/valina, ndo houve deteccdo de fumonisina.
Similarmente, JIMENEZ et al. (2003) verificaram que a maior produgio de biomassa pela cepa Gf2

resultou em menor produgido de fumonisinas.
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A cepa 103F produziu maior concentracdo de fumonisinas (4,3 pg/mL) no meio de cultivo
contendo maltose como fonte de carbono e leucina como fonte de nitrogénio. Assim, foi conduzido
um segundo experimento variando a concentracdo dessas fontes. A producdo de biomassa e

fumonisinas sdo apresentadas na tabela 3.

(inserir tabela 3 aqui)

As concentragdes de acucar e nitrogé€nio interferem na produgdo de fumonisinas. Os calculos
dos efeitos principais indicam que a concentragdo de maltose apresenta um efeito significativo
(p<0,05) positivo na produgdo de fumonisinas (+0,6+0,11). Fixando a concentragdo de leucina em 2
g/L e aumentando a concentracdo de maltose de 20 g/L para 40 g/L ocorreu um aumento na produgio
de fumonisinas de 1,9 ug/mL para 2,3 pug/mL (figura 1).

Pelo célculo do efeito principal da leucina, esta apresenta um efeito sensivel significativo
(p<0,05), mas oposto (-2,2+0,11), ou seja, fixando a concentragdo de maltose em 40 g/L e aumentando
a concentragdo de leucina de 1 g/L para 2 g/L, ocorreu uma diminuig¢ao na produgdo de fumonisinas de
4,7 pg/mL para 2,3 pg/mL (tabela 3 e figura 1).

O efeito da interagdo da concentragdo de maltose e leucina na produgdo de fumonisinas ndo ¢
significativo (p<0,05) e podem ser interpretados separadamente em razdo do baixo valor (-0,2+0,11)

de interacdo entre eles.

(inserir figura 1 aqui)

JIMENEZ et al. (2003) observaram um aumento na producio de fumonisinas com o aumento
da fonte de carbono no meio, independente do agucar usado e uma diminuigdo muito acentuada
quando o nivel dos aminoacidos serina, treonina, acido glutdmico, valina ¢ alanina foi aumentado de 1
para 10g/L, sendo que nessa tltima concentragdo a produgao de fumonisina foi praticamente nula.

A razdo C (carbono)/N (nitrogénio) desempenha um papel importante na regulagdo da via

biossintética de fumonisinas. Alguns autores tém sugerido que o quociente C/N influencia na
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quantidade de fumonisinas sintetizada (BRANHAM; PLATTNER, 1993), assim como nos niveis de
crescimento fungico. Portanto, um aumento no valor desse quociente leva a uma diminui¢do na
producdo da biomassa fungica e a um aumento na produ¢ao de toxina, enquanto que uma diminui¢ao
no quociente apresenta um efeito oposto (JIMENEZ et al., 2003).

Menor produg@o de biomassa e maior concentracdo de fumonisinas foram obtidas nos meios
contendo 1 g/L. de leucina pela cepa 103F, indicando que a fonte de nitrogénio € um fator determinante
no crescimento fingico.

A produgdo de fumonisinas variou de acordo com a cepa de F. verticillioides, concentragdo e

fonte de carbono/nitrogénio no meio liquido.
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Tabela 1 — Meios de cultura com diferentes combinagdes de aminoacidos e carboidratos.

Ensaio

Fonte de C/N

—_—

O 0 9 N »n bk~ W

glucose/leucina
glucose/alanina
frutose/leucina
frutose/alanina
glucose/valina
maltose/alanina
frutose/valina
maltose/leucina

maltose/valina

46



47

Tabela 2 — Produgdo de biomassa e fumonisina em diferentes fontes de C/N por F. verticillioides

103F, 113B ¢ 103BR.

F. verticillioides

Fonte de C/N 103BR

Bm (g) FB, Bm (g) FB, Bm (9) FB,
(Mg/mL) (Mg/mL) (Hg/mL)

glucose/leucina 0,44 ND 0,15 0,2 0,10 ND
glucose/alanina 0,33 ND 0,33 ND 0,25 ND
frutose/leucina 0,23 2,1 0,14 0,1 0,14 0,3
frutose/alanina 0,14 2,1 0,23 0,1 0,13 0,5
glucose/valina 0,35 0,4 0,34 ND 0,28 ND
maltose/alanina 0,31 0,7 0,26 ND 0,07 0,3
frutose/valina 0,32 ND 0,29 ND 0,14 ND
maltose/leucina 0,28 4.3 0,30 ND 0,10 0,9
maltose/valina 0,17 1,7 0,19 0,1 0,12 0,6

Bm: Biomassa,

FB,. Fumonisina B,
ND: ndo detectado
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Tabela 3 — Producdo de biomassa e fumonisina em diferentes concentra¢des de maltose e leucina por
F. verticillioides 103F.

Maltose/Leucina (g/L) Biomassa (g) FB; (ng/mL)"
20/2 0,33+0,03 1,9+0,02
40/1 0,15+0,011 4,7+0,20
20/1 0,224+0,0005 3,9+0,09
40/2 0,26+0,0025 2,3+0,01

"Médias de duas repeti¢des
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Figura 1 — Produgdo de FB; por F. verticillioides 103F em diferentes concentragdes de maltose e
leucina.
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Fatores que afetam a producdo de fumonisinas por Fusarium verticillioides em meio

liquido definido: tempo de cultivo, carboidratos e aminoacidos

Resumo
A producdo de fumonisinas por Fusarium verticillioides 103F foi avaliada em dois tempos de
cultivo (15 e 21 dias). Posteriormente, 3 cepas (103F, 119B ¢ 97K) de F. verticillioides foram
avaliadas em relagdo a sua capacidade de producao de fumonisinas e biomassa fingica em
meio de cultura liquido suplementado com diferentes combinacdes de fonte de carbono
(glucose, frutose e maltose) e nitrogénio (alanina e glicina) na concentracao de 20 g/L e 1 g/L,
respectivamente. A maior produgdo de fumonisinas pela cepa 103F ocorreu em 21 dias (1,35
ng/mL), sendo este tempo de cultivo selecionado para os experimentos posteriores. O meio de
cultivo que proporcionou maior producdo de fumonisinas (1,64 pg/mL) pelas cepas
analisadas, continha glucose e glicina como fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente,
diferindo significativamente dos demais meios pelo teste de Tukey (p<0,05). Avaliando a
producdo de fumonisinas em meio contendo glucose (20 g/L) e trés diferentes concentragoes
de glicina (0,5, 1,0 e 2,0), houve maior produg¢do significativa (p<0,05) no meio que continha
1,0 g/l de glicina pela cepa 97K. A produgdo de fumonisinas pelas trés cepas foi
inversamente proporcional a produgdo de biomassa. Os resultados deste trabalho indicam que
os nutrientes presentes no meio de cultivo desempenham papel importante na producdo de
fumonisinas por Fusarium verticillioides, sendo que a produg@o depende da cepa e das fontes

de carbono e nitrogénio presentes no meio.

Introducéo

Determinados fungos contaminantes de produtos agricolas produzem metabolitos
secundarios toxicos denominados micotoxinas, que constituem um grupo heterogéneo de
compostos quimicos, cuja ingestdo resulta em intoxicagdes ao homem e animais (MISLIVEC,
1979; BENNET; RICHARD, 1994).

Os fungos do género Fusarium sdo capazes de produzir varias micotoxinas, tais como
as fumonisinas, as fusarinas, moniliformina, toxina T-2, acido fusarico, deoxinivalenol,
diacetoxiscirpenol e zearalenona (LI et al., 2000).

As fumonisinas, micotoxinas produzidas principalmente por Fusarium verticillioides e
Fusarium proliferatum, causam leucoencefalomalacia em eqiiinos (MARASAS et al., 1988),

edema pulmonar em suinos (HARRISON, et al., 1990) e reducao no desenvolvimento e
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imunodepressao em aves (WEIBKING et al., 1993). Em ratos, foi comprovada a agdo
hepatocarcinogénica (GELDERBLOM et al, 1992). Em seres humanos, estudos
epidemioldgicos indicam a associagdo com cancer esofagico e cancer hepatico primario
(WANG et al., 1995; GELDERBLOM et al., 1988 ¢ 1992; UENO et al., 1997).

A maioria dos estudos sobre toxigenicidade de F. verticillioides ¢é realizada em
substratos naturais (meios so6lidos). Nestes substratos a producdo de fumonisinas ¢ maior
quando comparada com a producdo em meios liquidos, porém os processos de extracdo e
purificacdo de fumonisinas nesses meios requerem solventes toxicos e necessitam de muitas
etapas, além de dificultarem o estudo das vias biossintéticas e do mecanismo de controle da
producdo de fumonisinas. Os meios liquidos podem eliminar muitos problemas relacionados a
producdo de fumonisinas em meio solido (KELLER; SULLIVAN, 1996).

A qualidade e os niveis dos nutrientes presentes no substrato desempenham um papel
importante na producio de fumonisinas por F. verticillioides (JIMENEZ et al., 2003), porém
somente a participacao de alguns aminoacidos nas etapas de biossintese de fumonisinas tem
sido estudada (PLATTNER; SHACKELFORD, 1992; BRANHAM; PLATTNER, 1993;
BLACKWELL; MILLER; SAVARD, 1994).

Considerando o reduzido niumero de estudos sobre a produgdo de fumonisinas em
meio liquido definido, o presente trabalho teve como objetivo analisar a influéncia de

combinagdes de carboidratos e aminoacidos na producdo dessa toxina por F. verticillioides.

Material e Métodos

Cultura de fungos
Foram utilizadas as cepas 103F, 119B e 97K de F. verticillioides isoladas a partir de
racdes envolvidas em intoxicacdo animal, cedidas gentilmente pela Dra. Elisa Yoko Hirooka

(Depto. de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - UEL).

Producéo de fumonisina

Uma suspensdo de esporos (10 esporos/mL) de F. verticillioides 103F cultivada em
agar batata dextrose (BDA) por 7 dias a 28°C foi inoculada em meio liquido a base de sais e
vitaminas (50 mL) contendo 1g/L KH,PO,, 1g/L KoHPO4, 0,3 g/L MgSOy4, 32 mg/mL ZnSO4,
100 mg/mL FeSO4, 16 mg/L MnSOQOy, 0,4 g/L CaCl,, 1 mg/L tiamina, 1 mg/L riboflavina, 1
mg/L pantotenato, 1 mg/L niacina, 1mg/L piridoxamina, 1 mg/L é&cido a-lipdico (tiotico), 100

ng/L acido folico, 100 ug/L biotina, 100 pg/L vitamina Bj; (KELLER; SULLIVAN;
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CHIRTEL, 1997) com pH ajustado para 3,7. Ao meio basico foram adicionadas glucose (20
g/L) e glicina (1 g/L). A incubacdo foi realizada a 180 rpm, 28°C por 15 e 21 dias.
Selecionado o melhor tempo de cultivo para produgdo de fumonisinas, as cepas 103F, 119B e
97K foram cultivadas a 28°C, 180 rpm, em 6 diferentes meios de cultivo liquido basico
contendo 20 g/L de fonte de carbono ¢ 1 g/L. de fonte de nitrogénio combinados conforme a
Tabela 1. Posteriormente, essas 3 cepas foram avaliadas quanto a producdo de fumonisinas
em 3 diferentes concentragdes de fonte de nitrogénio (0,5, 1,0 e 2,0 g/L). Os meios de cultura
foram filtrados em papel Whatman n° 1 sob vacuo e o filtrado foi utilizado para a

determinagdo de fumonisinas e agucares redutores.

Tabela 1 — Meios de cultura com diferentes combinagoes de fonte de carbono e nitrogénio.
Ensaio Fonte de C/N
1 Maltose/glicina (M/G)
Maltose/alanina (M/A)

Frutose/glicina (F/G)
Frutose/alanina (F/A)
Glucose/glicina (G/G)
Glucose/alanina (G/A)

AN N B~ W

Analise de biomassa
A determinagdo de biomassa foi realizada por gravimetria a 70°C até obten¢ao de peso

constante.

Consumo de agucar

O consumo de agticar foi determinado segundo a metodologia de SOMOGYT (1945)-
NELSON (1944), utilizando glucose como padrao. As leituras foram realizadas a 540 nm em

espectrofotometro (FEMTO 600 plus).

Determinagéo de fumonisinas

A extragdo de fumonisinas foi realizada misturando uma aliquota de 2 mL do filtrado
com 2 mL de metanol : 4gua (3:1, v/v). O extrato (1 mL) foi submetido a pré-limpeza em
coluna de troca anidnica (Sep Pak accell plus QMA, Waters), eluido com metanol contendo

acido acético (0,5%) e seco sob fluxo de gas nitrogénio a 45°C. Apds a dissolugdo do extrato
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com acetonitrila:HO (1 : 1), a amostra foi derivatizada com ortoftaldialdeido. A
determinagdo de fumonisinas foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), consistindo de bomba 10AT e detector de fluorescéncia RF 10A XL (Shimadzu),
sistema isocratico de fase reversa, utilizando coluna Shim-pack CLC-ODS (M) (4,6 x 250
mm). As condi¢des de operacdo foram fluxo de 1 mL/minuto, temperatura de 25°C, detector
de fluorescéncia com comprimento de onda de excitagdo e de emissdo de 335nm e 450nm,
respectivamente. A fase mdvel consistiu de CH;OH: NaH,PO4 (0,1 mol/L, 80:20, v/v), pH 3,3
(SHEPHARD et al., 1990 modificado por UENO et al., 1993).

Andlise estatistica

A produgdo de biomassa, fumonisinas, pH final e consumo de agucar foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) fatorial e compara¢do multipla de médias pelo
teste de Tukey (p<0,05). A andlise foi realizada utilizando o software STATISTICA versao
6.1 (Statsoft Inc., Tulsa, USA).

Resultados e Discussao
Na tabela 2 s@o apresentados o consumo de agticar, pH final, producdao de biomassa e
fumonisinas por F. verticillioides 103F em 2 tempos de cultivo liquido contendo glucose e

glicina como fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente.

Tabela 2 — Consumo de agucar, pH final, producdo de biomassa e fumonisina por F. verticillioides
103F em meio de cultura com 20 g/L de glucose e 1 g/L. de glicina em dois tempos de

cultivo.
Tempo de Consumo de pH Biomassa (g) Fumonisinas
cultivo (dias) acucar (g/L) Final totais (ug/mL)
15 14,0°+0,15 3,2°+0,04 0,31°+0,004 0,35°+0,02
21 15,3%+0,01 3,4°+0,02 0,34°+0,006 1,35%+0,83

Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey

(p<0,05)

O consumo de agucar e producdo de biomassa foram maiores no cultivo de 21 dias
pela cepa 103F de F. verticillioides, ocorrendo um declinio no pH para 3,2 ¢ 3,4 para o cultivo

de 15 e 21 dias, respectivamente.
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A producgao de fumonisinas foi maior (1,35 pg/mL) no cultivo de 21 dias em relagdo
ao de 15 dias (0,35 pg/mL), havendo uma diferenga significativa pelo teste de Tukey
(p<0,05). Esses resultados (Tabela 2) estio de acordo com os relatados por JACKSON e
BENNETT (1990) que demonstraram uma maior producdo de fumonisinas por F.
verticillioides em tempos maiores de cultivo.

Tendo em vista a maior producdo de fumonisinas em 21 dias, este tempo de cultivo foi
selecionado para os experimentos posteriores.

Na figura 1 s@o apresentadas as médias da producdo de fumonisinas pelas 3 cepas.
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1,574
1,6

14
1,2
1,0

0,84b
0,8

Fumonisinas (pg/mL)

0,6
0,42¢

0,4

103F 97K 119B
Cepas

Figura 1 — Médias da producdo de fumonisinas pelas cepas de F. verticillioides 103F, 97K e 119B.
Meédias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey
(p<0,05)

A cepa 97K produziu maior nivel de fumonisinas (1,57 pg/mL), diferindo
significativamente das demais cepas (figura 1).
Na figura 2 sdo apresentadas as médias da producao de fumonisinas nas diferentes

fontes de carbono/nitrogénio.
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18 1,642
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1,0
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Fumonisinas (pg/mL)
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0,4

MIG M/A FIG FIA GIG G/A
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Figura 2 — Médias da produgdo de fumonisinas nas diferentes fontes de C/N pelas 3 cepas de F.
verticillioides. M/G: Maltose/Gliclina, M/A: Maltose/Alanina, F/G: Frutose/Glicina, F/A:
Frutose/Alanina, G/G: Glucose/Glicina e G/A: Glucose/Alanina.

Meédias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey

(p<0,05).

O meio de cultivo que proporcionou maior produ¢do de fumonisinas (1,64 pg/mL)
pelas cepas analisadas, continha glucose e glicina como fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente (figura 2), diferindo significativamente dos demais meios pelo teste de Tukey
(p<0,05). Resultados semelhantes foram obtidos por JIMENEZ et al. (2003) com a cepa Gf7
do complexo Gibberella fujikuroi que apresentou maior produgéo de fumonisinas (1,6 pg/mL)
em meio contendo glucose como fonte de carbono. Diferentemente destes autores, que
analisaram separadamente o efeito de 6 fontes de carbono e 10 fontes de nitrogénio na
producdo de fumonisinas por cepas do complexo Gibberella fujikuroi, neste trabalho foi
avaliado o efeito da combinacdo de fontes de carbono e nitrogénio na producao desta toxina
por F. verticillioides.

As médias das interagdes das 3 cepas de F. verticillioides em diferentes fontes de
carbono e nitrogénio para a produgdo de biomassa, fumonisinas, consumo de agucar ¢ o pH

final dos cultivos sdo apresentadas na tabela 3.
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Tabela 3 — Médias das interagdes de diferentes cepas de F. verticillioides em diferentes fontes de
carbono/nitrogénio para o consumo de agucar, pH final, producdo de biomassa e

fumonisinas.
F. Fonte de C/N C. A pH Final BM (g) FB totais
verticillioides (20:1 g/L) (g/L) DP (£0,08) DP (+0,005) (ug/mL)
DP (+0,16) DP (+0,06)
103F Maltose/Glicina  17,1® 3,2% 0,36 ND!
Maltose/Alanina  17,3® 3,1% 0,31° 0,2"
Frutose/Glicina  13,7¢ 3,1% 0,29 0,55
Frutose/Alanina 131" 3,2 0,24° 0,8
Glucose/Glicina 12,9 3,3%® 0,128 1,1°
Glucose/Alanina 13,4 3,5 0,17%" ND’
97K Maltose/Glicina 16,6 2,6% 0,12¢" 2,0°
Maltose/Alanina  17,2* 2,4° 0,16%" 0,7""
Frutose/Glicina  15,8° 2,4 0,19¢ 0,5¢"
Frutose/Alanina 14,7 2,6% 0,14%" 1,0
Glucose/Glicina ~ 11,6" 3,07 0,08’ 2,4
Glucose/Alanina 12,9 3,3% 0,11M 2,8
1198 Maltose/Glicina 17,8 3,0% 0,24° 0,3"
Maltose/Alanina 16,7 2,6 0,17% 0,9¢
Frutose/Glicina 16,0 2,5° 0,23° 0,4"
Frutose/Alanina  15,8° 2,4° 0,22¢ 0,55
Glucose/Glicina  14,5% 3,0° 0,15 1,5
Glucose/Alanina 12,28 3,2 0,11M 1,6¢

Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de Tukey

(p<0,05). C. A.:consumo de actcar, BM: biomassa e FB: fumonisinas.

O consumo de agtcar variou conforme a cepa e fonte de C e N, de 11,6 g/L pela cepa

97K cultivada em glucose/glicina a 17,8 g/L pela cepa 119B em maltose/glicina. Em geral, os

menores € maiores consumos de agucar ocorreram nas condigdes que continham glucose e

maltose como fontes de aglicar para as trés cepas, respectivamente (tabela 3).

A producao de biomassa variou de 0,08 g pela cepa 97K em glucose/glicina a 0,36 g

pela cepa 103F em maltose/glicina.

A producdo de fumonisina variou conforme a cepa e a fonte de carbono/nitrogénio

(tabela 5) de 0,2 pg/mL pela cepa 103F (maltose/alanina) a 2,8 pg/mL pela cepa 97K
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(glucose/alanina). Nao houve deteccdo de fumonisinas em maltose/glicina e glucose/alanina
cultivadas com a cepa 103F.

Considerando que o meio de cultivo contendo glucose e glicina como fontes de
carbono e nitrogénio proporcionou maior produ¢do média de fumonisinas (p<0,05) pelas 3
cepas de F. verticillioides (figura 2), foi conduzido um terceiro experimento utilizando 20 g/L
de glucose como fonte de carbono e 3 diferentes concentracdes de glicina (0,5, 1,0 e 2,0 g/L)

como fonte de nitrogénio.
1,3,

1,21
1,11

1,072

1,01
09!
08!
0,7}
0.6/ 0,520
05! 0,41t

Fumonisinas (pg/mL)

04}
0,3

103F 97K 119B
Cepas

Figura 3 — Médias da produgdo fumonisinas pelas cepas de F. verticillioides 103F, 97K ¢ 119B em
diferentes razdes de C/N.

Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferencga significativa pelo teste de Tukey

(p<0,05)

A cepa 97K apresentou maior produ¢do de fumonisinas (1,07 pg/mL) nas 3 diferentes

razoes de C/N analisadas (figura 3), diferindo significativamente das demais cepas (p<0,05).
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Figura 4 — Médias da producdo de fumonisinas nas diferentes razdes de C/N pelas 3 cepas de F.
verticillioides.

Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey

(p<0,05)

Os meios de cultivo com glicina na concentracao de 1,0 g/L como fonte de nitrogénio
proporcionaram maior producao significativa (p<0,05) de fumonisinas, independente da cepa
analisada. Nos meios de cultivo com 0,5 ¢ 2,0 g/LL de glicina foram observados as menores
produgdes de fumonisinas (figura 4).

Na tabela 4 sdo apresentadas as médias das interagdes das trés cepas de F.
verticillioides em diferentes razdes de C/N para a producdo de biomassa, fumonisinas,

consumo de agucar e o pH final dos cultivos.
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Tabela 4 — Média das interagdes de diferentes cepas de F. verticillioides em diferentes razdes de C/N
para o consumo de acucar, pH final, producdo de biomassa ¢ fumonisinas.

F. Glucose/Glicina C. A pHFinal BM(g) FB totais
verticillioides (/) ) pp (+009) ~ (g/L)  DP(#0,06) DP(0003) (ug/mL)
DP (+0,09) DP (+0,05)

103F 20/0,5 17,4" 2,7° 0,2° ND*

20/1,0 18,0% 3,15% 0,21% 0,87°

20/2,0 18,6° 2,95%¢ 0,26 0,37

97K 20/0,5 17,7¢ 3,1% 0,112 0,64°

20/1,0 18,5% 3,25 0,16' 2,57

20/2,0 19,4 2,7° 0,22¢ ND®

119B 20/0,5 18,0% 2,85 0,24° 0,13%

20/1,0 18,8" 3,25 0,26" 1,22°

20/2,0 19,3% 2,95%¢ 0,28" 0,2%

Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferencga significativa pelo teste de Tukey

(p<0,05). C. A.:consumo de actcar, BM: biomassa e FB: fumonisinas.

Observando a tabela 4, verifica-se que o consumo de agticar variou conforme a cepa e
concentracdo de glicina analisada, sendo que houve menor e maior consumo de aglicar nas
concentragdes de 0,5 e 2,0 g/L de glicina pelas trés cepas, respectivamente. Maiores
produgdes de biomassa estdo relacionadas com maiores consumos de agucar.

A produgdo de fumonisinas variou conforme a cepa e a concentragdo de glicina, sendo
detectada maior produ¢ao de fumonisinas (2,57 pg/mL) pela cepa 97K na concentracao de 1,0
g/L de glicina (p<0,05). Nao houve deteccdo de fumonisinas na concentracdo de 0,5 g/L de
glicina pela cepa 103F e na concentragao de 2,0 g/L pela cepa 97K.

O aumento na concentragdo de glicina diminuiu a producdo de fumonisinas (tabela 7).
JIMENEZ et al. (2003) observaram uma diminui¢do muito acentuada quando o nivel dos
aminoacidos serina, treonina, acido glutdmico, valina e alanina foi aumentado de 1 para 10
g/L, sendo que nessa ultima concentracao a producao de fumonisina foi praticamente nula.

A razdo C (carbono)/N (nitrogénio) desempenha um papel importante na regulagdo da
producdo de fumonisinas. O quociente C/N influencia na quantidade de fumonisina
sintetizada, assim como nos niveis de crescimento fingico (BRANHAM; PLATTNER,
1993). Portanto, um aumento no valor desse quociente leva a uma diminui¢do na produgdo da

biomassa fingica e a um aumento na produgdo de toxina, enquanto que uma diminui¢do no



61

quociente apresenta um efeito oposto (JIMENEZ et al., 2003). Em altos quocientes da razio
C/N, como 20 g/L de glucose e¢ 0,5 g/L de glicina, houve uma diminui¢do acentuada na
producdo de fumonisinas (tabela 7), diferindo significativamente (p<0,05) da razdo C/N
intermediaria (20 g/L de glucose e 1,0 g/L de glicina) e ndo diferindo (p<0,05) do menor
quociente (20 g/L de glucose ¢ 2,0 g/L de glicina).

Em geral, maiores consumos de agticar pelas cepas proporcionaram maior produgdo de
biomassa. Esses resultados estdo de acordo com KELLER; SULLIVAN; CHIRTEL (1997)
que relataram maior producdo de biomassa por Fusarium proliferatum em condigdes onde
houve maior consumo de agtcar.

O pH final diminuiu em relacao ao inicial em todas as condi¢des analisadas, havendo
uma tendéncia das maiores producdes de fumonisinas proporcionarem menores variagdes de
pH (Tabelas 3 e 4), estando de acordo com KELLER; SULLIVAN; CHIRTEL (1997), que,
avaliando a produ¢@o de fumonisinas por F. proliferatum, demonstraram uma diminui¢do no
pH final (3,0) em relagdo ao inicial (3,7) apds 20 dias de cultivo.

A produgdo de fumonisinas pelas trés cepas foi inversamente proporcional a producao
de biomassa (Tabelas 3 e 4). Similarmente, JIMENEZ et al. (2003) relataram maior produgdo
de biomassa por Gibberella fujikuroi Gf2 em meios de cultivo onde houve menor produgio de
fumonisinas.

Os resultados deste trabalho indicam que os nutrientes presentes no meio de cultivo
desempenham papel importante na produgdo de fumonisinas por Fusarium verticillioides,
sendo que a produgdo depende da cepa e das fontes de carbono e nitrogénio presentes no

meio.
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6 CONCLUSOES

O meio de cultivo com fonte de nitrogénio orgénica proporcionou maior
producdo de fumonisinas pela cepa 103F de Fusarium verticillioides.

Dentre as cepas 103F, 113B e 103BR, a primeira apresentou maior
producdo de fumonisinas na condicao que continha maltose e leucina como fonte de carbono
e nitrogénio, respectivamente.

A produgdo de fumonisinas foi maior em altas concentragdes de
carboidratos (40 g/L) e baixas concentra¢des de aminoacidos (1 g/L).

O cultivo de F. verticillioides em 21 dias proporcionou maior produgo
significativa (p<0,05) de fumonisinas em meio liquido.

Dentre as cepas 103F, 97K e 119B, a segunda apresentou maior producao
de fumonisinas nos meios de cultivos analisados (p<0,05).

A combinacdo glucose (20 g/L) e glicina (1 g/L) proporcionou maior
produgdo de fumonisinas pelas cepas 103F, 97K e 119B (p<0,05).

O meio de cultivo com 1 g/L de glicina proporcionou maior producido de

fumonisinas pelas cepas 103F, 97K e 119B (p<0,05).
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